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RESUMO 
 

A leishmaniose é um espectro de doenças causadas por parasitos do gênero Leishmania, que 

afeta milhões de pessoas em todo o mundo. Durante a infecção, os parasitos usam diferentes 

estratégias para sobreviver as defesas do hospedeiro, incluindo superar a exposição intensa a 

espécies reativas de oxigênio (ROS), principais responsáveis por causar danos no DNA, sobretudo 

nos telômeros, induzindo instabilidade genômica, senescência e morte celular. Telômeros são 

estruturas nos terminais dos cromossomos compostos por sequências de DNA repetitivas e 

proteínas, cuja função é proteger as extremidades dos cromossomos, evitando fusões terminais e 

degradação nucleolítica. Neste trabalho nós induzimos estresse oxidativo agudo em formas 

promastigotas de L. amazonensis através do tratamento com 2 mM de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

por 1h, o qual foi capaz de aumentar os níveis de ROS intracelular, como demonstrado pela reação 

utilizando CM-H2DCFDA. Além disso, o estresse oxidativo induziu danos no DNA, como mostrado por 

análise quantitativa de 8-oxodG e núcleos positivos para o ensaio TUNEL. Observamos também, 

através de parâmetros qualitativos e quantitativos (Southern blot, telomere-PCR e flow-FISH), que o 

estresse oxidativo, assim como em mamíferos, induziu encurtamento dos telômeros. Analisando a co-

localização e interação proteína:DNA por FISH-IIF e ensaios ChIP, foi possível demostrar que o 

estresse oxidativo causou erosão da extremidade 3’G overhang, fazendo com que a proteína LaRPA-

1 perdesse seu sítio de interação nos telômeros. Além disso, pudemos observar uma maior afinidade 

de LaRPA-1 para com a fita telomérica rica em C, nesse caso uma região de simples-fita gerada 

dentro da dupla fita telomérica, provavelmente como consequência do reparo de DNA, sugerindo a 

participação de LaRPA-1 na resposta a danos oxidativos. Por análise de curvas de crescimento e 

incorporação de EdU, foi possível observar que o estresse oxidativo induziu diminuição acentuada no 

número 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 população em crescimento exponencial. Em conjunto, esses resultados sugerem a 

presença de um sistema muito eficiente de resposta a danos oxidativos no DNA telomérico, que 

permite que os parasitos sobrevivam e repliquem DNA mesmo após um estresse agudo. 
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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 (H2O2) for 1 

hour, which was able to increase intracellular ROS levels, as demonstrated by CM-H2DCFDA 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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“Existem dois tipos de sofredores: aqueles que sofrem da falta de vida, 

e os que sofrem da abundância excessiva da vida. Quando se pensa 

nisso, quase todo comportamento e atividade humana são, 

essencialmente, nada diferentes do comportamento animal. As mais 

avançadas tecnologias e artefatos levam-nos, no máximo, ao nível de 

um super-chimpanzé. Na verdade, o hiato entre Platão ou Nietzsche e o 

humano mediano é maior do que o que há entre o chimpanzé e o 

humano mediano. O reino do verdadeiro espírito livre, o artista 

verdadeiro, o santo, o filósofo, é raramente alcançado. Por que tão 

poucos? Quais são as barreiras que impedem as pessoas de 

alcançarem, minimamente, o seu verdadeiro potencial? A resposta a 

isso pode ser encontrada em outra pergunta, que é: Qual a 

característica humana mais universal? O medo ou a preguiça?" 

 

(Richard Linklater – Waking Life) 
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1. Introdução 

 Nosso grupo de pesquisa produziu dois capítulos de livros (DA SILVA et al., 2012; GIARDINI 

et al., 2014) durante meu período de doutorado (janeiro de 2010 à agosto de 2014), os quais foram 

utilizados, juntos a outras fontes bibliográficas, para elaboração deste tópico. Os resumos, bem como 

os títulos desses capítulos, encontram-se no tópico ‘anexos’ ao final deste manuscrito.   

 

1.1 Leishmania e leishmaniose 

 O termo leishmaniose refere-se a um conjunto heterogêneo de doenças causadas pela 

infecção de parasitos protozoários do gênero Leishmania, pertencentes à ordem Kinetoplastida e 

família Trypanossomatidae. Neste grupo estão incluídos espécies de protozoários unicelulares, 

digenéticos (heteroxenos), encontrados nas formas promastigotas, aderidas ao trato digestivo dos 

hospedeiros invertebrados ou flageladas livres, e amastigotas, sem flagelo livre, parasita intracelular 

que vive no interior de células do sistema fagocitário mononuclear do hospedeiro vertebrado. A 

reprodução ocorre por divisão binária simples em ambos os hospedeiros. Os hospedeiros 

vertebrados incluem uma grande variedades de mamíferos, sendo mais comuns: roedores, canídeos 

e, sobretudo, humanos. Como hospedeiros invertebrados são identificados, exclusivamente, fêmeas 

de insetos hematófagos (flebotomíneos), da família Psychodidae e gênero Lutzomyia (conhecidos 

como mosquito palha no Brasil). A transmissão 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 compartilhamento de agulhas 

infectadas, que muitas vezes é o caso da co-infecção Leishmania/HIV (WHO, 2014). 

 A doença em humanos pode se apresentar sob quatro formas clínicas, dependendo da 

espécie parasitária e do sistema imune celular do paciente: Leishmaniose cutânea, que provoca 

lesões na pele, principalmente no rosto, braços e pernas. Embora nesta forma haja uma tendência de 

cura espontânea, ela pode criar graves lesões e deixar cicatrizes permanentes. Após a recuperação 

ou tratamento bem sucedido, geralmente induz imunidade à re-infecção pela espécie de Leishmania 

que causou a doença. Leishmaniose cutânea difusa, que é uma forma clínica de difícil tratamento, 

caracterizando-se pela presença de lesões difusas não-ulceradas por toda a pele que se assemelham 

a lepra e não curam espontaneamente. Esta forma está especialmente relacionada a uma deficiência 

do sistema imunológico do paciente. Leishmaniose cutâneo-mucosa, também conhecida por 

‘espúndia’ na América do Sul, é caracterizada por lesões destrutivas secundárias envolvendo 

mucosas e cartilagens. Causa graves lesões 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, inchaço do fígado e do baço e anemia. É 

a forma mais grave da leishmaniose e geralmente é fatal se não tratada. O período de incubação 
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pode ser de meses ou anos e, ao contrário das formas cutâneas de leishmaniose, envolve os órgãos 

internos (WHO, 2014). 

As leishmanioses são comuns em regiões tropicais e estimativas indicam que essa doença 

aflige 12 milhões de pessoas, com 350 milhões de indivíduos em situação de risco. A ocorrência de 2 

milhões de novos casos e 70.000 mortes por ano evidenciam a importância epidemiológica desta 

zoonose, e a ocorrência endêmica em 88 países, dos quais 16 são desenvolvidos e 72 estão em 

desenvolvimento, demonstra uma relação entre fatores socioeconômicos e incidência desta 

parasitose (WHO, 2014). No Brasil, a doença é considerada primariamente como uma zoonose com 

envolvimento secundário de seres humanos e ocorre em todas as regiões do país com 

predominância de casos nas regiões Norte e Nordeste. O parasito alvo deste estudo é a L. 

amazonensis, agente causal da leishmaniose cutânea e cutânea difusa no Brasil, porém, em algumas 

regiões, este parasito aparece como agente causal de todo o espectro da leishmaniose (BARRAL et 

al., 1991).  

A prevenção e um controle eficaz das leishmanioses apresentam dificuldades em todo o 

mundo, pois as medidas que são empregadas para a redução da transmissão, o controle dos vetores 

e o tratamento farmacológico da infecção 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 formulações da anfotericina B) são 

consideradas eficazes, porém suas desvantagens incluem alta toxicidade, terapias prolongadas, 

baixa eficácia em algumas situações, administração 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 infecções oportunistas que 

acometem indivíduos infectados pelo vírus HIV. O aparecimento do primeiro caso de co-infecção com 

o HIV em 1985 e a evolução da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida para uma situação de 

pandemia mudaram a história natural das leishmanioses devido à grande sobreposição 

epidemiológica das duas doenças. A co-infecção com o vírus 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 clínico do HIV já que ambas as doenças afetam as 

células do sistema imunológico (WHO, 2014). 

Por esses motivos, um maior conhecimento sobre a biologia celular e molecular destes 

protozoários poderá facilitar o descobrimento de novos alvos parasito-específicos para o 

desenvolvimento de vacinas e drogas eficazes para o tratamento e possível erradicação da doença. 

 

1.2 Ciclo biológico dos parasitos do gênero Leishmania 

Os parasitos do gênero Leishmania são caracterizados pela presença 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 morfológicas: promastigotas e amastigotas. As formas 

promastigotas (ou flageladas) são consideradas infectivas e proliferam dentro do sistema digestivo do 

inseto vetor onde evitam expulsão por adesão à parede do intestino do mesmo. Neste ambiente, os 

promastigotas procíclicos diferenciam-se em promastigotas metacíclicos, cessam o processo de 

divisão celular e migram para as partes bucais do inseto, que as injeta no hospedeiro durante a 

hematofagia (BASU e RAY, 2005). 

Após a infecção, ocorre a internalização do parasito através da endocitose mediada por 

receptores na superfície de células do sistema fagocitário mononuclear, predominantemente 

macrófagos e, logo em seguida, os promastigotas metacíclicos transformam-se rapidamente em 

formas amastigotas, de formado esférico e flagelo curto, capazes de se desenvolver e multiplicar no 

meio ácido encontrado no vacúolo digestivo (NEVES, 2005). Com a intensa multiplicação, ocorre a 

lise da célula hospedeira, liberando os parasitos que voltam a infectar novas células do sistema 

fagocitário mononuclear. O ciclo se completa quando um mosquito flebotomíneo não 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 ilustração simplificada do ciclo biológico de Leishmania 

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

 

Deste modo, a investigação e conhecimento sobre os processos biológicos que permitem que 

os parasitos se desenvolvam e se multipliquem em ambientes tão hostis quanto o vacúolo digestivo e 

o trato digestivo do inseto vetor é uma área atrativa e de fundamental importância para o 

desenvolvimento de estratégias anti-parasitárias.  

 

1.3 Biologia molecular dos parasitos do gênero Leishmania 

Parasitos do gênero Leishmania são organismos diplóides, assexuados, cujo genoma difere 

dos genomas típicos de eucariotos. Seu genoma nuclear contém aproximadamente 70 Mb que, 

dependendo da espécie, são organizados em 34 a 36 cromossomos lineares que variam de tamanho 

entre 0,35 e 3,0 Mb. A condensação cromossômica durante o ciclo mitótico não é observável, 

dificultando assim quaisquer tipos de análises citogenéticas (WINCKER et al., 1996; JOHNSTON et 

al., 1999; IVENS et al., 2005). Em condições de estresse nutricional ou seleção por drogas, 

Leishmania spp. podem amplificar segmentos específicos do genoma e transformá-los em 

minicromossomos. Apesar disso, os genomas das espécies do gênero Leishmania são muito 

similares entre si e estão organizados em áreas centrais bem conservadas com polimorfismos 

concentrados nas extremidades dos cromossomos (STILES et al., 1999). Os genes de Leishmania 

não apresentam íntrons e são transcritos em grupos gerando RNAs precursores policistrônicos, 

fenômeno comum em protozoários da ordem Kinetoplastida. O processamento envolve o acréscimo, 

por trans-splicing, de miniéxons com CAP 7-Metilguanosina na extremidade 5’ de RNAs em 

maturação e adição de cauda poli-A, gerando assim mRNAs maduros. Devido à ausência de 

promotores gênicos individuais típicos, estima-se que a regulação gênica em Leishmania ocorra 

principalmente em nível pós-transcricional (STILES et al., 1999). Recentemente foi demonstrado que 

sítios de transcrição policistrônicos estão localizados próximos a histonas H3 acetiladas, indicando 

que este processo possa ser um tipo geral de regulação da transcrição em Leishmania major 

(THOMAS et al., 2009).  

O genoma mitocondrial está contido no cinetoplasto, recebendo o nome de kDNA e 

representando a informação genética mitocondrial desses parasitos. É constituído por maxicírculos e 

minicírculos, que são moléculas que se concatenam formando uma rede compacta com replicação 

aparentemente autônoma. Essas moléculas contêm ao menos uma região conservada de 120 a 150 

pares de base, razoavelmente homogênea entre os representantes de um mesmo gênero.  Os 

maxicírculos codificam rRNA e mRNA de proteínas mitocondriais. Os minicírculos representam 95% 

da massa de kDNA, servem como molde para a transcrição dos maxicírculos e são bons substratos 
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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 composição genética dessas duas espécies apresenta poucas diferenças 

quando comparado ao genoma de Leishmania major (IVENS et al., 2005; PEACOCK et al., 2007). 

Deste modo, pode-se concluir que poucos genes do parasita são importantes para determinar qual a 

forma clínica da leishmaniose será desenvolvida após a infecção. Além disso, talvez o genoma do 

infectado tenha um papel importante nas manifestações clínicas da doença (PEACOCK et al., 2007). 

 

1.4 O estresse oxidativo e o mecanismo de detoxificação peculiar dos Tripanossomatídeos  

 Dentre todas as situações de estresse que podem afetar drasticamente uma célula e/ou 

organismo unicelular devemos chamar a atenção para o estresse oxidativo, o qual ocorre de maneira 

muito frequente no ambiente intracelular, mesmo em situações naturais. Podemos definir estresse 

oxidativo como uma condição biológica em que ocorre desequilíbrio entre a produção de ROS e a sua 

desintoxicação através de sistemas biológicos que as removam ou reparem os danos por elas 

causados (SIES, 1985). Todos os organismos vivos possuem um ambiente intracelular de natureza 

redutora, existindo um equilíbrio entre as formas oxidada e reduzida de várias moléculas, equilíbrio 

esse mantido por enzimas à custa de energia metabólica. Perturbações neste equilíbrio redox podem 

provocar a produção de peróxidos e radicais livres que danificam todos os componentes celulares, 

incluindo proteínas, lípidos e sobretudo o DNA (SIES, 1985; VALKO et al., 2005). Em mamíferos, a 

remoção e manutenção dos níveis de ROS intracelular dependem da ação integrada de um sistema 

de antioxidantes enzimáticos, dentre os quais podemos citar superóxidos desmutases (SOD), 

catalases e glutationa peroxidases (VALKO et al., 2005). 

