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Resumo 

  Telômeros são complexos nucleoprotéicos nas extremidades dos cromossomos eucariotos. 
Consistem em sequências curtas repetidas em tandem, ricas em Guanina e na maioria dos 
eucariotos terminam em uma protrusão 3' simples-fita denominada "3' G-overhang". Estas 
estruturas terminais são responsáveis pela estabilidade do genoma, impedindo fusões e 
degradações por mecanismos de reparo celular. A replicação dos terminais dos cromossomos 
lineares é facilitada pela telomerase. A cromatina telomérica é composta por proteínas que se 
associam a dupla-fita telomérica e outras que se associam à região simples-fita e são 
denominadas membros da família TEP (telomere end proteins). Estas proteínas são responsáveis 
pela manutenção e elongação do comprimento dos telômeros, regulando o acesso e atividade da 
telomerase. A proteína RPA faz parte de um complexo de proteínas que se associam ao DNA na 
forma de simples fita. Estas proteínas estão envolvidas em vários eventos do metabolismo do 
DNA, incluindo reparo a danos, manutenção dos telômeros, entre outras funções.  Em Leishmania 
spp., a subunidade RPA-1 (LaRPA-1) se associa e co-localiza in vivo nos telômeros. Em 
leveduras e humanos, a RPA também participa do recrutamento da telomerase e funciona como 
um sensor a danos ao DNA telomérico. Essa resposta ao dano expõe a simples-fita do DNA 
provocando a fosforilação de RPA através de proteínas quinases to tipo Mec1 em leveduras (ou 
ATR/ATM quinases em mamíferos), e do recrutamento para os telômeros da proteína CDC13 e 
proteínas do grupo epistático RAD52 para reparar os danos. Neste trabalho procurou-se 
determinar se em Leishmania a RPA-1 também está envolvida na resposta ao dano nos 
telômeros. Nossos primeiros resultados mostram que mesmo em elevadas doses de agente 
causador de dano no DNA, a fleomicina, o qual sabidamente que induz quebra no DNA na forma 
de dupla-fita (DSBs), não foi capaz de matar formas promastigotas de L. amazonensis. Em 
contraste, em doses abaixo do IC50, a droga induziu parada no ciclo celular na fase G1/S e levou 
a um processo rápido de recrutamento do sensor universal de quebra de DNA em dupla fita, a 

histona fosforilada H2Ax, seguido do acúmulo de RAD51 no núcleo desses parasitas. Nessas 
condições experimentais também se observaram leves alterações nos níveis de LaRPA-1 no 
núcleo dos parasitas tratados, quando se comparou aos controles. Assim como, em extratos 
nucleares de células não sincronizadas foi observado um leve aumento nos níveis de  LaRPA-1 e 
RAD51 sugerindo que ocorreu provável resposta ao dano provocado no DNA. Em células 
sincronizadas com hidroxiuréia, foi possível observar que a fleomicina induziu um acúmulo de 
LaRPA-1 e RAD51 no núcleo dos parasitas na fase S do ciclo celular, concordando com seus 
respectivos papéis de sinalizar e reparar o dano. Isto foi acompanhado por um aumento gradual 
na quantidade de LaRPA-1 ligada a cromatina. Além disso, danos induzidos pela fleomicina 
levaram ao recrutamento de LaRPA-1 e ao aparecimento de alguns focos de DNA telomérico 
associados com RAD51, sugerindo a formação de TIFs („telomere-dysfunction induced foci”). 
Também foi possível detectar que durante o tratamento a LaRPA-1 forma complexos com a 
RAD51 e a telomerase, e maior quantidade de LaRPA-1 associada in vivo„a fita telomérica rica 
em G, em comparação a fita telomérica rica em C. Isto sugere que em Leishmania spp., a 
presença de LaRPA-1 pode evitar perdas da simples-fita rica em G no DNA telomérico, e também 
provocar a ativação de uma resposta local. 
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Abstract 

Telomeres are nucleoprotein complexes present at the termini of eukaryotic chromosomes. 
They consist of short tandem repeats of the canonical TTAGGG sequence forming a 3' G-overhang 
protrusion towards the end of the chromosome. Telomeres are responsible for genome stability and 
protect chromosome ends against degradation, fusion, recombination and recognition by the DNA 
damage machinery. They also facilitate the replication of the ends of linear chromosomes by 
telomerase. The telomeric chromatin is composed by proteins that bind the double-stranded and the 
single-stranded DNA. The latter are known as TEP, or telomere end protein, responsible for telomere 
capping and the maintenance of telomere length by regulating telomerase accessment and activity.   

Replication protein A is a complex of single-stranded DNA-binding proteins implicated in many 
aspects of DNA metabolism, including DNA repair, recombination and telomere maintenance among 
other functions. In Leishmania the subunit RPA-1 (LaRPA-1) binds and co-localizes in vivo with 
telomeres. In yeast and humans telomeres, RPA also works as a telomerase recruiter and as a DNA 
damage sensor. The telomere damage response in yeast, expose ssDNA triggering RPA 
phosphorylation by Mec1 (ATR/ATM kinase homologue) and the recruitment of the telomere end 
protein CDC13 and proteins from the RAD52 epistasis group that would repair damage. 

We intended to determine if in Leishmania, RPA-1 is also involved in telomere damage 
response. Our first results showed that even high doses of the DNA-damaging agent phleomycin, 
which is known to induce DNA DSBs producing a large number of DNA breaks, were unable to kill L. 
mazonensis promastigotes. In contrast, low doses of the drug induced G1/S cell cycle arrest and 
triggered a rapid recruitment of the DNA damage sensor histone gamma-H2Ax followed by a gradual 
accumulation of RAD51 in the nucleus of the parasites and an increase of LaRpa-1 fluorescence after 
1h of drug treatment. A slightly increase in the levels of LaRPA-1 and RAD51 was also observed in 
nuclear extracts obtained from non-synchronized parasites after phleomycin treatment, suggesting 
that it occurred probably in response to DNA damage. In hydroxyurea-treated cells, it was more visible 
that phleomycin induced nuclear accumulation of both LaRPA-1 and RAD51 at S phase in 
concordance with their roles in signaling and repair damage. This was accompanied by a gradual 
increase in the amount of LaRPA-1 bound to chromatin. Moreover, upon phleomycin-induced damage, 
LaRPA-1 associated with RAD51 and telomerase, more LaRPA-1 was associated with telomeres and 
a few foci of RAD51 bound to telomeres was also detected, suggesting that phleomycin treatment lead 
to the formation of telomere-dysfunction induced foci. We could also detect that in vivo, more LaRPA-1 
associated earlier with the G-rich telomeric strand, compared with the C-rich telomeric strand. This 
suggested that in Leishmania spp., the presence of LaRPA-1 may prevent loss of single-stranded 
telomeric DNA, and also elicit activation of a local response. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Protozoários do gênero Leishmania 

 O gênero Leishmania compreende protozoários parasitas da família 

Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, e são caracterizados pela presença do cinetoplasto, que é 

uma organela especial bastante peculiar, apresentando morfologia fusiforme e sendo rica em DNA 

mitocondrial (kDNA) (SIMPSON, 1987). Atualmente, o gênero Leishmania é classificado em 3 sub-

complexos: complexo Leishmania braziliensis, Leishmania mexicana e Leishmania donovani. Essa 

classificação baseia-se em características clínicas e epidemiológicas, apoiada por aspectos 

biológicos, bioquímicos e moleculares (WHO, 1990). A Leishmania é um protozoário pleomórfico, que 

se reproduz por divisão binária, com um ciclo de vida digenético (heteroxênico), vivendo 

alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, estes últimos sendo responsáveis 

pela transmissão dos parasitas de um mamífero a outro (BASU; RAY, 2005;). As formas de 

reprodução são a amastigota (vertebrado) e promastigota (invertebrado) (Rev.SAÚDE SAÚDE, 2011). 

A transmissão é feita por insetos hematófagos flebotomíneos da família Psychodidae (mosquito 

palha, birigui ou tatuquiras), mais especificamente espécies dos gêneros Lutzomyia (Novo Mundo) e 

Phlebotomus (Velho Mundo). No Novo Mundo, são reconhecidas oito espécies 

de Leishmanias responsáveis pela doença no homem (GRIMALDI, et al,  1989), pertencentes ao 

subgênero Viannia (V) e Leishmania (L). A "Leishmania (L) amazonensis" (LAINSON; SHAW, 1972), 

objeto deste estudo, causa lesões cutâneas e eventualmente difusas (anérgicas) e ocorre desde a 

América Central até o norte, nordeste e sudeste da América do Sul. Os hospedeiros vertebrados são 

animais silvestres (roedores, gambá, tamanduá, tatu, canídeos, primatas e preguiça), animais 

domésticos (cães e equídeos); e o homem (NEVES, 2000; REY, 2001).  Os reservatórios 

representam a principal fonte de infecção dos flebotomíneos que posteriormente transmitirão a 

doença ao homem. O cão doméstico é considerado o reservatório epidemiologicamente mais 

http://cubano.ws/info-atual/phlebotomus
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importante para a leishmaniose visceral americana, causando a doença em outros cães e até mesmo 

no homem (MENDONÇA, 2010). Nos reservatórios silvestres, a infecção tende a ser benigna, 

tendendo para o equilíbrio da relação parasito-hospedeiro, sendo que muitas vezes a infecção é 

inaparente. Estabeleceu-se o conceito de que nestes hospedeiros ocorre um grande equilíbrio por ser 

uma associação muito antiga entre o parasito e o hospedeiro, enquanto que no caso do homem e 

animais domésticos esta associação é muito mais recente (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 2011). 

 Neste último caso o parasito aparece como virulento, provocando grandes danos ao 

hospedeiro e levando até mesmo à morte (FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ, 2011). 

 

1.2. Ciclo biológio de parasitas do gênero Leishmania spp. 

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 (probóscide), que as injeta no 

hospedeiro durante a hematofagia (BASU; RAY, 2005). 