 Em Leishmania, bem como nos protozoários tripanosomatídeos, a remoção de ROS, 

peróxidos tóxicos e a manutenção do nível de tiol intracelular são fundamentais para as reações de 

oxido-redução e dependem de um sistema constituído por uma enzima peculiar denominada 

tripanotiona. Esta enzima é um conjugado entre uma molécula de espermidina e duas moléculas de 

glutationa, sendo única e exclusiva dos tripanossomatídeos, o que os torna particularmente 

vulneráveis 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 

perturbações no equilíbrio redox forem pequenas, restabelecendo o equilíbrio normal intracelular, 

mas perturbações 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 concentrações 

de H2O2 leve a perda da motilidade e fragmentação do DNA, semelhante à apoptose dos 

metazoários, ainda não conhecemos exatamente seus mecanismos de indução de morte celular, bem 
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como se parte da população consegue superar esse tipo de estresse devido à presença desse 

eficiente sistema de detoxificação composto principalmente pela tripanotiona (DAS et al, 2001; 

FUERTES et al., 2008). 

 

1.5 Mecanismos de reparo frente a situações de estresse (ênfase no estresse oxidativo) 

Diferentes situações de estresse como, por exemplo, choque térmico, exposição a agentes 

químicos, radiação ultravioleta e estresse oxidativo causado por ROS podem causar danos em 

diversos componentes celulares, principalmente no mais sensível e importante deles, o DNA. 

Em humanos, a exposição a diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

níveis variados de radiação ultravioleta causam o encurtamento rápido dos telômeros (região mais 

sensível à 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 já citado, também ocorre 

indução de um processo semelhante a apoptose quando as mesmas são 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 mutação 

espontânea, as células vivas desenvolveram uma série de sistemas enzimáticos 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) reversão direta do DNA danificado (através da ação de 

enzimas, como por exemplo a fotoliase), b) sistema de reparo dependente de homologia (reparo por 

excisão de base (BER), reparo por excisão de nucleotídeo (NER), reparo de mal pareamento ou 

Mismatch (MMR) e reparo pós-replicação) e c) reparo de quebras bifilamentares (junção de pontas 

não homólogas e recombinação homóloga) (GRIFFITHS et al., 2007). Esses sistemas de reparo são 

compostos por proteínas especializadas e enzimas que reconhecem danos a dupla-fita (como o 

complexo MRE11, proteínas do complexo Rad50, proteínas Ku70 e Ku80) e simples fita (interações 

entre a proteína RPA e endonucleases/exonucleases) (BRESSAN et al., 1999; KOWALCZYKOWSKI, 

2000; LOMBARD et al., 2005).  

Devemos chamar a atenção 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 eucarióticas. NER 

e BER são as duas principais vias responsáveis pelo reparo da maioria das lesões no DNA induzida 

por ROS. NER é um complexo mecanismo composto por múltiplas etapas, podendo atuar no reparo 

do DNA quando ele é danificado por ROS, criando uma grande distorção estrutural nessa molécula. 

Essencialmente, o NER envolve seis etapas principais: (i) o reconhecimento específico da base no 

DNA modificada por oxidação, como por exemplo 8-oxo-dG, mediada pela ação de fatores de reparo 

XP, XPA, XPC, protéina RPA, e recrutamento do fator de reparo/transcrição TFIIH, o qual contém 

seis polipeptíeos (XPB, XPD, XPG, and XPF-ERCC1 ) essenciais para esse processo de reparo; (ii) o 
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desenrolamento do DNA em torno do local danificado mediado pelas helicases XPB e XPD; (iii) 

incisões duplas delimitando o dano. Nesta fase, as subunidades XPG e XPF-ERCC1 são 

responsáveis pelas incisões 3’ e 5’, respectivamente. (iv) remoção subsequente do DNA danificado; 

(v) a síntese de reparo para prencher o gap resultante através da ação de RPC, PCNA e DNA 

polimerases utilizando a outra fita como molde, e por fim (vi), a ligação da fita recém-sintetizada pela 

DNA-ligase (Brierley and Martin, 2013 e figura 2B).  

BER é uma versão mais simples do NER, sendo um modo de reparo operacional que age 

quando o dano oxidativo está 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 nucleotídeos podem ser removidos e inseridos, enquanto que no short-patch envolve, na maioria 

das vezes, o preenchimento de um gap de nucleotídeo único. Focando na via short-patch, no primeiro 

passo, a base no DNA modificada por oxidação (como por exemplo 8-oxo-dG) é especificamente 

reconhecida e clivada por uma DNA glicosilase apropriada, como por exemplo OGG1. Ao mesmo 

tempo, a AP endonuclease se liga ao lado 5’ da base para cortar a fita. Depois disso, a DNA 

polimerase β preenche o gap de um nucleotídeo e também libera o deoxyribose-fosfato (dRp) na 

porção 5’. Consequentemente, a DNA-ligase III/complexo XRCC1 chega ao local em que DNA ligase 

III sela o corte e a DNA polimerase β se dissocia do local. XRCC1 e DNA ligase III são então 

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 prevenção de mutações associadas com a lesão oxidativa do DNA, 8-oxo-dG. De 

maneira simplificada, a via MMR eucariótica pode ser divida em dois grandes componentes, ambos 

funcionando como complexos heterodiméricos, com nomes originários de seus ortólogos em E.coli: 

MutS e MutL. MutS é composto basicamente pelos componentes MSH2, MSH3 e MSH6, enquanto 

MutL é composto por MLH1 e proteínas PMS1 e 2. Após instaurada a lesão 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 

proteínas acessórias PCNA e RFC. Esse encontro desloca RFC e permite o acesso de Exo1 ao DNA, 

degradando segmentos de até 250 nt em torno da leão oxidativa, antes de ser inativado por MutL. O 

DNA oxidado é então retirado, seguido pela síntese de uma nova fita pela DNA polimerase. Por fim, a 

nova fita de DNA é ligada à cadeia já 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 já foi demonstrado participando ativamente em cada uma dessas três 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 

importância para todos os organismos, sendo ainda mais importante para aqueles causadores de 
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infecções, a julgar pela variação ambiental abrupta que esses organismos têm que suportar durante 

seu ciclo de desenvolvimento. 
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Figura 2. Representação esquemática das principais vias envolvidas no reparo a danos oxidativos no 
DNA. A. Reparo por Excisão de Bases (BER). B. Reparo por excisão de nucleotídeos (NER). C. Reparo por 
mal-pareamento ou Mismatch (MMR). A descrição detalhada de cada esquema está descrito no texto. Extraído 
de Brierley and Martin, 2013. 

 

 

1.6 Características gerais dos telômeros 

Uma possível estratégia para se estudar a biologia molecular de Leishmania é através dos 

telômeros e controle de sua manutenção. Telômeros são complexos de proteína-DNA localizados nas 

extremidades dos cromossomos. Entre suas principais funções destaca-se a proteção dos terminais 

cromossômicos, impedindo a fusão destes e a degradação cromosssômica pela maquinaria de reparo 

(BLACKBURN, 1990). Consistem em sequências repetidas em tandem (no caso dos mamíferos e 

Leishmania são do tipo 5’ TTAGGG 3’), terminando em uma protrusão 3' simples fita denominada 3' 

G-overhang, que é substrato para a elongação dos telômeros pela enzima telomerase e para a 

interação de proteínas teloméricas envolvidas na manutenção do tamanho e proteção dos terminais 

cromossômicos (KLOBUTCHER et al., 1981; BLACKBURN, 2001; SMOGORZEWSKA e DE LANGE, 

2004; LIRA et al., 2007a). Em humanos, leveduras, protozoários ciliados e Trypanosoma brucei foi 

observado que esses terminais cromossômicos podem adquirir conformações em forma de laço (t-

loop) ou em forma de uma estrutura denominada G-quadruplex (“G-quartet” ou G4 DNA), as quais 

parecem proteger os telômeros da ação da maquinaria de reparo da célula e impedir o acesso da 

telomerase ao terminal dos cromossomos elongados (MUÑOZ-JORDÁN et al., 2001; TEIXEIRA e 

GILSON, 2005; GILSON e GELI, 2007). 

 

1.7 Composição da cromatina telomérica (complexos shelterin e CST) 

 Associadas aos telômeros e formando um grande complexo nucleoprotéico estão inúmeras 

proteínas que coordenam a dinâmica da estrutura telomérica. Tais proteínas constituem um complexo 

protéico responsável por manter a estabilidade do telômero e também por regular o acesso da 

telomerase (DMITRIEV et al., 2003; AUBERT e LANSDORP, 2008). Estes complexos protéicos são 

dinâmicos, podendo variar de acordo com o ciclo celular, idade da célula e estímulos externos 

(STEWART e WEINBERG, 2002; SMOGORZEWSKA e DE LANGE, 2004). Proteínas teloméricas 

podem ter associação direta ao DNA, a outras proteínas teloméricas, ou ainda ter associação a 

outros fatores, como os que compõem a maquinaria de reparo a danos ao DNA. As funções destas 

proteínas teloméricas variam, mas parecem estar associadas à região do telômero com a qual elas 

interagem. Complexos protéicos que se associam à fita simples do DNA telomérico participam no 

recrutamento da telomerase e influenciam a elongação telomérica. Por outro lado, complexos 

protéicos que se associam à fita dupla estão envolvidas na manutenção do t-loop e regulam a 

telomerase negativamente (DE LANGE, 2005; AUBERT e LANDSORP, 2008). 



 

 

11 

 

 Em mamíferos o complexo multiprotéico de interação ao DNA telomérico, inicialmente 

denominado telossomo, é conhecido como shelterin, e recebeu esta denominação devido a sua 

função na proteção ao DNA telomérico (shelter, em português: abrigo, lugar de refúgio) (LIU, et al. 

2004; DE LANGE, 2005). As proteínas que fazem parte do complexo shelterin possuem três 

características básicas: são abundantes nos telômeros, mas não se acumulam em outras partes da 

célula, estão presentes nos telômeros ao longo de todo o ciclo celular e têm função limitada aos 

telômeros. Não pertencer a shelterin, no entanto, não indica que a proteína não possua função 

telomérica. Significa apenas que a proteína não apresenta alguma das características citadas acima 

(DE LANGE, 2005). A figura 3 apresenta uma representação esquemática da dinâmica de atuação do 

complexo shelterin em humanos. 

 

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

 

Recentemente, foi demosntrada a existência de outro complexo telomérico semelhante ao 

complexo CST, identificado primeiramente em linhagens de Saccharomyces cerevisiae, denominado 

CST-like em vertebrados, mamíferos, fungos filamentosos e plantas. Em leveduras de brotamento, 
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CST é um complexo heterotrimérico constituído pelas proteínas Cdc13, Stn1 e Ten1, que se associa 

a fita telomérica rica em G, mais precisamente na porção telomérica 3’G overhang e tem a função de 

modular a função da telomerase e da maquinaria de replicação de DNA, participando assim da 

replicação nos terminais dos cromossomos (PENNOCK et al., 2001; GAO et al., 2007).   

Nos complexos CST-like, ortólogos das proteínas Stn1 e Ten1 foram identificados, embora a 

proteína que cumpre função semelhante a Cdc13 (denominada proteína Ctc1), não compartilhe 

similaridade de sequência com Cdc13. As proteínas de ambos complexos, CST de S. cerevisiae 

(ScCST) e CST-like, apresentam domínios OB-fold envolvidos nas interações com a simples fita de 

DNA (ssDNA) e com outras proteínas (CHEN et al., 2012). No entanto, o complexo CST-like em 

humanos (hCST) apresenta funções ligeiramente diferentes quando comparado ao ScCST, como por 

exemplo: proteger os telômeros contra a indução de uma resposta a danos no DNA, estimular a DNA 

pol α 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 mamíferos se liga especificamente a porção telomérica 3’G overhang de um 

modo dependente de tamanho e se liga a porções de ssDNA maiores do que 50 nt de forma 

independente de sequência (WAN et al., 2009; CHEN et al., 2012; MIYAKE et al., 2009). Em 

mamíferos, a ligação de CST ao ssDNA telomérico requer o complexo heterotrimérico intacto, uma 

vez que os componentes CST não tem atividade de ligação ao DNA de forma independente (CHEN et 

al., 2013). Esta é uma grande diferença quando comparado ao ScCST, onde Cdc13 pode se ligar ao 

3'G overhang na ausência 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 visão predominante é que 

estes dois telômeros distintos evoluíram de forma independente, shelterin em vertebrados e CST em 

leveduras, mas descobertas recentes levantaram novas questões sobre a composição dos telômeros 

e seus mecanismos de regulação em eucariotos. Estudos envolvendo hCST mostraram que a 

eliminação da porção C-terminal de Ctc1 elimina sua interação com Stn1 e consequente associação 

com os telômeros (CHEN et al., 2012; CHEN et al., 2013). Além disso, a eliminação do 3’G overhang 

telomérico, o qual é sítio de interação para os componentes shelterin POT1-TPP1 aumenta a 

associação de hCST com os telômeros, sugerindo que os dois complexos competem pela ligação do 

3’G overhang (CHEN et al., 2012). Além das interações entre hCST e o DNA telomérico, as 

interações entre as proteínas POT1-TPP1 e o hCST podem regular o acesso aos telômeros de 

ambos os complexos, evidenciando uma relação íntima entre o complexo CST e os 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 proteínas denominado RPA, cujo homólogo 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 
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uma série de domínios OB-fold, sendo essencial em vários processos do metabolismo de DNA como 

por exemplo replicação, reparo, recombinação homóloga e manutenção dos telômeros (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 domínios 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 

preferência por interagir com a  ssDNA (SAKAGUCHI et al., 2008; SUN et al., 2009).  

Outro ponto curioso é que, em humanos, POT1-TPP1 não tem a capacidade de impedir de 

modo eficiente a interação de RPA com o ssDNA telomérico, sugerindo que estas proteínas 

competem pela ligação ao 3’ overhang, assim como ocorre entre POT1-TPP1 e o complexo CST 

(GIARDINI et al., 2014). Essa é mais uma evidência que sugere a grande proximidade entre o 

complexo RPA e o complexo CST. Em conjunto, essas evidências sugerem que estes complexos são 

muito conservados na escala filogenética e agem de forma orquestrada na manutenção e promoção 

da estabilidade dos telômeros nos mais diversos organismos. 