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

receptores na superfície do macrófago e, logo em seguida, os promastigotas metacíclicos 

transformam-se rapidamente em formas amastigotas, de formato esférico e flagelo curto, capazes de 

desenvolver e multiplicar no meio ácido encontrado no vacúolo digestivo (NEVES, 2005). Com a 

intensa multiplicação, ocorre a lise da célula hospedeira, liberando os parasitas que voltam a infectar 

novas células do sistema fagocitário monocítico. 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; 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 L. amazonensis: imagens bi e tridimensionais de amostras fixadas no 
interior do inseto vetor (Lutzomia) e em reservatório natural (Proechymis spp). (a) Promastigotas 
procíclicos no trato digestivo médio do inseto. (b) Promastigotas metacíclicos no trato digestivo 
anterior. (c) Promastigotas metacíclicos. (d, e, f, h, i) Macrófagos infectados. (g) Célula dendrítica 
infectada. (e, f) Promastigotas no fagossomo minutos após fagocitose. (f, h, i) Formação do vacúolo 
digestivo onde ocorre a transformação dos promastigotas metacíclicos em amastigotas e proliferação 
dos parasitas (LANG et al., 2009). 

 
 

1.3. A doença Leishmaniose 

Leishmanioses são zoonoses consideradas grandes problemas de saúde pública. Essa 

enfermidade pode apresentar diferentes formas clínicas dependendo da espécie envolvida e da 

relação do parasita com o hospedeiro (LOPES, 2006). A leishmaniose mucocutânea ou cutâneo-

mucosa apresenta formas que se complicam frequentemente com o aparecimento de lesões 

destrutivas nas mucosas do nariz, boca e faringe; as leishmanioses cutâneas produzem 

exclusivamente lesões cutâneas, ulcerosas ou não, porém restritas, a leishmaniose cutânea difusa 

com formas disseminadas cutâneas que se apresentam em indivíduos anérgicos ou, tardiamente, em 
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pacientes que haviam sido tratados anteriormente de Leishmaniose visceral, também denominada 

com calazar; a leishmaniose visceral ou calazar são formas viscerais em que os parasitas 

apresentam acentuado tropismo pelo sistema fagocítico mononuclear (SFM) do baço, do fígado e da 

medula óssea e dos tecidos linfóides (REY, 2002). 

A leishmaniose é comum em regiões tropicais e, segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), 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, 2000). 

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.  

Um problema grave de saúde pública é o caso de co-infecção com o vírus HIV (CRUZ et al., 

2006). Nesta situação onde o paciente se encontra imunodeprimido, a manifestação da leishmaniose 

se dá de forma muito mais agressiva e severa (PISCOPO; MALLIA, 2006).  Mais de 2000 casos de 

co-infecção em 34 países foram notificados pela OMS. A OMS estima que 2 a 9% dos pacientes com 

o vírus HIV no Sudeste da Europa irão desenvolver leishmaniose visceral. Desde 1987 foram 

registrados dezenas de casos de co-infecção no Brasil. As leishmanioses podem modificar a 

progressão da doença pelo HIV, e a imunodepressão causada por este vírus facilita a progressão da 

doença (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). 

No Brasil, os medicamentos empregados no tratamento da leishmaniose visceral em humanos 

são os antimoniais pentavalentes e a anfotericina B (desoxicolato e lipossomal) (ALVAR J, 

CANAVATE C, GUTIERREZ-SOLAR B et al., 1997). A anfotericina B é a única opção no tratamento 

de gestantes e está indicada como segunda opção para os pacientes que tenham contra-indicações 

ou tenham apresentado toxicidade ao uso dos antimoniais (BRASIL, 2006). Estes fármacos podem 

causar graves efeitos colaterais nos pacientes, como dores musculares e alterações nos batimentos 
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cardíacos, sendo que a anfotericina B lipossomal apresenta menor toxicidade, porém seu custo é 

elevado, dificultando seu uso em saúde pública (BRASIL. MINISTÉRIO, 2006). A chamada Leishvacin 

é uma vacina anti-leishmaniose, mas não é produzida em escala comercial, somente para a 

realizações de ensaios clínicos (MINAS FAZ CIÊNCIAS, 2008). 

Os protocolos terapêuticos para cães no Brasil têm sido avaliados durante os últimos 4 anos, 

mas o tratamento de cães infectados não é recomendado devido ao risco potencial para a saúde 

pública (HOLLAND et al., 2008). Além disso, o prognóstico de cura da doença é muito reservado, 

podendo ocorrer recidivas (BARR, 2005). Em 2003, o uso da vacina para prevenção da leishmaniose 

foi liberada pelo Ministério da Agricultura, porém o Ministério da Saúde, responsável pelo controle da 

leishmaniose, ainda não autorizou seu uso como medida de proteção em massa (ZORZETTO, 2008). 

Desta forma, torna-se imprescindível a busca de novas ferramentas que contribuam de forma 

determinante e efetiva no combate e erradicação da mesma.  

 

1.4.  Leismaniose Tegumentar Americana (LTA) 

O parasita alvo deste estudo é o parasita L. amazonensis, agente causal da leishmaniose 

cutânea e cutânea difusa no Brasil, porém, em algumas regiões, este parasita aparece como agente 

causal de todo o espectro da leishmaniose (BARRAL et al., 1991). A doença LTA constitui um 

crescente problema de saúde pública. Sua importância levou a OMS a incluí-la entre as seis doenças 

infecciosas e parasitárias mais importante, pela sua ampla distribuição geográfica e também pelo 

número de pessoas atingidas anualmente (BASANO; CAMARGO, 2004), no entanto, mesmo essa 

doença sendo de grande importância epidemiológica, é considerada uma doença negligenciada, 

assim como todo o complexo de doenças provocadas por espécies de leishmania. Essas doenças 

são ignoradas pelas grandes indústrias farmacêuticas, isso se explica por elas atingirem 

majoritariamente as populações menos favorecidas. Desse modo, devido ao baixo poder aquisitivo 

dos doentes e em virtude dos recursos escassos dos países onde normalmente essas moléstias 

acontecem, a produção de remédios para enfrentá-las não geraria um lucro satisfatório para a 

iniciativa privada. Esse complexo de doenças leishmanioses também são relativamente pouco 
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conhecidas pela população em geral, assim como pelos profissionais de saúde, assim agravando o 

quadro (MENDONÇA, 2010). Estima-se que setenta e cinco porcento de todos os casos clínicos de 

leishmaniose, distribuídos por vários continentes, é do tipo cutânea, e os vinte e cinco porcento 

restantes são de casos de leishmaniose visceral (KAYE; BLACKWELLl, 2008). A doença tem ampla 

distribuição geográfica, encontrando-se por toda bacia amazônica, além de estados como Maranhão, 

Ceará, Bahia, Minas Gerais e Espírito Santo (NEVES, 2000; REY, 2002).  

As medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saúde não tem sido totalmente 

efetivas, as doenças transmitidas por vetores biológicos associados a reservatórios domésticos e a 

aspectos ambientais são de difícil controle, quando aliado ao recente processo de urbanização da 

doença, o que promove conhecimento epidemiológico inadequado da doença nesses focos. O 

objetivo do controle das leishmanioses é interromper a cadeia de transmissão nos diferentes níveis. O 

Ministério da Saúde preconiza o diagnóstico precoce e o tratamento do paciente humano e a redução 

do contato homem-vetor através do uso de telas, mosquiteiros, repelentes tópicos e borrifação 

ambiental, além da identificação e eliminação do reservatório doméstico em áreas de leishmaniose  

(ALMEIDA, 2009.) Diante desta realidade, um maior conhecimento sobre a biologia celular e 

molecular destes protozoários poderá facilitar o descobrimento de novos alvos parasita-específicos 

para o desenvolvimento de vacinas e fármacos eficazes para a erradicação da doença. 

 

1.5. A Organização do genoma de parasitas do gênero Leishmania 

Leishmanias são organismos diplóides, assexuados, cujo genoma difere dos genomas típicos 

de eucariotos. Seu genoma nuclear contém aproximadamente 70 Mb 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. Os genomas das espécies do gênero Leishmania 
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são muito similares entre si e está organizado 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 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 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 e talvez o genoma do  hospedeiro 

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

 

1.6. O complexo protéico RPA  

O complexo “Replication Protein A” (RPA) é uma proteína ligante de simples-fita de DNA, 

conservada na escala evolutiva entre organismos eucariotos. Ela é composta por 3 subunidades 

RPA1, RPA2 e RPA3 que interagem formando um complexo heterotrimérico. A proteína RPA 

apresenta funções essenciais, além disso, participa nos diferentes eventos do metabolismo do DNA,  

fazendo parte das maquinarias de replicação, reparo, recombinação, “checkpoints”, transcrição 

(LONGHESE et al., 1994, WOLD, 1997, SMITH et al., 2000), e regulação dos telômeros (SMITH et 

al., 2000, SCHRAMKE et al., 2004, KIBE et al., 2007, KOBAYASHI et al., 2010), sendo por tudo isso 

uma proteína chave para a coordenação do metabolismo de DNA nas células eucarióticas. A 
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subunidade 1 (RPA-1) apresenta 4 domínios  de ligação ao DNA e a proteínas do tipo 

Oligonucleotides- oligosaccharide- binding fold (OB fold) (RPA1-70N, RPA1-A, RPA1-B e RPA1-C) de 

interação com o DNA (WOLD, 1997). O domínio RPA1-70N estimula a atividade da DNA polimerase 

alfa, interage com diversos ativadores de transcrição, incluindo o supressor de tumor p53 e ainda 

interage com proteínas das maquinarias de reparo, replicação e de “checkpoint” de dano ao DNA 

durante o ciclo celular (JACOBS et al., 1999). Os domínios Ob fold RPA1A e RPA1B interagem com a 

DNA simples fita (BOCHKAREVA et al., 2001). A Fig 2. traz uma representação estrutural da 

interação do domínio RPA1-A com uma fita de DNAsf. O domínio Ob fold RPA1C é necessário na 

trimerização da proteína e possui um domínio de ligação ao zinco (BOCHKAREVA et al., 2002).  