 

1.8 Fenômenos biológicos que causam encurtamento telomérico (telômeros disfuncionais) 

Na maioria dos metazoários, determinados tipos de células apresentam encurtamento natural 

dos telômeros, os quais podem se tornar disfuncionais durante o envelhecimento celular. Isto 

acontece principalmente devido à perda da atividade da telomerase, como é o caso das células 

somáticas humanas. Neste caso, quando os telômeros estão criticamente curtos, uma resposta 

celular é disparada sinalizando para a célula parar o ciclo celular e senescer. Esse processo indica 

que essas células atingiram seu limite de capacidade de proliferação, conhecido como limite de 

Hayflick (GIARDINI et al., 2014). 

A importância de uma estrutura telomérica intacta é destacada pelo fato de que telômeros 

disfuncionais formados por componentes mutantes da cromatina telomérica podem se recombinar ou 

se fundir, levando a grandes rearranjos genômicos. Um exemplo disto ocorre com a perda dos 

componentes shelterin POT1 ou TRF2 o que leva à ativação de quinases de checkpoint ATR/ATM 

nos telômeros, provocando diferentes respostas a danos ao DNA e uma grande variedade de 

fenótipos celulares aberrantes (GIARDINI et al., 2014).  

Telômeros disfuncionais podem surgir também como consequência de outros mecanismos, 

como por exemplo, mutações nos componentes da telomerase, deleção 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 interação dos 

componentes shelterin TRF1 e TRF2, demonstrando que o dano oxidativo exerce efeito deletério nos 

telômeros por perturbar a associação de proteínas responsáveis pela manutenção dos mesmos 

(OPRESKO et al., 2005; GIARDINI et al., 2014). 
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Em tripanosomatídeos (T. brucei), a deleção da telomerase causa encurtamento telomérico e 

esse encurtamento, ou até mesmo a completa deleção dos telômeros, não inibe a proliferação 

celular, embora induza a perda progressiva de DNA nas extremidades. Além disso, não há parada do 

ciclo celular, e os parasitos conseguem manter e segregar os cromossomos com telômeros 

danificados ou ausentes, indicando ausência 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 

manutenção do comprimento telomérico é tamanho-dependente, assim como ocorre em S. cerevisiae 

(HORN et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2004). Ou seja, telômeros curtos são estendidos mais 

rapidamente do que telômeros normais, e quando esses telômeros curtos se tornam longos, sua taxa 

de extensão declina (HORN et al., 2000). Isso ocorre, provavelmente, devido ao aumento ou 

diminuição dos sítios de ligação das protéinas teloméricas (e.g. componentes shelterin e/ou CST) que 

controlam o recrutamento da holoenzima telomerase.  

 

1.9 A proteína RPA e suas funções nos telômeros 

Como já mencionado anteriormente, a proteína 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 múltiplas funções no metabolismo do DNA (LONGHESE et al., 1994, 

WOLD, 1997, SMITH et al., 2000, SAKAGUCHI et al., 2008). 

A proteína RPA-1 apresenta funções essenciais na manutenção dos telômeros de vários 

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 

é mediada por sua interação com a proteína Est1, ativando a telomerase para telômeros curtos na 

fase S do ciclo celular (SCHRAMKE et al., 2004). Em humanos, RPA aparece ocasionalmente nos 

telômeros durante a fase S do ciclo celular, levando-nos a especular se, em semelhança às 

leveduras, também existe uma interação direta entre as maquinarias de replicação e a maquinaria 

telomérica (VERDUN e KARLSEDER, 2006; CHAI et al., 2006). Além disso, RPA também interfere na 

regulação dos telômeros através de interações com outras proteínas. Ela é capaz de estimular a 

atividade das helicases WRN (Wemer syndrome) e BLM (Bloom syndrome), encontradas em 

complexos que promovem a desnaturação da dupla-fita telomérica recoberta com TRF2, sugerindo 

que todas estas proteínas atuam em uma mesma via nos terminais cromossômicos (OPRESKO et al., 

2002). Em leveduras de fissão mutantes para a proteína RPA, ocorre encurtamento gradual de 

telômeros. Quando esta mutação é combinada com outra no gene que codifica para o homólogo de 

TRF2 neste organismo (TAZ1), observa-se rápida erosão e instabilidade das extremidades 

cromossômicas (KIBE et al., 2007). Este mesmo fenótipo de instabilidade com perda abrupta dos 

telômeros é observado em mutantes duplos para o gene da POT1. Já a superexpressão de POT1 no 
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mutante de levedura para os genes de RPA e TAZ1 suprime a perda dos telômeros, restabelecendo a 

estabilidade telomérica, sugerindo alguma ligação entre o mecanismo de ação de POT1 com as 

proteínas RPA e TAZ1 (KIBE et al., 2007). 

Em leveduras e humanos, pesquisadores demonstraram a participação de RPA em várias 

maquinarias 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 recombinação 

homóloga (PARK et al., 1996; HAYS et al., 1998). A participação de RPA no reparo a danos ao DNA 

causado por estresse oxidativo também já foi evidenciada por outros autores (THERIOT, 2010; 

HEGDE, 2013; BRIERLEY e MARTIN, 2013). Isso demonstra uma alta relação entre RPA e a 

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

 

1.10 A composição da cromatina telomérica de L. amazonensis e a função de LaRPA-1 

Em Leishmania amazonensis foi detectado a existência de três complexos protéicos que se 

associam in vitro ao DNA telomérico simples fita rico em G (FERNÁNDEZ et al., 2004). Em nosso 

laboratório, além da enzima telomerase (LaTERT) e de seu componente RNA (LaTER), responsáveis 

pela elongação dos terminais cromossômicos, duas proteínas que compõem dois desses complexos 

foram identificadas interagindo e co-localizando com os telômeros do parasita in vivo (GIARDINI et 

al., 2006; LIRA et al., 2007b; SIQUEIRA-NETO et al., 2007; VASCONCELOS et al., submetido). São 

elas: a proteína LaRbp38 (Leishmania amazonensis RNA binding protein 38) e a proteína ligante de 

DNA simples-fita alvo deste estudo, LaRPA-1 (FERNÁNDEZ et al., 2004). Também foram 

identificadas proteínas que se associam in vitro e in vivo à dupla-fita telomérica, dentre as quais estão 

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 composição dos telômeros de Leishmania amazonensis. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 4. Panorama atual dos telômeros de Leishmania. O DNA telomérico é composto por uma porção 
dupla-fita, formado pela repetição TTAGGG em tandem, seqüências subteloméricas (LCTAS - Leishmania 
Conserved Telomere Associated Sequences) e uma protrusão 3´G-overhang. As formas coloridas representam 
as proteínas já 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 
intrínsico (LaTER) contendo o modelo reverso da sequência telomérica. Extraído de DA SILVA et al., 2012. 
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Apesar de compartilhar características estruturais com as RPA de outros eucariotos, as RPA-1 

de vários protozoários, incluindo LaRPA-1, não possuem o domínio RPA-70 N de interação com 

proteínas da maquinaria de recombinação. A ausência deste domínio na proteína LaRPA-1, no 

entanto, não 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 já foi mostrado por nosso grupo de 

pesquisa (DA SILVEIRA et al., 2013). 

Em contrapartida, LaRPA-1 e seus ortólogos em outros protozoários apresentam os outros 

três domínios OB-fold característicos de RPA-1, sendo denominados em humanos DBD-A, DBD-B e 

DBD-C. O domínio OB-fold 1 (semelhante a DBD-A) de LaRPA-1, é o domínio de interação com o 

ssDNA telomérico (WOLD, 1997; JACOBS et al., 1999; SIQUEIRA-NETO et al., 2007; DA SILVEIRA 

et al., 2013).  

Como já mencionado anteriormente, não existem ortólogos a nenhum dos componentes do 

complexo CST ou CST-like, nem do componente shelterin POT1 nos genomas de Leishmania e de 

outros tripanosomatídeos (dados não mostrados). Cdc13 é exclusiva de leveduras, enquanto POT1 e 

suas isoformas são conservadas em praticamente todos os eucariotos (SHAKIROV et al., 2009). 

Deste modo, a inexistência destas proteínas em Leishmania sugere que LaRPA-1 possa cumprir a 

função destas proteínas nos telômeros do parasita. Além disso, como nos telômeros de Leishmania 

LaRPA-1 aparece isolada das outras duas subunidades, é possível que ela desempenhe funções 

exclusivas nos terminais dos cromossomos e que estas possam ser diferentes das descritas para as 

RPA em outros eucariotos.  

Para desvendar algumas das funções de LaRPA-1 em Leishmania amazonensis, estudamos a 

dinâmica de interações dessa proteína em parasitos submetidos à estresse oxidativo agudo. Deste 

modo, pretendemos entender se existe alguma relação entre a maquinaria telomérica e a eficiente 

maquinaria de reparo a danos ao DNA nesses parasitos, uma vez que os telômeros estão entre as 

regiões mais sensíveis a estresse oxidativo no genoma devido sua alta concentração de guaninas e 

presença de sítios 5’-GGG-3’ (KAWANISHI e OIKAWA, 2004; RICHTER e VON ZGLINICK, 2007). 

Assim, um maior conhecimento das interações entre essa proteína e os telômeros, e sua dinâmica de 

atuação frente a estresse oxidativo, auxiliará a compreensão de possíveis alterações na composição 

da maquinaria telomérica de Leishmania na presença de agentes agressores durante seu ciclo de 

desenvolvimento. Isto pode vir a facilitar a descoberta de novos alvos antiparasitários e auxiliar 

futuras estratégias para a erradicação das leishmanioses, já que os telômeros estão diretamente 

relacionados à manutenção cromossômica e viabilidade celular. 
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Analisar a dinâmica do DNA telomérico e da proteína LaRPA-1 em formas promastigotas de L. 

amazonensis submetidas à estresse oxidativo agudo causado pelo tratamento com H2O2. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Estipular a concentração ideal de H2O2 que causa estresse oxidativo agudo nas formas 

promastigotas de L. amazonensis; 

- Analisar os possíveis efeitos no ambiente intracelular de L. amazonensis (sobretudo no DNA) 

causado pelo estresse oxidativo agudo; 

- Verificar se o estresse oxidativo agudo causa alterações no tamanho dos telômeros do 

parasita, utilizando diferentes metodologias; 

- Analisar as possíveis alterações na dinâmica de interação da proteína LaRPA-1 com o DNA 

telomérico e outras proteínas após estresse oxidativo agudo; 

- Analisar a proliferação dos parasitos submetidos ao estresse oxidativo por análise do ciclo 

celular, da replicação 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 27ºC em meio “199 (Earle)” 

(Cultilab), pH 7.4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1X solução de antibióticos 

com antimicótico (penicilina/estreptomicina,Cultilab). 

Para a curva de crescimento o cultivo celular foi iniciado na concentração de (1.106 

parasitos/mL) e o tratamento com 2mM H2O2 por 1h (estresse oxidativo) foi efetuado na fase 

exponencial (~1.107 parasitos/mL). 

 

3.2 Obtenção da IC50 para H2O2 através do método de redução de MTT 

 Para determinação da IC50 do H2O2 para L. amazonensis foi utilizado o método colorimétrico 

de redução de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MOSMANN, 

1983). Este é um teste colorimétrico para a medição da atividade de enzimas que reduzem o corante 

MTT para cristais de formazan, proporcionando uma coloração arroxeada, o que permite avaliar a 

viabilidade e a proliferação das células, já que a redução do corante ocorre na mitocôndria de células 

em proliferação. 

 A concentração da solução estoque de H2O2 (Dinâmica) foi determinada através de 

espectrometria a 240nm (1M A240nm = 0,81). Culturas de 1ml contendo aproximadamente 1x107 

parasitos foram tratadas com concentrações variadas de H2O2 (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. Alíquotas das culturas (aprox. 2x106 parasitos) foram 

centrifugadas 2.500 rpm por 5 minutos e as células foram ressuspensas em 200 µl de 0,3 mg/ml MTT 

diluído em PBS 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM, KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7.4) e 

incubadas em temperatura ambiente por 1,5 horas. Após este período foi adicionado 200 µl de SDS 

10% (em HCl 10 mM), as células foram homogeneizadas em agitador e incubadas por 15 minutos 

para lise celular e completa dissolução dos cristais de formazan gerados pelas células vivas. 

Amostras de 100 µl foram retiradas de cada tubo e depositadas em placas de ELISA com fundo em U 

(Greiner Bio-one). A solução de MTT/sol de lise (v/v) foi utilizada como branco para as medidas 

espectrofotométricas. Valores de absorbância referentes à produção de formazan foram medidos em 

espectrofotômetro (Multiskan EX, Labsystems) a 540nm. A IC50 foi definida como a concentração de 

H2O2 que inibiu a conversão 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 H2O2. Em paralelo ao ensaio MTT, foram retiradas amostras da 

cultura e feitas contagens do número de parasitos em câmera de Neubauer (dados não mostrados).  
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3.3 Análise do ROS intracelular utilizando citometria de fluxo 

Após determinação do IC50 H2O2 = 2,5 mM por 1h, resolvemos trabalhar com uma 

concentração de H2O2 próxima a esse valor (2 mM por 1h) para provocar um estresse oxidativo 

agudo nos parasitos. Para verificação do nível de ROS intracelular, prosseguimos com o tratamento 

com 2 mM de H2O2 por 1h diretamente em culturas de L. amazonensis contendo aproximadamente 

5x107 parasitos/ml em fase mid log de crescimento. Em seguida os parasitos foram lavados duas 

vezes com PBS 1X, separados em frascos contendo 3x107 parasitos e ressuspensos em 2 µM do 

reagente CM-H2DCFDA durante 30 min a 26 ºC. Logo em seguida os parasitos foram lavados 

novamente em PBS 1X e ressuspensos em meio de cultura M199 fresco por 20 min a 26 ºC. Em 

seguida os parasitos foram lavados em PBS 1X, fixados em formaldeído 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 H2O2) e utilização do programa BD Accuri C6 software 

(BD Biosciences). As amostras foram quantificadas através de plotagens em histogramas (número de 

eventos x FL1-Area) e os gráficos de dispersão (SSC-Height x FSC-Area e FSC-Area x FSC-Height) 

foram utilizados para remoção de agregados inespecíficos. Estes ensaios foram realizados em 

colaboração com o laboratório do Prof. Dr. Sérgio Schenkman, Escola Paulista de Medicina, 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP).  

 

3.4 Extração de DNA genômico de L. amazonensis para ensaio HPLC/ECD 

Culturas de L. amazonensis contendo aproximadamente 5x108 parasitos/ml em fase mid log 

de crescimento foram tratadas nas diferentes condições de estudo e para extração do DNA genômico 

foi utilizado o método caotrópico Nal, como proporto por Wang et al.,1994, com algumas 

modificações. Os parasitos foram centrifugados a 2000 g, lavados em tampão PBS 1X e 

ressuspensos em solução contendo 0,2M Tris, pH 8.0, 10mM EDTA, pH 8.0, 0,5% SDS, 50 µg/mL 

proteinase K e 0,15 mM mesylato de deferoxamina. Essa mistura foi incubada por 12h a 37 ºC com 

agitação suave. Em seguida foi adicionado à solução RNase A para concentração final de 0,5 µg/µL. 

Então a reação foi incubada a 37ºC por 30 minutos. Em seguida essa solução foi centrifugada a 2000 

g durante 10 min e a fase líquida foi recolhida e 1 mL de 7,6 M NaI foi adicionado a ela, seguindo-se 

da adição de 1 mL de isopropanol 100%. O conteúdo foi misturado por inversão e o precipitado (DNA) 

foi recolhido por centrifugação 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 então 

ressuspenso em 0,1 mM mesylato de deferoxamina. A concentração das amostras de DNA foi 

estimada utilizando-se espectrofotômetro a 260 nm. 
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3.5 Hidrólise enzimática das amostras de DNA extraído para ensaio HPLC/ECD 

Para hidrólise de 100 µg de DNA, 2 µL de 1M de tampão acetato de sódio (pH 5.0) e 1 U de 

nuclease P1 foram adicionados às amostras, as quais foram incubadas a 37 ºC por 30 min. Em 

seguida 10 µL de 1M tampão tris-HCl (pH 7.4), 100 mM de acetato de magnésio e 3 U de fosfatase 

alcalina foram adicionados e as reações foram incubadas a 37 ºC por 1h. Esse mesmo procedimento 

foi aplicado para as amostras analisadas quanto a presença de 8-oxodGuo e também para as 

amostras que foram analisadas quanto a presença de dGuo. As enzimas utilizadas no processo de 

hidrólise foram eliminadas pela adição de um volume de clorofórmio após a incubação e a quantidade 

de DNA utilizada variou entre 90 e 200 µg para ambas as análises. 

 

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

As amostras (90-200 µg) de DNA hidrolizado foram injetadas em sistema HPLC/ECD (modelo 

Shimadzu LC-10 AD pump, Shimadzu, Tokyo, Japão) conectado a uma coluna analítica de fase 

reversa apolar Luna C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 µm) (Phenomenex, Torrance, CA) a qual foi 

mantida a 25 ºC em compartimento CTO-10AS VP (Shimadzu, Tokyo, Japão). O eluente isocrático 

utilizado foi 25 mM de tampão KH2PO4 (pH 5.5) e 8% metanol sob um fluxo de 1 mL/min. A detecção 

coulométrica foi realizada através do detector Coulochem II (ESA, Chelmsford, MA, USA) e a 

detecção espectrofotométrica foi realizada pelo detector Shimadzu SPD-10A (Shimadzu, Tokyo, 

Japão). O potencial do eletrodo foi ajustado para 280 mV para detecção de 8-oxodGuo. A eluição de 

nucleosídeos não-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 áreas dos picos. A razão molar entre 8-oxodGuo e dGuo em cada amostra de DNA foi 

determinada através da detecção coulométrica de 8-oxodGuo a 280 mV e detecção da absorbância 

de dGuo a 254 nm em cada injeção. 

Vale ressaltar que os ensaios utilizando HPLC/ECD apresentados foram realizados em 

colaboração com o laboratório da Profa. Dra. Marisa Helena G. de Medeiros, no Instituto de Química, 

USP, São Paulo. 

 

3.7 Análise do dano provocado ao DNA através do ensaio TUNEL 

Aproximadamente 1.106 parasitos em fase mid-log de crescimento tratados nas diferentes 

condições de estudo foram centrifugados, lavados com PBS 1X e fixados em formaldeído 1% durante 

5 min. Os parasitos foram então centrifugados, lavados novamente com PBS 1X e permeabilizados 

pela adição do detergente Triton X-100 0,1% diluído em PBS 1X durante 5 min a temperatura 

ambiente. Logo em seguida foi adicionado Glicina 0,1M diluída em PBS 1X (para retirada total de 

grupos aldeídos remanescentes), deixando os parasitos incubando por mais 5 min. Após este período 

de incubação, os parasitos foram lavados novamente com PBS 1X e então adicionados 
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delicadamente em uma lâmina pré-preparada com poli-L-lisina. Após estarem fixados na lâmina com 

poli-L-lisina, prosseguimos com protocolo pré-estabelecido para células em suspensão fornecido pelo 

fabricante do kit utilizado (Apoptosis Detection System, Fluorescein – Promega). 

Ao final do processo descrito no protocolo do kit, adicionamos 5 µL de Vectashield 

(suplementado com DAPI) - Vector. A lâmina foi então selada com lamínula de vidro e incubada por 

24h à -20°C para posterior observação em microscópio de fluorescência. Devemos ressaltar que o kit 

utilizado foi inicialmente desenvolvido para detecção de células em apoptose, mas houve a 

necessidade de modificação do protocolo inicial, através da permeabilização das células (devido a 

estrutura e composição das membranas de células em apoptose) para detecção apenas do DNA 

danificado, sendo que, com essa modificação, as células não 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 Extração de DNA genômico de L. amazonensis para ensaio Southern blot e telomere-PCR 

 O DNA genômico foi extraído de parasitos, na forma promastigota, originados de culturas em 

fase exponencial de crescimento. Estes foram separados do meio de cultura por centrifugação, 

lavados em tampão PBS 1X contendo 2% de glicose e sedimentados por centrifugação a 10.000 rpm 

por 30 segundos. Para proceder com a lise celular, os sedimentos foram suspensos em solução 

contendo 10 mM Tris-HCL pH 7,5, 5 mM EDTA pH 8,0, 100 mM cloreto de lítio e 0.1%Triton X-100. A 

mistura foi incubada por 5 min a temperatura ambiente com agitação suave, seguido de 2-3 extrações 

com fenol:clorofórmio (v/v) e fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e precipitação com etanol 

absoluto na presença de 0,3 M de acetato de sódio pH 5,2. Os ácidos nucléicos precipitados foram 

ressuspendidos em TE (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8,0) e tratados com 10µg de RNase 

A por 15 min a 37°C, seguido de extração com fenol:clorofórmio:álcool isoamílico, precipitação do 

DNA com 0,3 M de acetato de sódio pH 5,2 e etanol absoluto e centrifugação a 10.000 rpm por 30 

minutos. Os sedimentos foram lavados com 75% etanol gelado e suspensos em tampão TE. A 

qualidade da extração e a concentração de DNA foram estimadas utilizando-se corrida eletroforética 

em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídio (0,5 µg/ml) em 0,5X TAE (40 mM Tris-acetato, 

1 mM EDTA) e por dosagem da DO260 nm em espectofotômetro com luz UV (Sambrook & Russel, 

2001). 

 

3.9 Digestão do DNA genômico e ensaio Southern blot para verificação do comprimento 

telomérico 

Para isolar o telômero do restante do DNA genômico nós realizamos digestões com a enzima 

Afa I (37 ºC 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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hibridização e lavagens, segundo especificações do fabricante, utilizando o kit de marcação a frio 

Telo TAGGG telomere lenght assay (Roche). Para cada amostra de DNA genômico foi utilizado 2,5 

µg de DNA, o qual foi digerido com 6U da enzima Afa I. 

Essa metodologia é uma descrição 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 detecção 

do sinal quimioluminescente pelo fotodocumentador ImageQuant (GE Healthcare Life Science). A 

média do TRF em kb foi calculada pela fórmula Σ(ODi)/ Σ(ODi/Li), onde ODi representa o sinal 

quimioluminescente e Li o tamanho do TRF na posição i da membrana (CONTE e CANO, 2005). 

 

3.11 Telomere-PCR para verificação do comprimento telomérico 

 O DNA genômico total (30-100 ng) de parasitos tratados e não tratados com H2O2 foi utilizado 

para reação de telomere-PCR como descrito por FORSTEMANN et al., 2000 e TEIXEIRA et al., 2004. 

Descrevendo brevemente, o DNA genômico foi desnaturado e uma cauda poli-C foi adicionado na 

extremidade 3’ através da presença de dCTP e atividade da enzima TdT (Invitrogen). Os telômeros 

foram então amplificados utilizando-se um primer (5’-CGGGTCTACGTATAGTTGCG-3’) que hibridiza 

especificamente na região sutelomérica do cromossomo 5 e com um primer (5’-GGGGGGGGGGG-

3’) complementar à cauda poli-C. Para amplificação do cromossomo 18, o primer (5’-

ATGCGCATGCTGCTGAC-3’) específico para a região 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 reação cujo principal agente é a enzima TdT, denominada tailing reaction, recebendo uma cauda poli-
C. Depois disso uma reação de PCR convencional (telomere-PCR reaction) é realizada utilizando-se primers 
específicos para determinados cromossomos em conjunto com um primer dG que hibridizará na cauda poli-C 
adicionada anteriormente.  
 

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

em colaboração com o laboratório da Dra. Maria Teresa Teixeira, IBPC-CNRS, Paris, França. 

 

3.12 Flow-FISH para verificação do comprimento telomérico 

3.12.1 Avaliação dos parâmetros morfométricos  

O padrão de granulosidade e tamanho (SSC x FSC) dos parasitos L. amazonensis foi avaliado 

após etapas de hibridização com a sonda telomérica. Os padrões morfométricos foram avaliados 

após tratamento com 70% de formamida, necessário para a etapa de hibridização com a sonda 

telomérica. A viabilidade celular foi determinada com LDS 751. Foram adquiridos 40.000 eventos para 

cada amostra.  

 

3.12.2 Análise das amostras 

Para cada grupo de amostras, os parasitos L. amazonensis (2 mM H2O2 e controle) e os 

leucócitos humanos foram ressuspensos em solução PBS 1X contendo 10% de SBF/DNase (1μg/mL) 

e contados em câmara de Neubauer.  

Alíquotas contendo 0,5x106 parasitos L. amazonensis em fase exponencial (2 mM H2O2 e 

controle) foram colocadas em 8 tubos em replicata (Ac, Bc, Cc, Dc para controle e At, Bt, Ct, Dt para 

tratado com 2 mM H2O2), contendo cada um 1x106 leucócitos em volume final aproximado de 50μL. 

Nos tubos Ac, At e Bc e Bt foram adicionados 500μL de solução de hibridização contendo uma sonda 

peptídeo de ácido nucléico (PNA) (CCCTAA)3 conjugada com FITC e nos tubos Cc, Ct e Dc, Dt foram 

adicionados 500μL da solução de hibridização sem sonda (controle não 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 à 82ºC por 15 minutos e mantidas em 

temperatura ambiente overnight (16h-18h) para desnaturação do DNA e hibridização com a sonda 

telomérica. As amostras foram lavadas com solução do kit Telomere PNA kit/FITC (Dako) e 

processadas de acordo com as instruções do fabricante. As células foram centrifugadas, 

ressuspensas em 400μL de solução LDS 751 (200 mg/μL) e incubadas a 4 ºC por 30-90 minutos. As 

amostras foram mantidas sob proteção da luz à 2-8°C até aquisição dos dados pelo citômetro de 

fluxo. 
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3.12.3 Aquisição de dados  

Em cada amostra, as células em suspensão foram avaliadas quanto aos parâmetros tamanho 

(FSC-Forward Scatter), granulosidade (SSC-Side Scatter) e intensidade de fluorescência média 

(MFI). Os detectores de FSC e SSC foram ajustados para aquisição em escala linear e os canais de 

fluorescência em escala logarítmica (canal FL1) e linear (canal FL3). No canal FL1 foi detectada a 

fluorescência emitida pela sonda PNA telomérica conjugada ao isotiocianato de fluoresceína – 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 análise  

A análise inicial consistiu na avaliação dos parâmetros morfométricos das células por meio do 

dotplot FSC x SSC. Gates foram utilizados para selecionar populações de interesse e excluir 

agregados e partículas. Após remoção dos agregados, duas populações foram selecionadas com 

base nos parâmetros LDS 751-H x FSC-A: L. amazonensis, células de marcação intermediária com 

LDS 751, e os leucócitos (controle interno), células de baixa marcação com LDS 751 e maior 

tamanho.  

Para cada grupo de amostras (2 mM H2O2 e controle), 4 replicatas foram analisadas quanto 

aos parâmetros LDS 751-Height x FSC-Area e intensidade de emissão de fluorescência em FL1-

FITC. Foi avaliada a MFI do canal FL1 das populações de L. amazonensis (2 mM H2O2 e controle) e 

leucócitos nas amostras Ac, At e Bc, Bt (hibridizadas com a sonda telomérica) e nas amostras Cc, Ct e 

Dc, Dt (controles não marcados). Estes últimos foram utilizados para determinar a autofluorescência 

das células. A análise 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 aquisição das amostras, o citômetro 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 

populações de esferas de tamanhos semelhante que são conjugadas a uma quantidade conhecida de 

moléculas FITC. Quando analisadas, cada população fornece um valor de intensidade média de 

fluorescência referente a quantidade de fluorocromo conjugada à elas. A calibração do canal FL1-

FITC com essas beads fornece uma curva que permite a correlação entre o valor de intensidade de 

fluorescência (MIF) e número 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. Regiões 
B1-B5 correspondem aos 5 picos referentes às populações conjugadas aos fluorocromos FITC e o histograma 
pontilhado em vermelho corresponde às beads não-marcadas; B) Calibração do canal FL1-FITC do citômetro 
de fluxo (JSAN). Os pontos na curva correspondem ao valor de MFI gerado pelo citômetro para cada população 
de bead. O valor de MESF de cada população é lote-específico e determinado pelo fabricante. 