A subunidade RPA-2 contém domínios Ob fold RPA-2D e RPA2-32C. O domínio Ob fold 

RPA2-D está envolvido na trimerização e onde se encontra o sítio de fosforilação, necessário para a 

função de recombinação, reparo e sinalização a danos no DNA. A RPA 3 ainda é pouco estudada, 

mas acredita-se que também executa um papel na trimerização (BOCHKAREVA ; BOCHKAREVA, 

2004). Assim como observa-se em  vários protozoários a RPA-1 de Leishmania (SIQUEIRA NETO et 

al., 2007), Crithidia fasciculata (BROWN et al., 1992), Cryptosporidim parvum (ZHU et al., 2000) e 

Plasmodium falciparum (VOSS et al., 2002), não possuem o domínio RPA-70 N. Visto que este 

domínio é responsável por formar complexos com outras proteínas, como as das maquinarias de 

reparo, recombinação e transcrição (JACOBS et al., 1999), especula-se de que forma nestes 

parasitas, a proteína RPA interage com proteínas destas maquinarias. Esta diferença sugere que 

nestes grupos de protozoários, a proteína RPA-1 pode atuar de forma diferente dos demais 

eucariotos e por isso, neste trabalho procuraremos testar essa hipótese buscando entre as proteínas 

parceiras da LaRPA-1, proteínas, por exemplo, da maquinaria de reparo de DNA. 
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Figura 2: Interação do domínio OB fold da proteína RPA com o DNAsf. Estrutura do domínio 

RPA DBD-A interagindo com um DNAsf, destacando em vermelho os resíduos responsáveis pela 

interação.Fonte: Bochkarev & Bochkareva, 2004 

 

1.7. Características Gerais dos Telômeros 

Os telômeros são complexos nucleoprotéicos localizados nas extremidades dos 

cromossomos. Hermann Muller (1967) e Bárbara Mc Clintock (1992) foram os pioneiros a definir os 

telômeros como estruturas funcionais que protegem os terminais cromossômicos, impedindo a fusão 

dos terminais cromossômicos e a sua degradação pela maquinaria de reparo (CANO, 2006). 

Usualmente consistem em sequências repetidas em tandem, ricas em Guanina e na maioria dos 

eucariotos terminam em uma protrusão 3' simples fita denominada "3' G-overhang", que é substrato 

para a elongação dos telômeros pela telomerase (KLOBUTCHER et al, 1981; HENDERSON 

;BLACKBURN, 1993; BLACKBURN, 2001) e para a interação de proteínas teloméricas envolvidas na 

manutenção do tamanho e proteção dos terminais cromossômicos (FERNÁNDEZ et al., 2004; 

EVANS; LUNDBLAD, 2000; SMOGORZEWSKA;  de LANGE, 2004). Na maioria dos organismos, a 

telomerase é responsável pela replicação e manutenção telomérica. 

  Em humanos, protozoários ciliados e T. brucei esses terminais de cromossomos 

podem adquirir estruturas em forma de laço, denominadas t-loop, as quais parecem proteger a 
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extremidade dos telômeros contra a maquinaria de reparo da célula e impedir o acesso da telomerase 

ao terminal dos cromossomos elongados (GRIFFITH et al., 1999; MUÑOZ-JORDÁN et al., 2001). 

 

1.7.1. Proteínas Ligantes dos Telômeros 

 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; LANSDORP, 2008). Estes complexos protéicos são 

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

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

podem ter associação diretamente 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 (SMOGORZEWSKA; 

DE LANGE, 2004, DE LANGE, 2005). As funções destas proteínas teloméricas variam, mas parecem 

estar associadas à região do telômero com a qual elas interagem. Esses complexos protéicos podem 

se associar à fita simples do DNA telomérico participando no recrutamento da telomerase e 

influenciando na elongação telomérica, ou se associam à fita dupla participando da manutenção do t-

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

 

1.7.2. Proteínas que interagem com a simples-fita telomérica rica em G 

As principais proteínas que se ligam somente à região simples-fita telomérica, são as 

proteínas membros da família TEP (telomere end proteins), que inclui as proteínas CDC13 (“cell 

division cycle 3”) de S. cerevisiae, a POT1 de vertebrados, plantas, protozoários ciliados e S. pombe 

e a TEBP (“telomere end binding protein”) de Oxytricha nova (CROY; WUTTKE, 2006). A CDC13 é a 

proteína responsável pela proteção da simples-fita telomérica de S. cerevisiae (NUGENT et al, 1996, 

ANDERSON et al., 2002, LIN; ZAKIAN, 1996). Nestes organismos a dupla fita do DNA telomérico é 

coberta por proteínas Rap1, que interagem com Rif1 e Rif2 (Rap1 interacting factors 1 and 2), as 

quais controlam negativamente a ação da telomerase, na fita simples do DNA telomérico as proteínas 
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Stn1 e Ten1, que interagem com CDC13, são importantes na regulação do tamanho dos telômeros, e 

apresentam similaridade com duas subunidades da proteína RPA (“replication protein A”, 

subunidades RPA-2 e RPA-3), atuando como regulador positivo da elongação telomérica, além de 

que resultados sugerem que a CDC13 recruta a telomerase ao terminal cromossômico via sua 

subunidade Est1 (“ever short telomeres 1”) (EVANS; LUNDBLAD, 1999, BIANCHI et al., 2004, 

TAGGART et al., 2002, SMOGORZEWSKA; DE LANGE, 2004), sugerindo um mecanismo sinérgico 

entre RPA e CDC13 (SCHRAMKE et al., 2004). CDC13 também participa na replicação do DNA 

(BIANCHI; SHORE, 2007) e ainda pode impedir o acesso da telomerase ao terminal telomérico por 

um mecanismo ainda pouco conhecido (CHANDRA et al, 2001), atuando como reguladora negativa 

da elongação telomérica.  

A proteína POT1, assim como outros membros da família TEP, também apresenta papel 

importante na proteção dos telômeros e regulação do tamanho destes, e é essencial para a 

proliferação celular. Por sua interação com a proteína TPP1 é capaz de recrutar a telomerase para o 

terminal telomérico aumentando a processividade da enzima (XIN et al., 2007, WANG et al., 2007). 

POT1 de humanos (hPot1) é capaz de favorecer a formação da estrutura de G-quadruplex (Fig.3) nos 

terminais teloméricos in vitro de forma semelhante ao complexo ternário TEBP (ZAUG et al., 2005). 

Esta atividade ainda não foi comprovada in vivo, hPOT1 ainda regula a atividade de nuclease na fita 

telomérica rica em “C”. 

A TEBP (“telomere end-binding protein”) é mais uma proteína da família TEP, ela apresenta 

duas subunidades básicas ( e ) (PRICE; CECH, 1987, GOTTSCHLING; ZAKIAN, 1986, PRICE; 

CECH, 1989, FANG; CECH, 1993), que formam um dos dois complexos dímericos: TEBP-α ou 

TEBP-α2 (GRAY et al., 1991; FANG; CECH, 1993; RAGHURAMAN et al., 1989) com a fita telomérica 

rica em G. Esse complexo está envolvido com a proliferação celular, proteção do DNA contra ataques 

de nucleases 
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Figura 3: Representação esquemática das estruturas dos terminais teloméricos. Em A) está 

representado o T-loop, demonstrando o terminal 3‟ simples-fita invadindo a dupla-fita formando uma 

estrutura de loop. Em B) está representada a estrutura de G-guadruplex formada por 3 quartetos de 

interação entre guaninas na simples-fita telomérica. C) Figura apresentando um possível modelo de 

estrutura do terminal telomérico conforme se espera in vivo, com formação de T-loop e G-quadruplex. 

As orientações das terminações 5‟ e 3‟ estão indicadas nos esquemas. Figura adaptada de 

Oganesian & Brian, 2007. 

 

1.7.3. Proteínas que interagem com a dupla-fita telomérica  

  Os complexos protéicos que se associam à fita dupla estão envolvidos na manutenção 

do t-loop e regulam a telomerase negativamente (DE LANGE, 2005; AUBERT; LANDSORP, 2008). A 

proteína Rap1 (“repressor activator protein 1”) nas leveduras Saccharomyces cerevisiae e 

Kluyveromyces lactis, Taz1 (“telomere associated in Schyzosaccharomyces pombe”) em S. pombe e 

seus ortólogos TRF1 e TRF2 (“TTAGGG telomere repeat binding factor 1 and 2”) encontrados em 

humanos, plantas e protozoários (HUNG; LINGNER, 2006) são homólogos funcionais e se associam 

à região dupla-fita do DNA.  Um dos mecanismos de proteção do telômero é feito através da 

associação de RAP1 com as proteínas RIF e SIR (WOTTON; SHORE, 1997; MORSE, 2000; 

DMITRIEV et al, 2003). A proteína humana TRF1 está diretamente relacionada à regulação do 

tamanho do telômero e ao controle do ciclo celular (VAN STEENSEL et al., 1998, SMITH; DE 

LANGE, 2000, SMOGORZEWSKA et al., 2000) enquanto TRF2 protege as extremidades teloméricas 
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contra a maquinaria de reparo, e tem sido associada com outra importante característica estrutural 

dos telômeros, o “t-loop” (DE LANGE, 2002, GRIFFITH et al., 1999).  

 

1.7.4. Composição do complexo telomérico e organização de suas proteínas em mamíferos 

 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, escudo) (LIU, et al. 2004; DE LANGE, 

2005). As principais proteínas integrantes deste complexo são TRF1, TRF2 e POT1 (“protection of 

telomeres”), que interagem diretamente com o DNA telomérico e suas proteínas associadas: TIN2 

(“TRF1 interacting factor2”), TPP1 (TFRs and POT1 interacting factor”) e RAP1. TIN2 desempenha 

um papel chave no complexo recrutando TPP1/POT1 para TRF1 e TRF2 além de ser responsável por 

estabelecer a interação direta entre TRF1 e TRF2, contribuindo para a estabilização de TRF2 nos 

telômeros (LIU et al., 2004, YE et al., 2004). TPP1 interage tanto com POT1 quanto com TIN2 através 

de um domínio do tipo OB fold e forma heterodímeros com POT1, recrutando POT1 para os 

telômeros (GILSON; GELLI, 2007). 

Essas proteínas atuam de forma dinâmica e desempenham papéis importantes para manter a 

estabilidade e o funcionamento das extremidades cromossômicas (DE LANGE, 2005). Essas 

proteínas 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 4 apresenta uma representação 

esquemática da dinâmica de atuação do complexo shelterin em humanos. 
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Figura 4. Complexo shelterin de humanos. A cromatina telomérica de mamíferos contém uma série 
de proteínas que interagem com DNA. 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. Na forma aberta ou forma 
replicativa, o complexo TPP1/POT1 recruta e estimula a atividade enzimática da telomerase em 
telômeros curtos (AUBERT; LANSDORP, 2008). 

  

1.7.5. Composição do complexo telomérico e organização de suas proteínas em leveduras 

Em leveduras um complexo recentemente denominado CST composto pelas proteínas 

CDC13, Stn1 e Ten1 funciona como regulador da atividade de telomerase (WELLINGER, 2009; GAO 

et al., 2007; SUN et al., 2009) (Fig.5A). As proteínas que compõem CST são consideradas proteínas 

RPA-like, pois compartilham alta semelhança com os componentes do complexo heterotrimérico RPA 

(“replication protein A”, subunidades RPA-1 RPA-2 e RPA-3), por conter domínios do tipo OB-fold de 

interação ao DNA telomérico simples fita rico em G (MIYAKE et al., 2009; SUN, et al., 2009; 

Wellinger, 2009). Além disso, partes da proteína Stn1 podem substituir funcionalmente a subunidade 

2 da RPA, adicionando a idéia da existência de duas RPAs diferentes ou da presença de uma RPA 

telomérica em leveduras (GAO, 2007). O complexo CST pode interagir com DNA polimerase alfa e 

com a telomerase (TERT), e orquestrar a síntese de ambas as fitas teloméricas (WELLINGER, 2009) 

e ainda funciona independentemente de POT1 (Fig.5B), sendo que, a proteína CDC13, a semelhança 

de POT1 tem alta afinidade pela sequência telomérica rica em G (LIN; ZAKIAN, 1996).  
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Fig.5 A. Estrutra de hCtc1, hStn1 e hTen1. Possíveis domínios  OB fold estão indicados por caixas 

pretas. Para comparação experimental os domínios OB fold da subunidade RPA70, RPA32 e RPA14   
estão indicados na caixa cinza. Fonte:  (MIYAKE et al. 2009; WELLINGER, 2009). 
 

 

No complexo CST de plantas e mamíferos, a proteína CDC13, é substituída por um novo 

componente telomérico denominado Ctc-1 (Conserved Telomere maintenance Component 1), a qual 

não é muito conservada entre as espécies (SUROVTSEVA et al., 2009; MIYAKE et al., 2009; 

WELLINGER, 2009). Nestes casos, parece que junto com o complexo shelterin, as CST, (CDC13-

Stn1-Ten1 e Ctc-1-Stn1-Ten1) atuam independentemente e são co-responsáveis pela manutenção e 

estabilidade telomérica (MIYAKE et al., 2009; SUN, et al., 2009; WELLINGER, 2009). 
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Fig.5B. Ação do complexo CST em leveduras de brotamento (S. cerevisiae). Cdc13 interage com 

a telomerase via EST1 e polimerase  (pol) orquestrando a síntese de ambas fitas teloméricas 
Fonte:GAO et al., 2007. 

 

1.7.6. O complexo telomérico de Leishmania amazonensis 

Os telômeros de Kinetoplastida, assim como os de outros eucariotos, são compostos pela 

repetição em tandem da seqüência 5´-TTAGGG-3´, sugerindo mecanismos básicos comuns para a 

manutenção dessas estruturas (CANO, 2001). Seu tamanho varia em nível cromossômico (CANO, 

2001; CONTE; CANO, 2005). A estrutura de T-loop também já foi identificada em tripanosomatídeos 

(MUNOZ-JORDAN et al., 2001). 

No entanto, por se tratar de um grupo divergente (dos demais eucariotos) na escala evolutiva 

(SIMPSON et al., 2004) é natural que existam particularidades na estrutura dos telômeros dos 

tripanosomatídeos.  

Nos telômeros de Leishmania amazonensis foram detectadas a existência de 3 complexos 

protéicos que se associavam in vitro ao DNA simples fita telomérico desta mesma espécie 

(FERNÁNDEZ et al., 2004). Nas adjacências destas extremidades encontra-se a região 

subtelomérica denominada de LCTAS (“Leishmania conserved telomere-associated sequence”). Aí 

estão contidos blocos de sequências conservadas (CSB1 e CSB2), os quais são considerados sítios 

B) 
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de ligação para proteínas teloméricas (FU; BARKER, 1998). Em nosso laboratório, duas proteínas 

que compõem dois desses complexos foram identificadas utilizando-se métodos bioquímicos. São 

elas as proteínas LaRBP38 e LaRPA-1 (FERNÁNDEZ et al., 2004). Ambas também interagem com 

os telômeros do parasita in vivo (LIRA et al., 2007a, SIQUEIRA NETO et al., 2007). Também já foram 

identificadas proteínas que se associam à dupla-fita telomérica desta espécie, como a LaTBP1, a 

LaRBP38 (LIRA et al., 2007b) e a LaTRF (DA SILVA et al., 2010) além da enzima telomerase 

responsável pela elongação dos terminais cromossômicos (CANO et al., 1999; GIARDINI et al., 2006, 

GIARDINI et al., 2010). A Fig. 6 mostra o panorama atual dos telômeros de Leishmania. 

 

 

 

 

 

Figura 6. Panorama atual dos telômeros de Leishmania.O DNA telomérico é composto por 
uma porção dupla-fita, formado pela repetição TTAGGG em tandem, sequências 
subteloméricas (LCTAS - Leishmania Conserved Telomere Associated Sequences) em direção 
a porçãoo central do cromossomo e uma protrusão simples fita rica em G(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 contendo o molde hipotetico 
da sequencia telomérica de trianosomatideos. (CANO et. al.,1999; LIRA et al.,2007; DA SILVA 
et. al, 2010; DA SILVA et al., in preparation). 

 

1.8. Função telomérica de componentes do complexo RPA 

A proteína RPA apresenta funções essenciais na manutenção dos telômeros (SMITH; 

ROTHSTEIN, 2000, DAHLEN et al., 2003, SCHRAMKE et al., 2004). Uma das principais funções é a 

capacidade de ativar a enzima telomerase (SCHRAMKE et al., 2004). Esta habilidade foi evidenciada 

em leveduras primeiramente, por sua atuação através da interação com a proteína Est1, que faz 

parte do complexo da telomerase em leveduras. Durante a fase S do ciclo celular, a proteína RPA 

recruta Est1 para o terminal telomérico, trazendo junto a telomerase que estará apta a elongar a 

simples-fita telomérica. Outra importante função de RPA nos telômeros está relacionada com a 
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capacidade desta proteína de desfazer a estrutura de G-quadruplex formada in vitro a partir da 

interação entre guaninas de uma fita simples de DNA (PAESCHKE et al., 2005, SALAS et al., 2006). 

Outras proteínas teloméricas como POT1 (ZAUG et al., 2005) e TEBP (FANG; CECH, 1993) também 

são capazes de desfazer esta estrutura de maneira semelhante a RPA. Ao se desfazer a estrutura de 

G-quadruplex, a telomerase passa a ter acesso ao terminal simples-fita telomérico, substrato para 

sua atividade enzimática de elongação dos telômeros. Desta maneira, a proteína RPA pode atuar de 

forma a permitir que o telômero possa ser elongado.  

Além dessas funções a proteína RPA também interfere na regulação dos telômeros através de 

interações com outras proteínas. A proteína RPA é ainda capaz de estimular a atividade de helicases 

de WRN (Wemer syndrome) e BLM (Bloom syndrome), encontradas em complexos que promovem a 

desnaturação da dupla-fita de DNA em regiões longas de dupla-fita telomérica previamente ligadas à 

proteína telomérica TRF2 in vivo (OPRESKO et al., 2002), sugerindo que todas estas proteínas 

atuam em uma mesma via nos terminais cromossômicos.  

Em S. pombe, um mutante para a proteína homóloga a RPA apresentou um encurtamento 

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

homólogo de TRF2 neste organismo, a proteína TAZ1, observou-se rápida erosão das extremidades 

cromossômicas, fazendo com que os telômeros percam completamente a capacidade de se 

manterem estáveis (KIBE et al., 2007). Este mesmo fenótipo de instabilidade telomérica com perda 

abrupta dos telômeros é também observado em mutantes duplos para o gene da POT1. Foi 

observado ainda que a superexpressão de POT1 no mutante de levedura para os genes de RPA e 

TAZ1 suprimiu a perda dos telômeros, restabelecendo a estabilidade telomérica e sugerindo alguma 

ligação entre o mecanismo de ação de POT1 com as proteínas RPA e TAZ1 (KIBE et al., 2007). 

Sabe-se ainda que as subunidades RPA-2 e RPA-3 não são co-purificadas com a RPA-1 nos 

telômeros de L. amazonensis (FERNÁNDEZ et al., 2004). Sugerindo então que a proteína LaRPA-1 

atua de forma isolada nos telômeros de L. amazonensis sendo porém, possível que ela funcione 

como um trímero em outras maquinarias da célula, a exemplo da RPA de C. fasciculata (BROWN et 

al., 1992). Em C. fasciculata, assim como em humanos, a RPA foi encontrada como um trímero que 
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liga DNA simples fita através da subunidade maior (RPA-1), comprovando um alto grau de 

conservação entre as RPA encontradas na maquinaria de replicação de organismos divergentes. 

Sabendo que no genoma de Leishmania não há sequências homólogas às proteínas da família TEP, 

que inclui as proteínas que se ligam ao DNA simples fita telomérico: CDC13, POT1 e TEBP (CROY; 

WUTTKE, 2006). A LaRPA-1 entretanto, compartilha com as proteínas da família TEP, o domínio OB-

fold de ligação ao DNA simples fita. Assim sendo, é possível que a proteína LaRPA-1 identificada in 

vivo em associação com os telômeros de L. amazonensis pode ser considerada o homólogo funcional 

destas proteínas. Isso foi demonstrado em nosso laboratório por meio de ensaios de 

imunoprecipitação de cromatina (SIQUEIRA NETO, et al., 2007). 

 

1.8.1. Envolvimento da RPA na resposta a danos no DNA telomérico 

A RPA é normalmente fosforilada durante o ciclo celular e depois de ter ocorrido dano ao DNA 

em diferentes organismos (BINZ, et al., 2004). 

Segundo modelo proposto por Kowalczykowski (2000) a RPA coordena a resposta celular 

mediante danos na fita simples de DNA. Durante o mecanismo de reparo do DNA ou “stress” 

replicativo, a proteína RPA sofre uma hiperfosforilação sinalizando onde ocorreu o dano na fita de 

DNA, e assim interage com outras proteínas direcionando-as para uma via metabólica específica 

(ZOU et al., 2006), também atua sinalizando dano nos pontos de checagem do ciclo celular, e  

inibindo da progressão do ciclo celular, promovendo o reparo ou desencadeando a apoptose 

(KASTAN; BARTEK, 2004; SANCAR et al.,2004).  