 

O número de moléculas de FITC conjugadas à sonda telomérica é conhecido. Deste modo, a 

curva gerada pelas MESF beads estabelece uma relação proporcional entre o número de sondas 

hibridizadas e o tamanho dos telômeros, ou seja, quanto maior o valor de MESF, maior os telômeros. 

Para obtenção do valor de MESF, é necessário 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 não marcado. O valor 

médio de MFI de cada par de amostra foi obtido subtraindo a intensidade de fluorescência em FL1 do 

controle não marcado (autofluorescência) da fluorescência obtida no mesmo canal correspondente à 

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 

regressão linear (KAPOOR e TELFORD, 2004). 

Vale ressaltar que os ensaios utilizando a técnica de flow-FISH foram realizados em 

colaboração com o laboratório do Prof. Dr. Rodrigo Tocantins Calado, no laboratório de hematologia, 

USP, Ribeirão Preto. 

 
3.13 Ensaio ChIP para verificação da interação in vivo entre LaRPA-1 e as fitas teloméricas 

ricas em C e G 

Aproximadamente 1.108 parasitos (não tratados (controle) e tratados com 2mM H2O2 por 1 

hora), provenientes de uma cultura de L. amazonensis em fase mid log de crescimento, foram fixados 

(crosslink) com formaldeído a 1% em meio de cultura durante 30 min a temperatura ambiente. A 
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reação de crosslink foi parada por incubação com 125 mM de glicina, durante 5 min. As células foram 

então lavadas em PBS 1X e resuspensas em tampão de lise (25 mM Tris-HCl, 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 sonicação e o DNA foi fragmentado de forma a obtermos fragmentos de 

cromatina com 0,2 - 0,5 kb, os quais foram separados por centrifugação a 14.000 g durante 10 min a 

4º C.  

Como controle, alíquotas correspondendo a 10 % do input (porcentagem do número total de 

células utilizadas em cada imunoprecipitação) foram separadas. O sobrenadante foi diluído sete 

vezes em tampão de imunoprecipitação (25 mM Tris-HCl, 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 µl de proteína A-Sepharose durante 2 h a 4º C sob leve agitação.  

O sobrenadante foi recolhido por centrifugação, aliquotado em partes iguais (3 partes) e 

incubado por 12h a 4º C com 40 de µl de soro policlonal anti-LaRPA-1 (uma parte), sob leve agitação. 

Antes da realização 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 não mostrados). Como controle, as demais partes da cromatina foram 

imunoprecipitadas com 40 µl de soro pré-imune (uma parte) e incubada na ausência de anticorpos 

(uma parte). 

Beads de Proteína A-Sepharose foram adicionados às supensões de cromatinas 

imunoprecipitadas e cada mistura foi incubada durante 3 h a 4º C. Em seguida cada mistura foi 

lavada uma vez a 4º C com 1 X tampão low salt (20 mM Tris-HCl, 0,1 % de SDS, 1 % Triton X-100, 2 

mM de EDTA, 0,15 M de NaCl, pH 8.0), seguido por três lavagens com 1 X tampão high salt (20 mM 

Tris-HCl, 0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM de EDTA, 0,5 M NaCl, pH 8.0), uma lavagem com 

tampão de lítio (10 mM Tris-HCl, 0,25 M LiCl, 1 % NP-40, 1 mM EDTA, 1 % sodium deoxycholate, pH 

8.0) e duas lavagens com 1 X tampão Tris-EDTA (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0). A cromatina 

imunoprecipitada foi eluída a partir das beads com tampão de eluição (1% SDS, NaHCO3 0,1 M), 

misturando por 15 min a 4º C. Para reverter o crosslink, amostras do input foram incubadas com 0,3 

M NaCl durante pelo menos 4 h a 65º C. Em etapas subsequentes, as reações de input foram 

tratados como as amostras imunoprecipitadas. As amostras foram suplementadas com 25 mM Tris-

HCl (pH 7.4) e EDTA 1 mM (pH 8.0) e incubadas com 20 µg de RNase A durante 30 min a 37º C, 

seguido de digestão com 40 µg de proteinase K durante 1 hora a 37º C. O DNA foi extraído uma vez 

com fenol/clorofórmio (v/v), precipitado com isopropanol, lavado com etanol 70% e ressuspenso em 

água. 

Após a realização do ensaio, os produtos do ensaio foram desnaturados a 95º 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 fósforo radioativo 32P (TelC e 
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TelG) para detecção respectiva das fitas teloméricas ricas em G e em C. Como controle de 

especificidade foi utilizado uma sonda de DNA marcada radioativamente (γ-ATP 32P) complementar à 

uma região presente exclusivamente no DNA do cinetoplasto (kDNA).  

 

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

desnaturação 

 Inicialmente procedemos com o ensaio de Imunofluorescencia Indireta (IFI) onde amostras 

tratadas com 2mM de H2O2 por 1h e não tratadas (controle), contendo aproximadamente 1.106 

parasitos em fase mid-log de crescimento cada, foram centrifugadas, lavadas com PBS 1X e fixadas 

em formaldeído 1% durante 5 min. As amostras foram então novamente centrifugadas, lavadas com 

PBS 1X e permeabilizadas pela adição do detergente Triton X-100 0,1% diluído em PBS 1X durante 5 

min a temperatura ambiente. Logo em seguida, foram incubadas durante mais 5 min na presença de 

Glicina 0,1M diluída em PBS 1X (para retirada total de grupos aldeídos remanescentes). Em seguida, 

foram novamente centrifugadas e incubadas por 12 h à 4°C com o soro anti-LaRPA-1 diluído em PBS 

1X + 4% BSA na proporção 1:4000. Logo após, as amostras foram lavadas com PBS 1X e incubadas 

em ambiente escuro por 4 h à 4°C com o anticorpo secundário Alexa Fluor 555 diluído em PBS 1X + 

4% BSA na proporção 1:4000. Após este período de incubação, foram lavadas novamente com PBS 

1X e então adicionadas delicadamente em lâminas pré-preparadas com poli-L-lisina. Após os 

parasitos terem aderido às lâminas, 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 soluções do kit Telomere-PNA FISH 

(DAKO), e sondas PNA FITC específicas para hibridição na fita C telomérica (sonda telG) e na fita G 

telomérica (sonda telC). Após fixação dos parasitos na lâmina com poli-L-lisina e lavagem com PBS 

1X, eles foram desidratados de maneira seriada mergulhando-se a lâmina, respectivamente, nas 

soluções: etanol 70%, etanol 85% e etanol 90%. Em seguida, após a secagem da lâmina, adicionou-

se uma frame adesiva, deixando uma região central onde se concentrou a maior quantidade de 

parasitos. Nesta região central da frame, adicionou-se 10 µL da sonda telomérica FITC (PNA) (telC 

ou telG) e, em seguida, a frame adesiva foi fechada com uma lamínula plástica, tomando-se cuidado 

para que não houvesse formação de bolhas de ar. A reação de hibridização com as sondas 

teloméricas foi realizada sem desnaturação, durante 2h a 4º C. Em seguida, os parasitos foram 

incubados em Wash Solution a 25°C por 5 min e seguimos com o procedimento de desidratação dos 

mesmos, mergulhando-se novamente as lâminas seqüencialmente nas soluções de etanol 70%, 

etanol 85% e etanol 90%. Após secagem da lâmina a temperatura ambiente, a lamínula plástica foi 

retirada junto com a frame adesiva, e foi adicionado 5 µL de Vectashield suplementado com DAPI 

(Vector). A lâmina foi então selada com lamínula de vidro e incubada por 24h à -20°C para posterior 

observação em microscópio de fluorescência (Nikon 80i). Os parasitos que foram hibridizados com a 



 

 

30 

 

sonda telG foram tratados com RNase A (10 µg/µL) a 37º C durante 30 min após aplicação na lâmina. 

Devemos ressaltar que após a adição do anticorpo secundário, todas as etapas seguintes foram 

realizadas em local com total ausência de luz e as imagens mostradas nas figuras 12A e B 

representam um conjunto previamente analisado de aproximadamente 50 células. 

 

3.15 Análise do conteúdo de DNA através de FACS 

Para verificação do conteúdo de DNA nos dois diferentes grupos (controle e tratados com 

2mM H2O2 por 1h) através de citometria de fluxo pelo método FACS, utilizamos o kit Cycletest Plus 

(BD Biosciences) segundo especificações do fabricante. Os parasitos foram coletados antes e após 

1h, 4h, 8h e 20h de estresse oxidativo. As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo 

(FACSCalibur – BD). 

Vale ressaltar que os ensaios utilizando a técnica de FACS e citometria de fluxo foram 

realizados em colaboração com o laboratório do Prof. Dr. Rodrigo Tocantins Calado, no laboratório de 

hematologia, USP, Ribeirão Preto. 

 

3.16 Ensaio de incorporação de EdU para verificação da replicação de DNA  

 Para verificação da replicação do DNA nos grupos controle e tratado, prosseguimos com a 

incorporação de 20 mM de EdU diretamente em culturas de L. amazonensis contendo 

aproximadamente 5x107 parasitos/ml em fase mid log de crescimento. As culturas permaneceram sob 

a presença de EdU por 14h (2 ciclos celulares) para garantir uma completa incorporação. Em seguida 

os parasitos foram centrifugados, lavados com PBS 1X e fixados em formaldeído 1% durante 5 min. 

Os parasitos foram então novamente centrifugados, lavados com PBS 1X e permeabilizados pela 

adição do detergente Triton X-100 0,1% diluído em PBS 1X durante 5 min a temperatura ambiente. 

Os parasitos foram então incubadas durante mais 5 min na presença de Glicina 0,1M diluída em PBS 

1X (para retirada total de grupos aldeídos remanescentes), centrifugados, lavados e incubados por 2 

h a temperatura ambiente com a reação de ciclo-adição (1 µM CuSO4, 100 mM ácido ascórbico e 10 

µM azida fluorescente 488 diluídos em PBS 1X). Após este período de incubação, as amostras foram 

lavadas novamente com PBS 1X e então adicionadas delicadamente em lâminas pré-preparadas com 

poli-L-lisina. Após os parasitos terem aderido às lâminas, as mesmas foram lavadas de maneira 

exaustiva com PBS 1X e, logo em seguida, foi adicionado 5 µL de Vectashield suplementado com 

DAPI (Vector). As lâminas foram então seladas com lamínula de vidro e incubadas por 24h à -20°C 

para posterior observação em microscópio de fluorescência (Nikon 80i). Vale ressaltar que este 

ensaio é uma adaptação 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 106 células/mL em meio 

M199 a 28º C. A multiplicação celular foi acompanhada a cada 12h até as mesmas atingirem fase 

exponencial de crescimento (após 96h). Na fase exponencial, realizamos o tratamento com 2 mM 

H2O2 por 1h em uma das garrafas, deixando a outra sem tratamento (controle). Logo em seguida, 

retiramos amostras para realização da contagem no número 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 número de células a cada 12h, até 120h após o tratamento. A contagem 

do número de células foi realizada utilizando-se câmara de Neubauer (Precicolor - HBG) e 

microscópio invertido (Nikon Eclipse TS100). O experimento foi realizado em triplicata e de maneira 

independente. 
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4. Resultados 

 Além dos capítulos de livros mencionados no tópico ‘Introdução’, nosso grupo de pesquisa 

produziu quatro artigos científicos (DA SILVEIRA et al., 2013; DA SILVA et al., 2013, 

VASCONCELOS et al., 2014 (submetido) e DA SILVA et al., (em preparação)) durante meu período 

de doutorado (janeiro de 2010 à agosto de 2014), os quais fazem parte integral de toda a pesquisa 

produzida neste período, sobretudo a contida nesta tese. Os resumos, bem como os títulos desses 

artigos científicos, encontram-se no tópico ‘anexos’ ao final deste manuscrito e também constam nas 

referências bibliográficas.   

 

4.1 O tratamento de formas promastigotas de L. amazonensis com 2 mM de H2O2 por 1h 

(estresse oxidativo agudo) aumenta os níveis de ROS intracelular, causa oxidação das 

guaninas e, consequentemente, dano ao DNA. 

Tomando como base a definição de estresse oxidativo citada anteriormente na introdução, 

podemos definir estresse oxidativo agudo como um grande e pontual desequilíbrio entre a produção 

de ROS e a sua desintoxicação. Eventualmente, a maneira mais fácil para causar tal desequilíbrio 

seria aumentar a quantidade de ROS. Para isso nós utilizamos peróxido de hidrogênio (H2O2), que é 

um tipo de ROS e principal responsável 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 redução do MTT para 

tratamento com diferentes concentrações de H2O2 durante 1h. Os resultados representam uma média 

de seis experimentos independentes, sendo o desvio padrão representado pelas barras. Estimou-se o 

IC50 do H2O2 para formas promastigotas de L. amazonensis em torno de 2,5 mM. Deste modo, 

optamos por induzir estresse oxidativo agudo utilizando uma concentração de H2O2 próxima à IC50 (2 

mM H2O2 por 1h), de forma a causar um grande aumento nos níveis de ROS intracelular, mas ao 

mesmo tempo manter parte dos parasitos vivos. 

Após a indução desse estresse, os parasitos foram submetidos à incorporação de CM-

H2DCFDA. O CM-H2DCFDA é um derivado clorometílico do H2DCFDA, útil como um indicador de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) em células vivas. O CM-H2DCFDA difunde passivamente nas 

células, onde os grupos acetato são clivados por esterases intracelulares e seu grupo clorometil tiol-

reativo reage com a tripanotiona intracelular. A oxidação subsequente produz um produto 

fluorescente que fica preso no interior da célula, possibilitando assim a quantificação de ROS através 

de citometria de fluxo. A figura 7B apresenta uma quantificação dos níveis de ROS intracelular nas 

amostras controle e nos parasitos tratados com 2 mM H2O2 por 1h, obtidos a partir da área dos 

histogramas (número de eventos x FSC-area) mostrados logo acima das barras, indicando um 

aumento na intensidade de fluorescência de ~ 250 u.a. (controle em cinza) para ~ 550 u.a. (tratado 
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em azul). Isso demonstra que, após o tratamento com 2mM H2O2 por 1h, os níveis 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 níveis de ROS 

intracelular causavam oxidação diferencial do DNA genômico desses parasitos, realizamos uma 

extração de DNA através do método caotrópico, digestão dos nucleotídeos e posterior análise através 

de HPLC/ECD para observação de possíveis oxidações diferenciais nas guaninas presentes no DNA 

genômico, uma vez que essas bases nitrogenadas são mais sensíveis à estresse oxidativo do que as 

demais (KAWANISHI e OIKAWA, 2004). A figura 7C apresenta a razão entre as guaninas oxidadas e 

não oxidadas em ensaios realizados com os grupos controle e tratados com 2mM H2O2 por 1h, 

demonstrando que o estresse oxidativo induzido pelo H2O2, além de aumentar os níveis de ROS 

intracelular, induz uma oxidação diferencial do DNA genômico, sobretudo nas guaninas (p ˂ 0.05 

utilizando-se Student’s T test).  