Sabe-se que a proteína RPA participa das 4 grandes vias de reparo do DNA: reparo por 

excisão do DNA (nucleotide excision repair-NER), reparo por excisão de base (base excison repair-

BER), reparo por DNA não pareado (mismatch repair MMR) e reparo na quebra da dupla-fita (double-

strand break repair-DSB) (WOLD, 1997). Essas vias de reparo agem formando complexos com 

proteínas especializadas. Por exemplo, a via NER-RPA interage com as endonucleases XPF-ERCC1 

(Xeroderma Pigmentosum, complementation group F and Excision Repair Cross-Complementing 1), 

recrutando DNA polimerase para o complexo RPA – DNA simples fita para complementar o processo 
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de reparo (KOWALCZYKOWSKI, 2000). Sabe-se também, que durante o reparo de quebra do DNA 

na forma de dupla fita (DSBs), por recombinação homóloga, a RPA interage com dois membros do 

grupo epistático RAD52 (RAD51 e RAD52) (SUGIYANA et al., 2002, STAUFFER; CHAZIN, 2004),  e 

durante o reparo de quebra de dupla fita por recombinação não homóloga e reparo por junção de 

pontas não pareadas (NHEJ), a RPA interage com proteínas kinases (DNA-PK) e co-localiza com 

proteínas do complexo MRN (Mre11, HUS1, Nbs1), o qual atua como um sensor, sinalizando  onde 

ocorreu o dano (ROBISON et al., 2004). 

 Em leveduras de brotamento haplóides, a persistência de um único cromossomo 

quebrado leva a uma parada do ciclo celular em G2, através da ativação de uma resposta 

Rad9/Rad53 (MELO; TOCZYSKI, 2000). Também foi descrito em leveduras e humanos, uma vez 

ocorrido um dano, por ex, quebra de DNA na forma de dupla fita, a RPA interage com a proteína 

RAD51, participando do mecanismo de reparo por recombinação homóloga (STAUFFER; CHAZIN, 

2004). Esta interação se dá via o N-terminal da proteína RAD51 e o domínio RPA-1. Parece que 

RAD51 ao se ligar a RPA, compete pelo sítio de interação com o DNA, deslocando a RPA da fita 

simples de DNA no início da recombinação homóloga (STAUFFER; CHAZIN, 2004).  

Visto que o papel da RPA no metabolismo do DNA vai além de qualquer função isolada, o 

presente trabalho tem como objetivo compreender as interações de LaRPA-1 com outras proteínas, 

como as das maquinarias de replicação dos telômeros e as de reparo do DNA quebrado na forma de 

dupla fita. Para tal identificamos proteínas parceiras a RPA em parasitas cultivados em condições 

normais ou tratados com fleomicina, agente indutor de danos ao DNA (MCKEAN et al., 2001).   

Na maioria dos eucariotos a RPA e suas parceiras coordenam interações específicas de 

proteínas nucleares mantendo uma dinâmica equilibrada entre as principais maquinarias que 

envolvem a manutenção genômica (BAE et al., 2001, ZOU; ELLEDGE, 2003). Além disso, 

normalmente, os telômeros mantêm-se em um estado protegido (capped) o qual não é reconhecido 

por proteínas dos complexos de resposta a danos ao DNA e reparo. Porém, proteínas que compõe as 

vias de reparo/recombinação e os “pontos de checagem” de ciclo celular, encontram-se 

paradoxalmente interagindo com telômeros funcionais, via seus interatores, as proteínas teloméricas, 
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a cada ciclo de divisão celular, seja em mamíferos ou leveduras. Estas proteínas estão intimamente 

envolvidas não só com a regulação dos telômeros, ou seja, com sua replicação e proteção, mas 

também com o processamento e modificação estrutural do DNA telomérico, que exigem a ação local 

das mesmas. Desta forma, fica cada vez mais claro que os telômeros podem ser temporariamente 

reconhecidos como quebras de DNA em dupla fita. E mais, que a diferença entre uma quebra no 

DNA e um telômero é menos óbvia do que se pensava anteriormente (LONGHESE, 2008).  

 

2. Objetivos  

O presente trabalho tem como objetivo principal identificar as possíveis proteínas parceiras de 

LaRPA-1 nos telômeros de Leishmania amazonensis. Devido às inúmeras participações das RPAs 

nas diferentes via de metabolismo de DNA em outros eucariotos, inclusive os telômeros, propusemos 

que este estudo fosse realizado com parasitas em condições normais de cultivo e parasitas tratados 

com agentes genotóxicos. O intuito foi verificar se em L. amazonensis a proteína LaRPA-1, que 

sabidamente participa  da maquinaria telomérica (SMITH;  ROTHSTEIN, 2000, DAHLEN et al., 2003, 

SCHRAMKE et al., 2004 ; FERNÁNDEZ, 2004; SIQUEIRA-NETO, 2007) e que interage com a 

proteína LaRbp38 (DA SILVA et al., in preparation), pode participar da resposta a danos induzidos por 

agentes genotóxicos nos telômeros do parasita por alterações na expressão desta proteína ou de 

suas interações com o DNA telomérico e/ou com outras proteínas. 

Para isto foram utilizadas as seguintes estratégias: 

1. Análise de expressão de LaRPA-1 por Western blotting e imunofluorescência indireta. 

Os parasitas utilizados nestes ensaios foram tratados com fleomicina e como controle utilizou-se 

parasitas não tratados 

2. Análise das possíveis alterações na associação de LaRPA-1 com os  telômeros em 

parasitas tratados com  fleomicina, utilizando-se técnicas de imunoprecipitação da cromatina (ChIP) 

usando soro anti-LaRPA-1 e as sondas de DNA telomérico rico em G e C, além  de ensaios de 

hidridização in situ utilizando sonda telomérica.  
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3. Análise das possíveis alterações na associação de LaRPA-1 e/ou novas interações 

com proteínas, utilizando-se ensaios de co-imunoprecipitação seguido de análise por Western blotting 

usando soros específicos.  

 

3. Metodologia 

3.1. Cultura de Parasitas 

 Formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, cepa MHOM/BR/73/M2269 

foram cultivadas a 28C em meio “199 (Earle)” (Cutilab), suplementado com 10% soro fetal bovino e 

1X solução de antibiótico e antimicótico (penicilina e estreptomicina)/Antimicótico (Anfotericina B), 

Cultilab. 

 Para a manutenção das características biológicas desses parasitas, formas 

promastigotas de Leishmania amazonenses obtidos de cultura em fase exponencial foram inoculadas 

em hamsters e camundongos Balb/C, em ambos por via subcutânea (focinho e patas traseiras, 

respectivamente). Após o surgimento das lesões, os animais foram sacrificados em câmara de CO2 e 

as formas amastigotas do parasita foram recuperadas das seguintes formas: 

 Em hamster, as lesões começaram a aparecer dois meses após o inóculo. As formas 

amastigotas foram recuperadas das lesões, em um ambiente totalmente asséptico, de duas 

maneiras: a) injetando-se PBS 1X (phosphate buffered saline) nas narinas do animal, e em seguida 

recuperando essa solução juntamente com as formas amastigotas dos parasitas. b) retirando-se a 

lesão com auxílio do bisturi e macerando o material para homogeneização e liberação dos 

amastigotas das células. Após a recuperação das formas amastigotas as mesmas foram inoculadas 

em meio de cultura 199, suplementado com 10% de soro fetal bovino contendo o dobro da mistura de 

antibióticos e antimicóticos e, aproximadamente após sete dias, todas as formas amastigotas já 

haviam se transformado em promastigotas. 

Em camundongo Balb/C, as lesões surgiram aproximadamente 3 meses após o inóculo. As 

patas infectadas foram retiradas do animal e lavadas em álcool etílico 70%. Com o auxílio de uma 

tesoura foi retirada toda a infecção secundária em volta da lesão e o tecido foi macerado com auxílio 
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de um bisturi em solução PBS 1X estéril contendo uma mistura de antibióticos e antimicóticos (1X 

Penicilina/Estreptomicina, Cultilab). Em seguida, parte da solução contendo as formas amastigotas foi 

colocada em uma garrafa de cultura contendo meio 199, suplementado com 10% de soro fetal bovino 

e o dobro da mistura de antibióticos e antimicóticos, à temperatura ambiente, para permitir a 

transformação das formas amastigotas em promastigotas, aproximadamente após sete dias, todas as 

formas amastigotas já haviam se transformado em promastigotas. Parte desta cultura foi centrifugada 

a 1800 RPM por 10 min, o precipitado contendo os parasitas foi lavado 3 vezes com solução PBS 1X 

e utilizado para a preparação de extrato protéico para futuros experimentos. 

 

3.2. Produção de soro policlonal anti-LaRPA-1 em camundongos 

 Para a produção de soro policlonal anti-LaRPA-1 em camundongos foram utilizados 4 

camundongos fêmeas linhagem Hiah, com 3 meses de vida. As imunizações foram realizadas via 

subcutânea, inoculando-se 10 µg de proteína LaRPA-1 recombinante (LIRA et al., 2007d) misturada 

vol/vol com adjuvante completo de Freud (Sigma). Após 15 dias estes camundongos foram 

submetidos a uma nova imunização, inoculando-se por via subcutânea 34µg da proteína LaRPA-1 

recombinante e adjuvante incompleto de Freud. Após 7 dias estes animais foram submetidos à 

sangria total, via ocular e realizou-se a titulação dos anticorpos por ensaio de ELISA, utilizando-se 

como antígeno a proteína LaRPA-1 recombinante (dados não mostrados) e Western blotting 

utilizando-se extrato protéico de núcleo do parasita. O ensaios Western blotting foram revelados com 

este soro anti-LaRPA-1, nas diluições, 1:100, 1:250, 1:500 e 1:1000 respectivamente.  A melhor 

diluição do soro para ensaios de Western blotting em extratos de núcleo foi de 1:500 (dados não 

mostrados). 

 

3.3. Obtenção de extrato protéico total de formas promastigotas 

Para preparação do extrato total protéico, as células dos parasitas foram retiradas do meio de 

cultura por centrifugação (13000rpm por 10min), lavadas em PBS1X.  As células foram rompidas 

utilizando tampão contendo 150 mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS. Para 
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lisar 108 células foram necessário 200l do tampão. Para melhorar a qualidade do extrato, foram 

adicionados a esse volume 1l 1X de inibidor de proteases (Calbiochem) e adicionado ou não 10U de 

DNAse (Amershan Pharmacia Biotech) e extrato parasitário foi incubado no gelo por 15 min e em 

seguida misturado fortemente com auxílio do vortex durante 10 segundos. Este procedimento foi 

repetido por 15 vezes. Por fim, o extrato foi centrifugado a 10.000 rpm durante 8 min. O sobrenadante 

contendo extrato protéico parasitário total foi recuperado e estocado no freezer a - 80ºC. Utilizou-se o 

método de “Bradford” para dosagem de proteínas totais.  

 

3.4. Obtenção de extratos de frações subcelulares (núcleo e citoplasma) de formas 

promastigotas de L. amazonensis. 

 Os extratos de núcleo foram preparados de acordo com (FRAGAKI et. al., 2007) a 

partir de culturas de formas promastigotas em fase mid log de crescimento contendo 

aproximadamente de 1,5x 109 a 3.0 x 109 células. Os parasitas foram lavados três vezes em 1X PBS 

por centrifugação (206 g) por 5 min. a 4° C e incubadas por 10 min no gelo em 0,5 ml de tampão de 

lise I (Hepes 10 mM, pH 7.5, MgCl21.5 mM, KCl 10 mM, DTT 0,5 mM, NP40 0.5%, suplementado com 

1X coquetel de inibidores de proteases). Após a incubação, o precipitado foi centrifugado (1.460 g) 

por 10 min. a 4° C e o sobrenadante resultante foi coletado e usado como extrato de citoplasma. O 

precipitado contendo o núcleo foi incubado por 20 min no gelo com 0,05 ml de tampão de lise II 

(Hepes 20 mM, pH 7.5, MgCl21.5 mM, KCl 840mM, DTT 0,5 mM, glicerol 25%, EDTA 0.2 mM, 

suplementado com 1X coquetel de inibidores de proteases) e então centrifugado (15.500 g) por 15 

min. a 4° C. O sobrenadante resultante foi recuperado e usado como extrato nuclear. Os extratos das 

frações subcelulares (núcleo e citoplasma) foram armazenados no freezer a -80 °C. 

 

3.5.Tratamento de extratos nucleares com fosfatase alcalina (CIAP) 

 Os extratos de núcleo de parasitas tratados ou não com fleomicina (Invivogen), agente 

causador de danos ao DNA, foram incubados com 20U de CIAP (calf intestinal alkalyne phosphatase, 
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Invitrogen) por 40min a 30ºC. Estes extratos foram fracionados em gel SDS-PAGE 10%, analisados 

por Western blotting. 

 

3.6.Obtenção do IC50 para fleomicina 

   3.6.1 . Curvas de crescimento obtidas de formas promastigotas tratados com diferentes 

concentrações de fleomicina. 

 Antes de iniciar os estudos com fleomicina, primeiramente realizamos uma curva de 

crescimento com os parasitas tratados com 10-100 µg/ml de fleomicina por 0 h, 1 h, 3 h e 6 h a 28 ᵒC, 

após o período de incubação estes foram centrifugados, lavado em solução salina 1 x (PBS 1X), 

fixados em formaldeído 1% e contados em câmara de Neubauer. O mesmo procedimento foi 

realizado em parasitas não tratados com a droga, que foram utilizados como controle do experimento.  

As triplicatas deste ensaio foram plotadas em um gráfico usando o programa excell 2010. O desvião 

padrão da média de triplicatas foram estimados para cada concentração de droga e seus respectivos 

períodos de incubação.  

  3.6.2. Teste de exclusão celular utilizando o corante azul de tripan 

Para o teste de viabilidade celular por exclusão utilizou-se o corante azul de tripan. Somente 

as células não viáveis se coram com azul de trypan; as células viáveis permanecem não coradas. 

Assim, parasitas L. amzonensis em faze midi-log de crescimento foram tratadas ou nao 

tratadas (C) com 10-100μg/ml de fleomicina por 0, 1, 3 e 6 h. Após o perídodo de incubação essas 

células foram lavadas em solução salina (PBS 1X) em seguida foi adicionado às elas 0,4%de solução 

de corante azul de trypan (Gibco) diluido 1:1 em solução salina (PBS) (sigma, 1985) e incubadas 

15min  

à T.A. (temperatura ambiente). As células foram lavadas em PBS e realizou-se a quantificação 

em um leitor de Elisa (620nm).  
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3.7. Tratamento dos parasitas com fleomicina agente indutor de danos ao DNA 

 Baseado nos resultados obtidos na curva de crescimento e teste de viabilidade celular, 

com diferentes concentrações de fleomicina e baseado nos estudos de McKean, (2001), os parasitas 

foram tratados ou não (C) com fleomicina, em doses subletais (20-40µg/ml), por tempos variados. A 

expressão das proteínas LaRPA-1 e RAD51 foram analisadas por Western blotting  utilizando-se 

extratos protéicos totais, extratos de  núcleo e de extrato de cromatina (item 3.3, 3.4 e 3.5), revelados 

com soro policlonal anti- LaRPA-1 (SIQUEIRA NETO et al., 2007) e soro policlonal anti-RAD51 obtido 

a partir de  proteína recombinante produzido em  coelho (Ab46981, Abcam) , soro policlonal  anti-

Rbp38 (LIRA et al., 2007). 

 

3.8.  Expressão, renaturação e purificação da proteína recombinante LaRPA-1 obtida a partir 

de extratos de E. coli 

Para a expressão e purificação da LaRPA-1 recombinante utilizou-se protocolo segundo Lira, 

et al., (2007d). 

          Para a expressão da LaRPA-1 clonada no vetor pET 28a+, foram utilizadas cepas de bactérias 

E. coli (BL21 RP “codon plus”) e indução com IPTG. As bactérias recombinantes transformadas com 

esse vetor foram inoculadas em meio LB contendo os antibióticos canamicina (50g/ml) e cloranfenicol 

(30g/ml) e cultivadas a 37ºC sob agitação de 200 ciclos por minuto até atingirem DO600nm entre  entre 

0,6 e 0,8, foi adicionado  1 mM de IPTG “overnight”  para induzir a expressão da proteína. As células 

foram em seguida submetidas à centrifugação a 7.000 rpm por 10 minutos a 4ºC e os precipitados 

foram ressuspensos em tampão de lise (Tris-HCl pH8, 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 10 mM) contendo 

lizozima (200g/ml). O DNA das amostras foi quebrado mecanicamente utilizando-se sonicação (30s 

por 20 x,), e os extratos foram centrifugados a 2400g durante 15min a 4°C. Os “pellets” foram 

ressuspensos em solução PWS (1M de Uréia; Triton X-100), sonicados e centrifugados novamente de 

forma a se obter os corpúsculos de inclusão onde estão contidos a LaRPA-1 insolúvel. Após a lise e 

lavagens dos “pellets”, este foram ressuspensos em tampão (20 mM Glicina pH 10, 20 mM NaCl), e as 
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proteínas foram desnaturadas na presença de 7M de uréia (concentração final) e  1mM -

mercaptoetanol.  

        Para a purificação da proteína LaRPA-1 as soluções contendo a proteína desnaturada com uréia 

foram fracionadas em coluna Q- sepharose previamente equilibrada com tampão A (20mM Glicina, 

20mM NaCl, 7M Uréia, 71l/L  mercaptoetanol, e as proteínas foram eluídas em gradiente constante 

de tampão B (20mM Glicina pH 10, 1M NaCl, 7M Uréia, 71l/L  mercaptoetanol). Após a eluição da 

proteína nesta coluna, as frações que continham LaRPA-1 foram visualizadas em gel 10% SDS-PAGE 

corado com Coomassie e os eluatos foram agrupados para serem fracionados em coluna Hi Trap 

Chelating carregada com NiSO4 e equilibrada em “Start Buffer” (20mM Tris-HCl, pH 7,0; 0,5 M NaCl; 

7M Uréia; 71l/L  mercaptoetanol). As frações contendo a proteína foram eluídas em concentração 

constante de “Elution buffer” (20mM Tris-HCl, pH7,0; 0,5 M NaCl; 7M Uréia; 71l/L  mercaptoetanol) 

na presença de 0,5M Imidazol.  

        As frações de La RPA-1 coletadas na coluna Hit rap Chelating, foram dialisadas  “over night” em 

tampão (20mM Tris-HCl pH7,0, 20mM NaCl) e 1mM  mercaptoetanol, para garantir que toda uréia, 

sal e imidazol fossem eliminados da mistura, mas a concentração de  mercaptoetanol será a mesma.  

No dia seguinte as amostras de La RPA-1 precipitada foram centrifugadas à 13.000rpm/15 min/4 ºC, o 

pelete foi pesado na balança analítica e ressolubilizado em tampão 20mM Tris-HCl pH7,0, 20mM 

NaCl, heparina e uréia 7M final,  ficando sobre agitação a 4ºC por mais ou menos 7horas, nesse 

processo foram feitas 2 trocas deste tampão até que não restasse precipitados visíveis. 

        A amostra foi centrifugada a 13.000rpm à 4ºC. 

 

3.9. Análise do conteúdo de DNA por Citometria de Fluxo (FACSCalibur) 

 Cultura de L. amazonensis em fase mid log de crescimento foram tratadas ou não tratadas 

com 20µg/ml de fleomicina, nos tempos de incubação: 0 h, 1h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Após cada um 

desses períodos, 2 x 106 células foram fixadas em formaldeído 1%, tratadas com 10µg de DNase-free 

RNAse (USB). O DNA das células foi corado com 40 µg/ml de iodeto de propídio (Sigma, St. Louise, 

MO, U.S.A), seguindo protocolo previamente padronizado no laboratório. A análise do conteúdo do 
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DNA das células destes parasitas foi realizada em um citômetro analítico FACSCalibur (Becton 

Dickinson), e o programa utilizado foi o CELL Quest através da plotagens em histogramas.  