Além disso, para verificarmos se essa oxidação diferencial observada era suficiente para 

causar danos ao DNA realizamos o ensaio TUNEL nos grupos controle e tratados com com 2mM 

H2O2 por 1h. O ensaio TUNEL baseia-se na transferência de nucleotídeos marcados com 

fluoresceína 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 

nucleotídeos marcados no núcleo dos parasitos, os mesmos tiveram que ser permeabilizados através 

da adição de Triton 0,1%. A figura 7D apresenta imagens de fluorescência dos grupos de parasitos L. 

amazonensis controle e tratados com 2 mM H2O2 por 1h e também os grupos controles do ensaio, ou 

seja, parasitos que sofreram tratamento com DNase I (controle C(+)) e parasitos que não foram 

tratados com a enzima TdT (controle C(-)). Comparando as imagens dos parasitos controle aos 

tratados, podemos observar que o tratamento com 2mM H2O2 por 1h é bastante severo para o DNA 

desses parasitos, pois os danos causados no mesmo são similares ao controle (+).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

37 

 

Figura 7. Estresse oxidativo agudo aumenta os níveis de ROS intracelular, causa oxidação das guaninas 
e dano ao DNA em L. amazonensis. A) Ensaio de viabilidade celular através da redução de MTT para 
verificação do IC50 do H2O2 durante 1h. Podemos observar que o IC50 do H2O2 é aproximadamente 2,5 mM. 
Deste modo, para causar um estresse oxidativo agudo, decidimos tratar os parasitos L. amazonensis com a 
concentração de 2 mM H2O2 por 1h (linha tracejada azul). B) Ensaio de incorporação de CM-H2DCFDA 
demonstrando um aumento dos níveis de ROS intracelular (quantificados através da intensidade de 
fluorescência) após estresse oxidativo agudo (p ˂ 0.05 utilizando-se Student’s T test). Os valores absolutos 
referem-se à área dos gráficos 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 padrão é representado pelas barras. C) Quantificação 
de guaninas oxidadas através de HPLC/ECD demonstrando que o estresse oxidativo agudo propicia um 
aumento na oxidação 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 padrão 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 condições 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 sobreposição das imagens (Merged) e a quarta coluna apresenta um parasito representativo de 
cada tratamento em aumento (Enlarged), onde K = kinetoplasto e N = núcleo. A barra corresponde ao tamanho 
de 2 µm. A sobreposição 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 H2O2 por 1h 

(valor próximo ao IC50) induz um aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) no 

interior das células. Esse aumento de ROS intracelular propicia uma oxidação diferencial no DNA 

genômico, sobretudo nas guaninas, causando como consequência danos à molécula de DNA.   

 

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

amazonensis 

Alterações no tamanho dos telômeros e também na dinâmica de proteínas que ligam a região 

telomérica após estresse oxidativo já foram demonstradas por alguns autores em outros organismos 

(OPRESKO, 2005; VON ZGLINICKI, 2000). Para confirmarmos se essa hipótese também seria 

verdadeira para as formas promastigotas dos parasitos L. amazonensis, prosseguimos com a 

realização de ensaio Southern Blot telomérico utilizando o kit Telo TAGGG telomere lenght assay 

(Roche), o qual possibilita a utilização de sondas marcadas com digoxigenin (DIG), eliminando o uso 

de material radioativo. Para isolar o telômero do restante do material genômico, realizamos digestão 

com a enzima Afa I, a qual possui sítio de reconhecimento muito próximo à região telomérica, como já 

mostrado por CONTE e CANO (2005). A figura 8 apresenta o resultado desse ensaio onde podemos 

observar os telômeros dos grupos controle (não-tratados) e que sofreram estresse oxidativo agudo 

(2mM H2O2).  
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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 após tratamento com 2 mM H2O2. Marker representa o padrão 
de peso molecular DIG molecular weight (Roche), control representa o grupo controle (não tratado) e 2mM H2O2 
o grupo que sofreu estresse oxidativo. Em cada linha foi aplicado 2,5 µg de DNA digerido com 6U na enzina Afa 
I. 

 

Após realizarmos a análise padrão TRF (Telomere Restriction Fragments), estimamos os 

valores do comprimento telomérico de 1,6 kb para o grupo de L. amazonensis controle e 1,4 kb para 

o grupo e L. amazonensis que sofreu estresse oxidativo. Esse resultado, em conjunto com os outros 

resultados que serão apresentados a seguir, sugerem que o estresse oxidativo causa encurtamento 

telomérico em formas promastigotas de L. amazonensis. 

Além da técnica padrão Southern blot para quantificação telomérica, também utilizamos uma 

técnica mais precisa e sensível denominada flow-FISH. O flow-FISH é a combinação da citometria de 

fluxo com a técnica de hibridização in situ por fluorescência (FISH). Sondas (CCCTAA)3 conjugadas 

ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (FITC) são hibridizadas às repetições teloméricas de 

células em suspensão e analisadas quanto às suas características morfométricas e fluorescentes. O 

citômetro de fluxo possui um sistema óptico e eletrônico que permite avaliar a emissão de 

fluorescência, bem como a dispersão de raios laser incidentes sobre uma célula, possibilitando a 

análise de três parâmetros: tamanho (FSC-Forward Scatter), complexidade interna ou granulosidade 

(SSC-Side Scatter) e emissão de fluorescência. 

Para garantir uma análise precisa, nós incluímos um controle interno de células com 

comprimento telomérico conhecido (leucócitos humanos) para ser processado juntamente com as 

amostras dos parasitos (controle e tratados). Os leucócitos humanos são facilmente distinguidos dos 
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parasitos devido às diferenças nos parâmetros celulares citados anteriormente, fornecendo assim um 

ponto de referência para medida dos telômeros a partir da detecção de fluorescência pelo citômetro e 

contribuindo para a precisão e eficiência da técnica. 

A figura 9 apresenta dois conjuntos gráficos representando os parasitos não tratados 

(controle) (figura 9 A-D) e tratados com 2 mM de H2O2 (figura 9 E-H), ambos na presença de 

leucócitos humanos como controle interno. Em A e E temos os parâmetros 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, partículas e/ou células duplas (doublets). Em C e 

G temos a análise com relação ao tamanho (FSC-A) e intensidade de fluorescência pelo corante de 

DNA LDS 751 (FSC-area x LDS 751-height). Após fixarmos os gates de acordo com o padrão celular 

pré-estabelecido de cada população, fizemos uma sobreposição dos histogramas de fluorescência 

em FITC das populações de L. amazonensis cujos telômeros foram hibridizados com a sonda 

telomérica em comparação com os não hibridizados (figura 9 D, H). A diferença entre os picos 

(populações dos parasitos hibridizados e não hibridizados) representa a intensidade média de 

fluorescência emitida pela sonda telomérica, a qual é proporcional ao tamanho dos telômeros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Análise representativa dos parasitos L. amazonensis controle e tratados com 2mM H2O2 pelo 
método flow-FISH. Em A-D temos o grupo de parasitos controle + leucócitos humanos e em E-H temos o 
grupo de parasitos tratados (2mM H2O2) + leucócitos humanos. A e E) Parâmetros morfométricos FSC-Height x 
SSC-Area com gate R1 para exclusão de agregados/partículas. B e F) Parâmetros morfométricos FSC-Area x 
FSC-Height da população R1 com gate R2 para exclusão de debris. C e G) Análise da população R2 quanto a 
intensidade de fluorescência e tamanho (FSC-A) com gate LS e WBC para seleção das células de L. 
amazonensis. D e H) Sobreposição dos histogramas de fluorescência das populações de L. amazonensis 
(controle e tratados) hibridizadas com a sonda telomérica (preto e azul) e não 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 caracterização das propriedades morfológicas foi possível distinguir e analisar 

separadamente as células de controle interno (leucócitos humanos) e os parasitos L. amazonensis, 

presentes em uma única amostra (figura 9). Para cada subpopulação selecionada, a fluorescência 

média emitida pela sonda telomérica foi calculada após subtração da autofluorescência da 

fluorescência total detectada em FL1 (figura 9 D, H). 

A figura 10 apresenta uma sobreposição entre os histogramas de fluorescência em FITC das 

duas populações de L. amazonensis (controle e 2mM H2O2) hibridizadas com a sonda telomérica, 

mostrados na figura 9 D, H. Cada pico representa a intensidade média de fluorescência emitida pela 

sonda telomérica proporcional ao tamanho dos telômeros. A diferença entre os picos representa a 

diferença entre o comprimento telomérico das duas populações analisadas: controle (em preto) e 

tratado com 2 mM H2O2 (em azul). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Ensaio flow-FISH demonstra que o estresse oxidativo agudo causa encurtamento telomérico 
em L. amazonensis. Sobreposição dos histogramas de fluorescência em FITC das duas populações de L. 
amazonensis (controle em preto; tratado em azul) hibridizadas com sonda telomérica. A diferença entre os picos 
representa a diferença entre o comprimento telomérico das duas populações analisadas. Os dados foram 
analisados utilizando-se o software FlowJo v.7.6.5. 

. 
 Após determinar o valor médio de MFI de cada amostra analisada e transformando-os em 

valores de fluorescência MESF segundo os cálculos estabelecidos por BAERLOCHER et al. (2006), 

chegamos a conclusão 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 H2O2, causou um encurtamento telomérico.  
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Além do ensaio padrão Southern Blot e o ensaio sofisticado flow-FISH para verificação do 

comprimento telomérico, nós também utilizamos o ensaio denominado telomere-PCR, o qual é 

altamente específico e preciso para amplificação telomérica de cromossomos individuais e foi objeto 

alvo de aprendizado durante estágio sanduiche no Institute de Biologie Physico Chimique, CNRS, 

Paris, França. Após amplificação, os telômeros 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 H2O2), 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 não tratados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Embora preliminar, este ensaio nos deixou curiosos em relação ao tamanho telomérico em 

cada cromossomo e também à diferença sutil no encurtamento telomérico após estresse oxidativo 

apresentada por esses cromossomos (05 e 18). Essa diferença nos leva a especular que cada 

cromossomo apresenta telômeros peculiares em relação ao tamanho e comportamento após 

estresse, assim como já 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 

indícios que suportam a hipótese de que o estresse oxidativo agudo causa encurtamento telomérico 

em formas promastigotas de L. amazonensis. Como já mencionado anteriormente, isso também 

corrobora os resultados obtidos por outros pesquisadores utilizando células humanas, as quais 
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possuem a mesma sequência telomérica que Leishmania spp. (TTAGGG)n, embora ainda não se 

conheça exatamente o processo que gera a perda de nucleotídeos na região telomérica causado pelo 

estresse oxidativo (VON ZGLINICKI, 2000; OPRESKO et al., 2005). 

 

4.3 Estresse oxidativo agudo diminui a interação entre LaRPA-1 e o 3’G overhang e aumenta 

interação entre LaRPA-1 e a simples-fita telomérica rica em C. 

Como já 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 condições normais, 

LaRPA-1 liga-se a porção simples fita dos telômeros denominada 3’ G overhang. Como já vimos 

anteriormente que o estresse oxidativo causa encurtamento telomérico, espera-se a perda deste sítio 

de interação para LaRPA-1 em parasitos que sofreram tratamento. Para confirmarmos essa hipótese, 

realizamos um ensaio in vivo de imunoprecipitação de cromatina (ChIP) para verificarmos se após 

estresse oxidativo seria possível visualizar uma diminuição na quantidade de DNA telomérico 

imunoprecipitado pelo soro anti-LaRPA-1. Isto indiretamente comprovaria, não apenas a diminuição 

de sítios para a interação de LaRPA-1, como também alterações 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 1.108 parasitos do grupo que sofreu estresse oxidativo (H2O2), 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 número total de parasitos utilizado 

inicialmente no ensaio (input 10%). O dot-blot foi revelado utilizando-se sondas marcadas 

radioativamente (γATP 32P) as quais são 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 específica para reconhecimento do DNA do cinetoplasto (kDNA) 

(figura 12E). Cada dot-blot apresentado (figuras 12A, C e E) é representativo de três ensaios ChIP 

realizados independentemente. As figuras 12B, D e F apresentam gráficos com as médias das 

intensidades de sinal das hibridizações mostradas respectivamente nas figuras 12A, C e E. A 

quantificação da intensidade de sinal foi realizada utilizando-se o software ImageJ 1.47t e a análise 

estatística foi realizada utilizando-se Student’s T test. 
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Figura 12. Estresse oxidativo agudo diminui a interação entre LaRPA-1 e o 3’ G overhang e propicia a 
interação 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 diminuição na intensidade de 
sinal das bandas (inclusive no input 10%) reflete o encurtamento telomérico após estresse oxidativo. B) Gráfico 
mostrando uma média da das intensidades de sinal relativas às bandas apresentadas em A. C) Resultado do 
ensaio ChIP 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 após estresse oxidativo. D) Gráfico 
mostrando uma média da intensidades de sinal relativas às bandas apresentadas em C. E) Resultado do ensaio 
ChIP revelado utilizando sonda de kDNA para verificação da especificidade do ensaio. F) Gráfico mostrando 
uma média da das intensidades de sinal relativas às bandas apresentadas em E. Os gráficos apresentam a 
quantificação média de três experimentos independentes. Os desvios-padrão são representados pelas barras. 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se Student’s T test. 

 

Ao observarmos a intensidade das bandas relativas às cromatinas imunoprecipitadas 

utilizando soro anti-LaRPA-1, podemos concluir que ocorreu uma diminuição da interação entre 

LaRPA-1 e a fita telomérica rica em G, nos parasitos que sofreram estresse oxidativo, comparado ao 

controle não tratado (figuras 12A e 12B). Vale ressaltar que, a intensidade das bandas referentes ao 

input (DNA total não imunoprecipitado) hibridizadas com a sonda que reconhece a fita rica em G 

também diminuiu em relação ao controle não tratado. Juntos estes resultados sugerem que ocorreu 

encurtamento da fita telomérica rica em G, induzido provavelmente pelo estresse oxidativo, e 

consequentemente diminuiu o número de sítios de interação para a proteína LaRPA-1, justificando a 

diminuição de repetições teloméricas imunoprecipitadas pelo soro anti-LaRPA-1.  

O contrário 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 não tratados. Estes resultados sugerem que, após estresse oxidativo, LaRPA-1 

perde sítios de interação na porção 3’ G overhang e passa a interagir com a simples-fita  telomérica 

rica em C. Naturalmente, a fita telomérica rica em C é uma região de dupla-fita mas, como LaRPA-1 é 

sabidamente uma proteína ligande de ssDNA (SIQUEIRA-NETO et al., 2007, DA SILVEIRA et al., 

2013), suspeitamos que após estresse oxidativo agudo haja a formação de uma porção simples-fita 

rica em C, a qual é utilizada como sítio de interação para LaRPA-1.   

Para obtermos mais evidências que corroborem esses resultados, nós realizamos um ensaio 

FISH-IIF sem desnaturação 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 presença da sonda telC e ausência de estresse 

oxidativo, haveria o reconhecimento apenas do 3’ G overhang. Como controle do ensaio utilizamos a 

enzima exonuclease I, capaz de digerir terminais ssDNA na direção 3’ → 5’, comumente usado em 

ensaios para determinar a presença de terminais 3´G-overhang nos telômeros (PFEIFFER e 

LINGNER, 2012). A figura 13A apresenta uma imagem representativa da maioria das células nas 

fases G1/S e G2/M, na presença da sonda telC, antes e após estresse oxidativo e também após o 
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tratamento com ExoI. A figura 13B apresenta uma imagem representativa da maioria das células nas 

fases G1/S e G2/M, na presença da sonda telG antes e após estresse oxidativo. Para prevenir 

resultados falso positivos, neste caso, as células foram previamente tratadas com RNase A. 

Para realização deste ensaio nós procuramos coletar parasitos nas diferentes fases do ciclo 

celular (G1/S e G2/M), baseando-se na morfologia e diâmetro das organelas que contém DNA 

(núcleo e cinetoplasto) (DA SILVA et al., 2013). Isto foi necessário pois, resultados preliminares do 

nosso grupo mostram que tanto a LaRPA-1 quanto os telômeros, apresentam distribuição nuclear 

diferencial de acordo com a fase do ciclo celular (dados não publicados). 
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Figura 13. Estresse oxidativo agudo diminui a interação entre LaRPA-1 e o 3’ G-overhang e promove 
interação 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), telômeros (verde), Merged 1 (sobreposição entre LaRPA-1 e telômero) e Merged 2 
(sobreposição entre DAPI, LaRPA-1 e telômero), com imagens representativas de parasitos tratados (2mM 
H2O2 por 1h) e não-tratados (controle) nas principais fases do ciclo celular (G1/S e G2/M). A barra corresponde 
ao tamanho de 2µm e as imagens foram capturadas aleatoriamente. As imagens são representativas de células 
que apresentavam essa mesma característica. A sobreposição das imagens foi realizada utilizando-se o 
software NIS elements (v.Ar 3.10). 

 

 A figura 13A apresenta a hibridização com a sonda tel C onde, na ausência de estresse 

oxidativo (control), podemos observar a sobreposição entre o 3’G overhang e LaRPA-1, tanto nas 

fases G1/S como em G2/M. Na presença 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 está ocasionando o encurtamento do 3’G overhang. Embora haja a presença de um fraco 

sinal correspondente ao 3’G overhang na fase G2/M das células que sofreram estresse oxidativo, 

este é muito inferior quando comparado à células, nessa mesma fase, que não sofreram estresse. 

Um fenótipo celular semelhante ao das células que sofreram estresse oxidativo é observado após o 

tratamento com Exo I, correspondendo com o esperado, uma vez que essa enzima remove a porção 

3’G overhang. 

C-strand (+ RNase A)       B 
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A figura 13B apresenta resultados obtidos na presença da sonda TelG. Como essa sonda 

possui sequência complementar à fita C telomérica, ela estaria apta a reconhecer o RNA da 

telomerase (chamado LaTER, L. amazonensis telomerase RNA) (VASCONCELOS et al., 2014 – em 

submissão), gerando resultados falso-positivos. Para evitar isso, nós tratamos as células com RNase 

A para eliminação de RNAs (inclusive LaTER) que poderiam interferir no resultado. Deste modo, na 

ausência de estresse oxidativo não há reconhecimento da fita telomérica C e também de nenhuma 

outra molécula, por exemplo o componente LaTER (figura 13B). Porém, na presença de estresse 

oxidativo podemos observar uma sobreposição entre LaRPA-1 e o sinal telomérico, nesse caso a 

simples-fita rica em C gerada, provavelmente, pela maquinaria de reparo em resposta às lesões 

oxidativas. Mais uma vez, esse resultado corrobora os resultados obtidos no ensaio ChIP. 

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

relação à dinâmica do DNA telomérico e da proteína LaRPA-1 após estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Representação esquemática da possível dinâmica de LaRPA-1 e dos telômeros após estresse 
oxidativo. O tratamento com H2O2 induz dano oxidativo principalmente nos telômeros, causando encurtamento 
e dissociação de LaRPA-1 que perde seu sítio de interação preferencial, o 3´G overhang. Como consequência 
da ação de uma possível maquinaria de reparo a dano oxidativos, ocorre a remoção da fita de DNA que contém 
o dano oxidativo (fita rica em G) e consequente ligação de LaRPA-1, que passa a interagir e proteger a simples 
fita telomérica rica em C. 

 

Vale ressaltar que lesões oxidativas no DNA (sobretudo nas guaninas), são reparadas 

frequentemente pelas maquinarias de BER e NER, além da maquinaria de MMR (Brierley and Martin, 

2013). Essa última gera segmentos de DNA simples fita que podem ser recobertos pela proteína 

RPA, responsável por estimular a síntese de DNA, além de proteger a simples-fita gerada contra o 

ataque de endonucleases (RAMILO et al., 2002; MODRICH, 2006). 
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4.4 Estresse oxidativo agudo elimina parte da população tratada propiciando uma seleção dos 

parasitos mais resistentes 

Até o momento nós pudemos observar que o estresse oxidativo agudo em formas 

promastigotas de L. amazonensis induz dano no DNA, encurtamento telomérico, dissociação de 

LaRPA-1 do 3’G overhang e induz a interação de LaRPA-1 com a simples-fita telomérica rica em C, 

gerada provavelmente em decorrência de processo de reparo a danos oxidativos na região 

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 não 

temos conhecimento algum sobre esses fatos. Deste modo, decidimos analisar os fenômenos 

envolvidos com a proliferação celular em toda a população que passou por estresse oxidativo agudo.  

A figura 15 apresenta a média de três curvas de crescimento (controle e tratado, totalizando 

06 curvas) de formas promastigotas de L. amazonensis iniciadas com 1.106 parasitos/mL. 

Prosseguimos verificando a concentração celular (nº parasitos/mL) a cada 12h até os parasitos 

atingirem a fase exponencial (~ 1.107 parasitos/mL). Nesse momento efetuamos o tratamento com 

2mM H2O2 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 então, prosseguimos com 

contagens a cada 12h até 120h após o estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. O estresse oxidativo agudo não impede a multiplicação de L. amazonensis. Curva de 
crescimento dos grupos controle e tratado (antes e após estresse oxidativo agudo). Embora após o estresse 
(2mM H2O2) haja uma diminuição do número de parasitos, principalmente até 48h, os mesmos continuam se 
multiplicando, atingindo novamente a fase exponencial após 84h. Fresh medium (em vermelho) indica 
centrifugação e adição de meio fresco em ambos os grupos (controle e 2mM H2O2). As linhas em preto indicam 
os 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 gráfico indicam uma média de três experimentos realizados 
independentemente. O desvio padrão 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 diminuição acentuada no número de parasitos das curvas de parasitos tratados, os 

sobreviventes continuam se multiplicando, sugerindo uma rápida recuperação após estresse oxidativo 

agudo. A diminuição acentuada já era esperada, pois a concentração de H2O2 utilizada para causar 

estresse oxidativo é muito próxima à IC50. 

Em seguida fomos analisar se o estresse oxidativo agudo poderia provocar alterações visíveis 

na replicação do DNA nessas populações. Para isso utilizamos ensaio de incorporação de EdU para 

os grupos controle e tratado com H2O2. A figura 16 apresenta dois conjuntos de imagens (Controle e 

2 mM H2O2) 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 sobreposição das imagens (Merged).  
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Figura 16. O estresse oxidativo agudo não impede a replicação do DNA em L. amazonensis. Os parasitos 
foram submetidos à incorporação de EdU durante 14h, que gera um produto fluorescente quando na presença 
de Cu

2+
, ácido ascórbico 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 
incorporação de EdU). Uma célula de cada campo foi destacada para representar a maioria. (N) são núcleos e 
(K) cinetoplastos. A barra corresponde ao tamanho de 2 µm. As células foram capturadas aleatoriamente e a 
sobreposição das imagens foi realizada utilizando-se o software NIS elements (v.Ar 3.10). 

 

Podemos observar que, mesmo após o tratamento com H2O2, parte da população (58%) 

permanece replicando DNA enquanto o restante das células (42%) mostrou alterações na morfologia 

e não incorporou EdU (dados não mostrados). A discrepância no percentual de células que 

apresentam incorporação de EdU no grupo tratado (58%) em relação ao grupo controle (96%) pode 

ser explicada, assim como na figura 15, pelo fato da concentração de H2O2 utilizada ser muito 

próxima à IC50, causando a morte de aproximadamente 50% das células (figura 7). Assim, como parte 

da população de parasitos morre após o tratamento, a incorporação 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 população, não impede que os sobreviventes 

continuem se proliferando e replicando DNA. 

Para finalizar, resolvemos verificar se o estresse oxidativo (responsável 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 relação ao conteúdo 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 gráficos (controle e tratado com 2 mM H2O2) onde 

podemos observar o conteúdo de DNA obtido a partir da área dos histogramas (número de eventos x 

FL2-area) indicando indiretamente a fase do ciclo celular (G1, S ou G2/M) que os parasitos se 

encontram. Ao lado de cada gráfico está indicado o tempo que as amostras foram coletadas (0h, 1h, 

4h, 8h e 20h). Em ambos os grupos (controle e tratado), as amostras 4h, 8h e 20h foram coletadas 

após a troca do meio de cultura por meio fresco (sem H2O2). A linha azul indica a remoção de H2O2 

do meio de cultura e adição de meio fresco. Em cada coleta analisou-se 20.000 eventos. Os gates 

foram estabelecidos de forma a selecionar a população de interesse e separá-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 após 4h. Ensaio FACS utilizando como marcador de DNA iodeto de propídeo. Os gráficos 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 (0h), após 1h na presença de 2mM de H2O2, após 4h, 8h e 20h da remoção do 
H2O2 (H2O2 release). Os mesmos períodos foram utilizados para o grupo controle, porém sem a presença de 
H2O2. A linha azul representa a remoção de H2O2 e adição de meio fresco (H2O2 release and add fresh 
medium). Em cada gráfico analisou-se 20.000 eventos. 
 

Primeiramente foram obtidos os perfis das populações parasitárias no tempo 0h (controle e 

antes do estresse oxidativo) e no tempo 1h (controle e após estresse oxidativo). Podemos observar 

que os perfis de conteúdo de DNA são muito semelhantes nessas populações ou seja, após o 

tratamento com 2mM H2O2 por 1h não há diferenças aparentes no conteúdo de DNA desses 

parasitos. 

Após 4h da remoção de H2O2, 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 os percentuais de células em G2/M dos grupos controle (13%) e tratado (26%) nesse 

mesmo período. Este número praticamente dobrou em relação ao controle e esta proporção 

permaneceu até 8h após a retirada de H2O2 do meio de cultura (figura 17). Nota-se que, após 20h da 

retirada do H2O2, a população sobrevivente que recebeu tratamento apresenta perfil de conteúdo 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 seleção 

dos parasitos mais aptos, ou seja, aqueles que se recuperaram de maneira rápida conseguindo 

sobreviver após tal evento. Essa rápida recuperação dos sobreviventes, provavelmente através da 

ação eficaz da maquinaria de reparo a danos oxidativos no DNA, pode representar um importante 

mecanismo envolvido tanto na sobrevivência como na propagação dessa espécie de Leishmania. 
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5. Discussão 

 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 diminuição 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 obstáculos (SHIO e OLIVIER, 2010), provavelmente o processo 

adaptativo sofrido por esse parasito inclui a seleção de uma maquinaria eficiente de proteção e 

reparo de DNA, uma vez que esses obstáculos promovem a geração de moléculas que podem 

exercer um efeito nefasto no DNA, sobretudo nos telômeros, como por exemplo ROS (TUON et al., 

2008; PASSOS-SILVA et al., 2010). Nesse estudo nós investigamos o comportamento dos telômeros 

de formas promastigotas de L. amazonensis após estresse oxidativo agudo, uma vez que a região 

telomérica, rica em sequências GGG, é mais sensível à oxidação do que o restante do DNA, pois 

essas sequências são facilmente oxidadas devido à conformação dos orbitais moleculares nessa 

estrutura (VON ZGLINICK, 2002; KAWANISHI e OIKAWA, 2004).  

Ensaios de viabilidade celular nos permitiram estimar o IC50 para H2O2 como 2,5 mM. Assim, 

resolvemos utilizar a concentração de 2 mM para causar um estresse oxidativo imediato e intenso no 

DNA desses parasitos, mesmo sabendo que essa concentração eliminaria parte da população 

tratada. Embora 2 mM seja uma concentração elevada de H2O2 quando comparado a outros estudos 

envolvendo estresse oxidativo em células de mamíferos (COYLE e KADER, 2007) e 

tripanossomatídeos (FINZI et al., 2004), o curto período de tratamento (1h) contrabalanceia essa 

elevada concentração. Vale ressaltar aqui que foram realizados testes utilizando-se períodos 

menores e maiores de incubação com 2 mM H2O2, mas a que melhor atendeu nossas expectativas 

em relação à indução de um estresse oxidativo agudo foi 1h. 