 

3.10.  Imunolocalização de proteínas utilizando ensaio de Imunofluorescência Indireta (IFI) 

Para os ensaios de imunofluorescência indireta, as lâminas foram previamente lavadas e 

tratadas com 0,1% de poli-lisina (Poly-L-lysine hydrobromide- Sigma). 106 parasitas na forma 

promastigota (L. amazonensis) tratados ou não com 40μg/ml de fleomicina por 0h, 1h e 3h, foram 

centrifugados a 5000 rpm, durante 5 min., descartado o sobrenadante, o as células foram 

ressuspensas em 1ml de PBS 1 X gelado e novamente centrifugado. Logo após os parasitas foram 

fixados em 400μl de fomalina 1%, em seguida lavados em PBS1X. Os parasitas foram 

permeabilizados durante 5 min. a temperatura ambiente na presença de 50μl de 0,1% Triton X-100 

(Calbiochem) após o tempo de permeabilização foi adicionado 6ul glicina 0,1M por 5min. Essas 

células foram centrifugadas a 5000 rpm,durante 5 min., o sobrenadante foi descartado e em seguida 

foi adicionado o anti- soro primário diluído em PBS na presença de  4%  BSA. Foram utilizados os 

soros policlonais de coelho anti-LaRPA-1 (título 1:4000), soro anti RAD51(1:1000) e anti γH2Ax 

(1:1000), previamente titulados. Os parasitas foram incubados “overnight” a 4ºC.  Após esse período 

de incubação as células foram lavadas com PBS 1 X. e em seguida foram incubados à 4ºC por 4 

horas na ausência de luz, com o anticorpo secundário anti- IgG de coelho marcado com Alexa Fluor  

555 (vermelho)  na diluição 1:3000  em PBS1X + 4% BSA. Em seguida as células foram 

centrifugadas a 5000rpm, por 5min, lavadas com PBS 1X, e em seguida ressuspensas em 100ul de 

PBS1X, 20ul desta supensão foram depoisitados nas lâminas. Em seguida as lâminas foram secas 

ao ar, seladas com 5 μl de Vectashield+DAPI (Vector) e lacradas com lamínula esmalte. As imagens 

foram analisadas por microscopia de fluorescência (Nikon Exclipse 80i), usando aumento de 100X em 

imersão e analisadas através do programa Nis-Elements BR. 
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3.11. Imunodetecção de proteínas por Western blotting 

Proteína recombinante LaRPA-1 (ítem 3.8) e proteinas nativas contidas nos extratos de núcleo 

e de cromatina de L. amazonensis (3.3, 3.4 e 3.5) foram fracionadas em géis SDS-PAGE 10% e 

transferidas para membrana de nitrocelulose (BioRad e Immobilon- Millipore) em tampão de 

transferência (48 mM Tris Base, 39 mM glicina, 20% metanol ) por 16 h a 4C (SAMBROOK & 

RUSSEL, 2001), utilizando-se o Trans-Blot Cell (BioRAD). A detecção das proteínas foi realizada 

através da utilização dos soros primários: policlonal de coelho anti- LaRPA-1 (SIQUEIRA NETO et al., 

2007), soro policlonal de humano anti-RAD51 (Ab46981, Abcam), soro policlonal de coelho anti-

Rbp38 (LIRA et al., 2007) e como soro secundário utilizou-se anti-IgG de coelho conjugado HRP (Bio-

Rad), e para a revelação utilizou-so kit  immobilon TM Western chemiluminescent HRP substrate 

(Millipore). 

 

3.12. Sincronização da cultura de parasitas para análise da expressão das proteínas LaRPA-1, 

RAD51 e histona H2Ax  durante o ciclo celular 

O procedimento usado para sincronizar culturas em crescimento exponencial de fomas 

promastigotas de L. amazonensis foi padronizado por da Silva et al., in preparation. 

 Culturas de três dias foram inoculadas com hidroxiuréia (HU) para concentração final de 400 

µg/ml, ficando incubadas por 12 h. Após o tratamento, os parasitas foram centrifugados à 2500 rpm 

por 15 minutos e descartado o meio com HU.  Após os parasitas foram ressuspensos em dobro do 

volume original de meio de cultura fresco. Esses parasitas foram tratados ou não tratados (C) com 

40µg/ml de fleomicina por 1,3, e 6 h. Amostras contendo mínimo de 2x106 parasitas foram coletadas 

ao longo dos tempos de incubação com droga. As células foram centrifugadas (5000 rpm por 5 

minuto), o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 200 ul de PBS 1x. 

 Após nova centrifugação (5000 rpm por 5 minuto) e descarte do sobrenadante as células 

foram fixadas utilizando 300 ul de formaldeído 1%, diluído em PBS1X  por 5 minutos à temperatura 

ambiente. O formaldeído foi removido após centrifugação (10000 rpm por 1 minuto) e as células 

foram lavadas com 200 ul de PBS 1x seguido de nova centrifugação. Após a etapa de fixação foram 
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procedidas as mesmas etapas do protocolo de imunofluorêscencia que está descrito acima (item 

3.10.). 

 

3.13. Preparação de extratos de cromatina 

 Os extratos de cromatina foram preparados a partir de uma cultura de L. amazonensis em fase 

mid log de crescimento, utilizando-se 108 células. Para obtenção de proteínas associadas ao DNA 

(cromatina), os parasitas foram centrifugados por 10min à 3500rpm, e em seguida as células foram 

lavadas PBS 1x, e o precipitado foi ressuspenso em 100ul de tampão contendo: (10mM Tris-HCl pH 

7,4, 100Mm Nacl, 300mM, Sacarose,  3mM MgCl2, 50mM NaF, 1mM Na3Vo3, 0,1mM Inibidores de 

Protease, 0,1% Triton), após 10min. de incubação no gelo sob agitação, estes foram centrifugados à 

3500rpm por 10min., e o sobrenadante foi coletado (Fração solúvel), e o precipitado foi tratado com 

50U de DNAse I (Sigma) por 30 min à temperatura ambiente em 1X tampão DNAse I (10 mM Tris-HCl, 

pH8.0, 5 mM MgCl2, 3 mM CaCl2). A reação foi parada adicionando-se 2,5 mM de EDTA pH 8, as 

proteínas suspensas foram centrifugadas a 3.500rpm por 15 min e o sobrenadante contendo a 

cromatina foi utilizado para ensaios de Western blotting. 

 

3.14. Ensaios de imunoprecipitação utilizando “Pierce R Crosslink Immunoprecipitation Kit” 

 Para a realização do ensaio de imunoprecipitação (IP), primeiramente preparou-se extratos 

protéicos de núcleo a partir de cultura de L. amazonensis em fase mid log de crescimento (1x109) 

conforme (como descrito item 3.4) (FRAGAKI, 2007). Para preparação dos extratos os parasitas 

tratados ou não com 40µg/ml de fleomicina por 0 h,1 h e 3 h.  Esses extratos foram utilizados para o 

ensaio de imunoprecipitação. Este ensaio foi realizado utilizando o kit de imunoprecipitação Pierce R 

Crosslink Immunoprecipitation Kit, esse kit oferece vantagem de reter os anticorpos à resina contendo 

a proteína A, e sendo assim permite a eluição da proteína de interesse sem os contaminantes 

eventuais como as cadeias leve e pesada dos anticorpos. O procedimento é realizado em uma coluna 

HandeeTM spin column jutnamente com proteina A.  Foi utilizado 200µg de soro policlonal anti-RPA-1 

produzido em camundongo. 1/10 dos eluatos imunoprecipitados e 10% do input (extrato de núcleo que 
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nao foi imunoprecipitado) foram fracionados em gel SDS-PAGE  e  analisados por Western blotting 

revelados com anti-soros específicos para as proteínas em estudo.  

Como controle do experimento utilizou-se soro pré-imune para revelação dos 

imunoprecipitados. 

 

3.15. Imunofluorescência Indireta (IFI) combinada com hibridização fluorescente in situ 

utilizando sonda telomérica.  (FISH). 

 Para o ensaio de FISH combinado com IFI, primeiramente os parasitas foram tratados ou não 

(C) com 40g/ml de fleomicina por 1 h e 3 h, em seguida foram submetidos a um ensaio de IFI como 

descrito no item 3.13 e antes da etapa de selagem com Vectashield+DAPI, as laminas foram 

incubadas com uma sonda telomérica utilizando o kit Telomere PNA FISH Kit/FITC (Dako 

Cytomation) (DA SILVA et al., 2010). As imagens foram analisadas por microscopia de fluorescência 

(Nikon Exclipse 80i), usando aumento de 100X e foram capturadas utilizando-se o programa Nis-

Elements BR. 

 

3.16. Ensaio de imunoprecipitação de cromatina (ChIP) 

 Para este experimento foram utilizados 8,0 x 107 células/experimento, provenientes de uma 

cultura de L. amazonensis em fase mid log de crescimento, tratados ou não com 20 g/mL de 

fleomicina por 0 h, 1 h, 3 h e 6 h. Após esses períodos de incubações foram adicionados à cultura  

formaldeído 1% final e incubado  por 30min, em seguida  foi adicionado glicina 25mM  por 5min. As 

incubações foram feitas sob  agitação e em temperatura ambiente, centrifugados à 4000rpm por 

10min, lavados em PBS 1x. Para lisar as célula, foi acresentado ao pellet 1,2 ml de tampão lysis 

buffrer ( 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.002% SDS), e mais 1X protease inhibitor 

cocktail (Calbiochem). Para fragmentar as células foi empregado o uso do sonicador (35x com 

intervalo de 1min no gelo). A cromatina foi imunoprecipitada com anticorpo anti-La-RPA-1 e o DNA foi 

extraído com fenol-clorofórmio. As amostras de DNA foram espotadas no slot-blotted e hibridizada 

com as sondas telG [Tel6-( 5´TTAGGG-3´)6] e tel C (-Tel 1[(CCCTAA)]3, conforme protocolo 
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estabelecido (LIRA et al., 2007c). Como controle do experimento alíquotas correspondente a 1% e 

5% do total de numeros de células (input), foram testadas separadamente.Foram também utilizados 

como controle o mock e soro pré-imune de coelho. 

Para o ensaio de imunoprecipitação da cromatina utilizou-se o protocolo descrito em (LIRA, et 

al, 2007c). 

 

4. Resultados   

4.1. LaRPA-1 sofre diferentes níveis de fosforilação durante o crescimento exponencial de 

promastigotas de Leishmania e quando submetida a tratamento com agente genotóxico 

(fleomicina). 

Tem sido relatado que as subunidades 1 e 3 da proteína RPA em humanos (RPA70 e RPA14) 

não são fosforiladas durante o ciclo celular, embora tenha sido observado nestas subunidades um 

baixo nível de fosforilação dependente de ciclina A/cdk1 e ciclina B/cdk1 in vitro (OAKLEY et al., 

2003, BINZ et al., 2004). Já em S. cerevisiae, a subunidade maior da proteína RPA (RFA1) é 

fosforilada em respostas a agentes genotóxicos ao DNA, tais como MMs (Methyl methanesulfonate, 

HU(Hidroxiuréia) e radiação UV (OAKLEY et al, 2001). 