Após induzirmos estresse oxidativo agudo nas formas promatigotas de L. amazonensis, 

observamos um aumento dos níveis de ROS intracelular na população tratada utilizando a sonda 

fluorescente CM-H2DCFDA. Alguns autores criticam a utilização de CM-H2DCFDA para quantificação 

de H2O2 intracelular através de microscopia de fluorescência e/ou citometria de fluxo 

(KALYANARAMAN et al., 2012) mas, em conjunto com outros métodos e ciente das limitações, CM-

H2DCFDA continua sendo bastante utilizado para estimar a presença de ROS intracelular (FAN e LI, 

2014). Para nos certificarmos de que o tratamento com 2mM de H2O2 por 1h realmente estava 

alterando o ambiente intracelular, não utilizamos apenas CM-H2DCFDA, mas também análises por 

HPLC-ECD e ensaio TUNEL onde pudemos constatar, respectivamente, um aumento dos níveis de 

8-oxodG e a presença de dano no DNA dos parasitos que sofreram estresse oxidativo causado pelo 

tratamento com H2O2 (figura 7). Esses resultados corroboram os obtidos por outros grupos de 

pesquisa em tripanosomatídeos, onde diferentes concentações de H2O2 induziram um aumento dos 

níveis de 8-oxodG (CAMPOS et al., 2011) e danos no DNA (FINZI et al., 2004). Nestes casos, os que 
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passaram por estresse oxidativo apresentaram perda de motilidade e fragmentação do DNA, 

características semelhantes a apotose em metazoários. Porém, ainda não há um consenso sobre 

apoptose e morte celular programada em protozoários tripanosomatídeos (FUERTES et al., 2008). 

Vale destacar que alguns autores propõem que as características que indicam morte celular 

programada nesses protozoários não ocorrem na população como um todo, e sugerem a presença de 

um mecanismo de seleção dos parasitos mais aptos (DEBRABANT et al., 2003; DEBRABANT e 

NAKHASI, 2003; FUERTES et al., 2008). 

Nós 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 fenômeno também já foi observado em células de mamíferos, especialmente em 

humanos, em resposta aos mais diversos fatores ambientais. O resultado, na maioria das vezes, leva 

ao desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio produzidas e sua eliminação, culminando nos 

fenótipos de senescência, apoptose e/ou morte celular programada (VON ZGLINICK, 2002; KURTZ 

et al., 2004; TCHIRKOV e LANSDORP, 2003; EPEL et al., 2004). Esses mesmos fenótipos são 

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 vários ciclos celulares (BEKAERT et al., 2005; OESEBURG et 

al., 2010). Isto confirma que os telômeros são verdadeiros relógios biológicos, tanto nos organismos 

pluricelulares como nos unicelulares, crontrolando o tempo de vida celular através da indução da 

senescência, apoptose e/ou morte celular programada (EPEL et al., 2004; BEKAERT, 2005; 

OESEBURG et al., 2010).  

Embora ainda não haja uma explicação contundente que explique detalhadamente o 

fenômeno de encurtamento telomérico abrupto devido ao estresse oxidativo, especula-se que o H2O2 

em conjunto com íons metálicos possa induzir quebra de DNA na região 5’ da sequência telomérica 

5’-GGG-3’, desempenhando um papel crucial no aumento da taxa de encurtamento dos telômeros 

(KAWANISHI e OIKAWA, 2004; KURTZ et al., 2004). Isto corrobora a fragmentação de DNA 

observada anteriormente pelo ensaio TUNEL (figura 7D).  

Nós também encontramos evidências de que o encurtamento telomérico ocorre primeiramente 

na região simples-fita 3’G overhang, fazendo com que a proteína ligante de DNA simples fita LaRPA-

1 perca esse que é seu principal sítio de interação nos telômeros (figura 12A). Isto provavelmente 

ocorre devido a presença de telômeros curtos e ausência de alguns componentes shelterin e CST em 

L. amazonensis, impossibilitando assim a formação do t-loop. Esta é uma constatação inédita tanto 

na biologia molecular de tripanosomatídeos quanto nos eucariotos que apresentam telômeros curtos, 

pois não há nenhum relato sugerindo tal fenômeno como consequência de estresse oxidativo. Isso 

demonstra o quão pouco sabemos sobre a dinâmica dos telômeros nos eucariotos e nos incentiva a 

investigar com cautela essa região de fundamental importância celular. 
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Além disso, também encontramos evidências de que após estresse oxidativo, a proteína 

multifuncional LaRPA-1 é deslocada do 3’G overhang devido ao encurtamento do mesmo (figura 12A 

e 13A). Concomitantemente, nós pudemos observar um aumento da interação entre LaRPA-1 e a fita 

telomérica rica em C que, provavelmente como consequência do reparo ao dano oxidativo, fica 

temporariamente na forma de simples-fita (figura 12C e 13B). Neste caso, supomos que as 

maquinarias 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 atuação de LaRPA-1, uma vez que RPA em 

outros eucariotos desempenha um papel importante na regulação da atividade do complexo MutSα 

(MSH2 + MSH6) e ExoI, por sua interação a simples-fita gerada em decorrência da ação desse 

complexo, levando a diminuição da processividade do mesmo, o que resulta na degradação de 

aproximadamente 250 nucleotídeos, como já foi demonstrado em eucariotos superiores (IYER et al., 

2006; MODRICH, 2006). Como o dano oxidativo afeta principalmente a sequência GGG (VON 

ZGLINICK, 2002; KAWANISHI e OIKAWA, 2004), é provável que a simples-fita gerada em 

consequência do reparo por MMR seja uma fita complementar à fita G telomérica, ou seja, uma 

simples-fita telomérica rica em C (AATCCC)n. Isto corrobora os resultados obtidos nos ensaios FISH-

IIF realizados sem desnaturação do DNA e o ensaio ChIP (figuras 12 e 13), que sugerem um 

deslocamento de LaRPA-1 da região 3’G overhang e interação concomitante com a simples-fita 

telomérica rica em C gerada provavelmente após estresse oxidativo. Essa hipótese colocaria LaRPA-

1 dentre as proteínas que desempenham um papel importante no reparo por Mismatch, a semelhança 

do que ocorre com seu homólogo nos eucariotos superiores (IYER et al., 2006; MODRICH, 2006). 

Neste estudo nós também observamos que, após estresse oxidativo agudo causar morte de 

parte da população tratada, os parasitos sobreviventes continuaram se proliferando e replicando DNA 

(figuras 15 e 16), sugerindo uma atuação rápida e eficaz da maquinaria de reparo em resposta a 

danos oxidativos. Além disso, pudemos observar a presença de um arrest na fase G2/M do ciclo 

celular (figura 17), o qual é um importante checkpoint para verificação de danos no DNA para a 

maioria dos eucariotos (CUDDIHY e O'CONNELL, 2003). Em conjunto, esses resultados sugerem a 

presença 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 após terem sofrido um estresse oxidativo agudo. Além 

disso, in vivo esse eficiente sistema de reparo a danos oxidativos poderia aumentar a sobrevivência 

do parasito dentro do hospedeiro e facilitar sua transmissão representando, deste modo, uma via 

envolvida tanto na sobrevivência como na propagação 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 proteínas de reconhecimento ao dano (DNA 
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glicosilases, complexos MutLα) e proteínas que participam da maquinaria de reparo BER, NER e 

MMR, i.e. (endonucleases, exonucleases, complexos MutSα) (BRIERLEY e MARTIN, 2013). Quando 

esse estresse está associado aos telômeros, frequentemente temos a formação do t-loop limitando o 

acesso de proteínas envolvidas na via de reparo. Esse impedimento de atuação dessas proteínas 

propicia o acúmulo de quebras de DNA na forma de simples fita e favorece o encurtamento 

telomérico (VON ZGLINICKI, 2000). Em parasitos do gênero Leishmania, a região telomérica varia 

entre 200 a 1000 bp (CONTE e CANO, 2005), demonstrando que os telômeros são 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 

característica impossibilita fisicamente a formação da estrutura t-loop, assim como ocorre em S. 

cerevisiae (telômeros ~300 bp) (NANDAKUMAR e CECH, 2013), sugerindo que diante de estresse 

oxidativo esse parasito provavelmente se comporte de uma maneira muito peculiar, já que não há a 

formação do t-loop para limitar o acesso de proteínas de reparo. Em conjunto, essas explicações 

fornecem mais um indicativo de que a resposta ao dano oxidativo na região telomérica em L. 

amazonensis provavelmente ocorre de maneira rápida e eficaz. 

Um ponto interessante sobre as protéinas RPA é que sua estrutura, constituída de vários 

domínios OB-fold, propicia uma ação multifuncional, evidenciado por sua participação nas mais 

variadas vias metabólicas do DNA (SAKAGUCHI et al., 2008). Em L. amazonensis, embora LaRPA-1 

não apresente o domínio N-terminal RPA1-70 (também chamado de RPA1N), responsável 

principalmente pela interação com proteínas envolvidas no check point celular, a mesma foi 

evidenciada participando do reparo por recombinação homóloga nos telômeros, como consequência 

da indução de quebras de DNA na forma de dupla-fita (DA SILVEIRA et al., 2013). Os resultados 

apresentados nesta tese fornecem fortes indícios 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 semelhança do que ocorre com seu homólogo 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 participação da  proteína 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 ação de uma grande variedade de moléculas tóxicas, sobretudo moléculas que 

geram danos oxidativos (e.g. ROS). Nossos resultados sugerem a existência de um sistema de 

resposta a danos oxidativos no DNA extremamente eficiente fazendo com que, mesmo após a 

indução do estresse, esse parasito consiga sobreviver e replicar DNA. Esse conhecimento, atrelado à 

pesquisas aplicadas, poderá facilitar o descobrimento de novos alvos parasita-específicos que 

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

possível erradicação das leishmanioses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Representação esquemática da possível participação da proteína LaRPA-1 na via de reparo 
por MMR induzida por estresse oxidativo. O tratamento com H2O2 induz dano oxidativo principalmente nos 
telômeros, causando encurtamento e liberação de LaRPA-1 que perde seu sítio de interação preferencial, o 3´G 
overhang. Após o reconhecimento do dano pela maquinaria de reparo por MMR (complexo MutSα e ExoI) e 
possíveis proteínas acessórias, ocorre degradação do DNA oxidado e recrutamento de LaRPA-1 que passa a 
interagir com a fita telomérica rica em C, cumprindo seu papel de proteção. LaRPA-1 provavelmente regula a 
atividade do complexo MutSα e ExoI e permite o acesso da maquinaria de replicação (DNA polimerase + DNA 
ligase) para síntese pós-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 é importante para gerar o 
substrato para a ação futura da telomerase. Fill in = preenchimento, Exo1 = exonuclease I, MMR = mismatch 
repair, MutSα = complexo em mamífero formado pelas proteínas MSH2 e MSH6, cujos ortólogos em 
Leishmania recebem a mesma denominação. 
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6. Considerações Finais e Perpectivas 

Como já citado anteriormente, a estreita semelhança entre os complexo CST de eucariotos 

superiores e o complexo RPA, e a ausência em L. amazonensis de ortólogos para proteínas descritas 

em outros eucariotos como ligantes da simples fita telomérica rica em G (ex: Cdc13, POT1), sugerem 

que a presença de LaRPA-1 é crucial na manutenção dos telômeros do parasita, onde provavelmente 

essa proteína cumpra funções análogas às proteínas mencionadas. Além disso, esse tratabalho 

apresenta fortes evidências que sugerem um deslocamento de LaRPA-1 da extremidade simples fita 

dos telômeros (3’G overhang), e sua participação no reparo por mal pareamento (MMR), após os 

parasitos serem submetidos a estresse oxidativo. A participação da proteína LaRPA-1 em 

maquinarias de reparo, especialmente no MMR, é algo ainda relativamente novo, sendo estudado por 

poucos grupos de pesquisa, embora a participação de LaRPA-1 no reparo por recombinação 

homóloga já tenha sido evidenciado por nosso grupo. Para obtermos maiores evidências da presença 

de MMR nos telômeros e do envolvimento de LaRPA-1 nesta via, pretendemos realizar ensaios de 

imunoprecipitação de cromatina telomérica utilizando soros anti-PCNA e anti-MSH2 (componentes 

MMR). Também pretendemos realizar ensaios de infecção in vivo com os parasitos sobreviventes e 

novos ensaios de viabilidade celular para verificarmos se os sobreviventes são realmente mais aptos 

(resistentes) ao estresse oxidativo. Em conjunto, esses resultados fornecerão fortes evidências para 

aceitarmos ou refutarmos o modelo proposto nesse manuscrito. 
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8. ANEXOS 

8.1 Capítulo de livro: Nuclear DNA replication in Trypanosomatid protozoa (capa e resumo) 
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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  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 Capítulo 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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8.3 Artigo científico: The natural absence of RPA1N domain did not impair Leishmania 

amazonensis RPA-1 participation in DNA damage response and telomere protection (capa e 

resumo) 
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8.4 Artigo científico: Leishmania amazonensis promastigotes present two distinct modes of 

nucleus and kinetoplast segregation during cell cycle 
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8.5 Artigo científico: The putative Leishmania telomerase RNA (LeishTER) undergoes trans-

splicing and contains a conserved template sequence - resumo (submetido) 
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8.6 Artigo científico: Oxidative stress in Leishmania (L.) amazonensis promastigotes causes 

telomere shortening and displacement of LaRPA-1 from 3’ G-overhang – resumo (em 

preparação) 

 

Oxidative stress in Leishmania (L.) amazonensis promastigotes causes telomere shortening 

and displacement of LaRPA-1 from 3’ G-overhang 

da Silva, M.S.
1, 2

; Segatto, M.
1
; Gutierrez, F.

3
, Bispo, V.

4
, Augusto, L

5
. Calado, R.T.

3
 and Cano, M.I.N.

1
,  

1
Departamento de Genética, UNESP-Botucatu; 

2
UNICAMP, Campinas; 

3
Laboratório Hematologia, USP, 

Ribeirão Preto; 
4
Departamento de Bioquímica, I.Q., USP; 

5
Departamento de Microbiologia, Imunologia e 

Parasitologia, UNIFESP, São 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 (H2O2) for 1 

hour, which was able to increase intracellular ROS levels, as demonstrated by CM-H2DCFDA 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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