Nossos resultados mostraram que LaRPA-1 sofre diferentes níveis de fosforilação durante o 

crescimento exponencial de promastigotas de L. amazonensis (Fig.7 e dados não mostrados). Notou-

se por várias vezes que quando extratos protéicos totais e de núcleo de L. amazonensis eram 

submetidos a ensaios de Western blotting e revelados com soro policlonal de coelho anti-LaRPA-1 ou 

soro de camundongo anti-LaRPA-1, bandas de migração mais lenta que a LaRPA-1 eram reveladas 

(dados não mostrados). Essas bandas sugerem que LaRPA-1 talvez possa sofrer diferentes 

modificações pós-traducionais, por exemplo fosforilação. A Fig. 7 representa um Western blotting 

contendo extratos de núcleo de parasitas em fase mid log de crescimento, esses extratos foram 

tratados (linhas 3 e 4) ou não tratados (linhas 1 e 2) com inibidor de fosfatase, e tratados (linhas 2 e 

4) ou não (linhas 1 e 3) com fosfatase alcalina (calf intestinal alkaline phosphatase – CIAP). A Fig. 7B 

mostra os extratos de núcleo tratados com 20µg/ml de fleomicina preparados com inibidor de 
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fosfatase e em seguida tratados com CIAP. Esses extratos foram fracionados em gel SDS-PAGE 

10%, e submetidos a ensaios de Western blotting revelados com soro anti-LaRPA-1. Observou-se 

que as bandas que sugeriam ser formas fosforiladas da LaRPA-1 eram abolidas quando os extratos 

nucleares eram tratados com CIAP (Fig.7A linhas 2 e 4), o que não ocorria quando os extratos não 

eram tratados com CIAP (Fig.7 linhas, 1 e 3). Isto indica que a LaRPA-1 sofre diferentes níveis de 

fosforilação. Um outro fato interessante foi observado, quando os extratos de núcleo com ou sem 

inibidor de fosfatase foram tratados com CIAP, houve uma intensificação na banda de 51kDa, sendo 

menos intensa na presença de inibidor de fosfatase, confirmando que a proteína nativa LaRPA-1 

(51kDa) sofre esta modificação pós – tradução durante o crescimento exponencial do parasitas. O 

mesmo efeito foi visualizado quando os parasitas foram tratados com a fleomicina e os extratos 

preparados na presença do inibidor de fosfatase e também tratados com CIAP, notou-se uma 

intensificação na banda de 51kDa, além da intensificação de formas hiperfosforiladas após 6 horas 

de indução de dano, sugerindo que assim como outros eucariotos a LaRPA-1 sofre naturalmente 

fosforilação e hiperfosforilação na presença de dano (BINZ et al., 2004). 

 

 

A) 

  B) 

Fig.7 
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Fig. 7. A fosforilação da LaRPA-1 ocorre em diferentes níveis durante o crescimento 
exponencial de promastigotas de Leishmania. Em A) Western blotting contendo extratos nucleares 
(107 parasitas/linha do gel), preparados na ausência (linhas 1 e 2) e na presença de inibidor de 
fosfatase (In.fosf.) (linhas 3 e 4), estes foram revelados com soro policlonal de coelho anti-LaRPA-1. 
Para testar as bandas de migração mais lenta que a LaRPA-1 nativa, os extratos foram incubados 
com 20U de CIAP (linhas 2 e 4). O resultado mostra os diferentes níveis de fosforilação e possível 
hiperfosforilação da LaRPA-1 indicado pelo asterisco (*). Em B) Western blotting contendo extratos 
nucleares (107 parasitas/linha do gel) tratados com 20µg/ml  de fleomicina. Esses extratos foram 
preparadas na presença de inibidor de fosfatase e em seguida foram tratados com 20U fosfatase 
alcalina (CIAP) (linhas 1-5).  

 
 

4.2. Fleomicina induz parada de crescimento de promastigotas de L. amazonensis entre as 

fases G1/S do ciclo celular 

Sabendo que na maioria dos organismos a fleomicina é uam droga que quebra DNA na forma 

de dupla fita (Mckean, et al., 2001), procurou-se determinar o IC 50 para as  formas promastigotas de 

L. amazonenses. Utilizou-se primeiramente o método clássico usando o MTT. O teste do MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) é um teste usado para avaliar viabilidade celular. 

O MTT, quando incubado com células vivas, tem seu substrato quebrado por enzimas mitocondriais, 

transformando-se de um composto amarelo em um composto azul escuro (formazan), no entanto  

não obteve resultado satisfatprio , pois a flleomicina absorve a luz no mesmo comprimento de onda 

(570nm) do que o  formazan (dados não mostrados). Desta maneira foram realizadas curva 

decrescimento com diferentes concentrações de fleomicina (10, 20, 40, 60 e 100µg/ml). A Fig. 8A 

mostra que após 6 h de incubação com 60µg/ml de fleomicina houve uma redução no número de 

parasitas em aproximadamente 50%, o que é semelhante ao IC50 da fleomicina para  formas 

promastigotas de L. major (McKean et al.,2001).  Neste experimento o controle do experimento está 

representado pelos parasitas nao tratados com fleomicina.  Nota-se que a maior concentração de 

fleomicina usada neste ensaio (100µg/ml) não foi capaz de provocar a morte em 100% dos parasitas 

(Fig, 8A). Assim procurou-se examinar a influência da fleomicina sobre a viabilidade dos parasitas, 

usando o teste de exclusão celular pelo azul de tripan (Paland et al., 2009). A Fig. 8B demostra que 

quando se compara os parasitas controles ( nao tratados com fleomicina) com os parasitas tratados 

com  20-100µg/ml por 3 horas resultou na mortalidade de aproximadamente  25- 40%, sugerindo que 
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o dano induzido pela fleomicina foi rapidamente reparada, assim decidiu-se realizar a maioria dos 

experimentos apresentados nesta tese  utilizando a concentração de 20-40µg/ml  de fleomicina e 

dentro do período de incubação 0- 3h.  

 Em seguida verificou-se o ciclo celular desses parasitas quando estes foram tratados com a 

droga. Assim os promastigotas de Leishmania amazonensis não tratados (controle) e tratados com 

fleomicina (20 µg/ml) por 1h, 3h, 6h, 12h e 24h, foram submetidos à análise por citometria de fluxo 

conforme descrito na metodologia (item 3.9). A figura 8C representa um histograma comparando a 

fluorescência do iodeto de propídio em relação à quantidade de DNA dos parasitas controle (C) com 

os parasitas tratados com a droga (F), Observa-se na Fig.8C que provavelmente em resposta ao 

dano ocasionado pela fleomicina, os parasitas sofreram um atraso nas fases G1 e S do ciclo celular, 

logo nas primeiras 3 horas, (indicado pela seta) persistindo até 24horas em comparação aos 

parasitas não tratados.. Este resultado sugere que a fleomicina atua inibindo o crescimento dos 

parasitas e provavelmente ativando checkpoints do ciclo celular nas fases G1/S,estabelecendo uma 

provável sincronização da cultura, já que ainda persistem parasitas viáveis na cultura. 

 



 48 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

Fig.8 



 49 

 

 

 

Fig. 8. Fleomicina inibe o crescimento dos parasitas e induz parada em G1/S no ciclo celular 
de formas promastigotas de L. amazonensis. A) Curva de crescimento de parasitas não tratados e 

B) 

C) 

] 
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tratados com diferentes concentrações (10-100µg/ml) de fleomicina por 0h-6h. As células foram 
contadas em câmara de Neubauer. B)Teste de exclusão celular usando o corante azul de Tripan. 
Em células viáveis,o azul de tripan não é absorvido, entretanto, penetra na membrana das 
células mortas, como as células vivas são excluídas da coloração esse teste é chamado teste de 
exclusão, assim o gráfico mostra a quantidade de parasitas inviáveis na cultura após o tratamento 
com 10,20,40, 60 e 100 µg/ml de fleomicina, por 0h, 1h, 3h e 6h. C) Os histogramas medem a 
fluorescência do iodeto de propídio em relação à quantidade de DNA das células dos parasitas. Os 
parasitas controles (C) e os parasitas tratados com 20 µg/ml de fleomicina (F), foram coletados nos 
tempo: 0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Cada histograma representa dados coletados em 20.000 
eventos para cada amostra. A análise do conteúdo do DNA das células destes parasitas foram 
realizadas em um citômetro analítico FACSCalibur (Becton Dickinson), e o programa utilizado para 
plotagem desses histogramas foi o CELL Quest.  

 

4.3. Fleomicina induz danos ao DNA: Possível envolvimento de LaRPA-1 e RAD51 na resposta 

ao dano no DNA induzido por  fleomicina   

Com a finalidade de verificar se a fleomicina está ocasionando danos ao DNA de Leishmania 

amazonensis, além de analisar a expressão de LaRPA-1 e RAD51 na presença da droga, realizou-se 

ensaios de imunofluorescência indireta (IFI). Parasitas em fase exponencial de crescimento foram 

tratadas ou não tratadas com 40g/ml de fleomicina por 0h, 1h e 3h (Fig.9) e submetidas a ensaios 

de Imunofluorescência Indireta (IFI) (item 3.10). Para confirmar que realmente a fleomicina está 

causando dano ao DNA desses parasitas, utilizou-se soro específico a um sensor universal a danos 

ao DNA, a histona γH2Ax (REDON et al., 2002). A Fig.9 representa as imagens capturadas referentes 

aos parasitas não tratados com a droga (controles) e os parasitas tratados com a droga nos 

respectivos tempos de incubação. Observa-se que a fleomicina está provocando dano ao DNA 

desses parasitas, visto que não há marcação do soro anti-γH2Ax nos parasitas controles (não 

tratados com fleomicina). Em contrapartida, após 1 hora de tratamento com a fleomicina, 90% das 

células expressam a γH2Ax, sugerindo que ocorreu dano no DNA. Após 3 horas de exposição a 

droga, ocorre uma visível diminuição da marcação para γH2Ax (mais de 80% das células), sugerindo 

que o dano foi sinalizado e as proteínas de reparo já foram recrutadas. Foi observado que houve um 

aumento gradativo na expressão de LaRPA-1 durante o tratamento com a droga, sugerindo que a 

LaRPA-1 participa na resposta ao dano no DNA, juntamente com RAD51.  Contradizendo Mckean, 

(2001), RAD51 apresentou uma expressão basal em aproximadamente 20% das células que não 

foram  tratadas  com fleomicina (C), e  teve aumento marcante e gradual de sua expressão, entre 1-
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3h de exposição com a droga. Este aumento aparece inicialmente em aproximadamente 60% das 

células tratadas chegando a 90% das células após 3h de exposição, quando comparado com o 

controle. Isto sugere que RAD51 deve ser recrutada como parte da maquinaria que repara o dano 

provocado pela fleomicina. A fig.9B mostra a quantificação da intensidade da intensidade de 

fluorescencia utilizando o programa Nis-Elements BR. 

 
 
 

Fig.9 
 
A) 



 52 

 

 

 

 

 
B) 

C) 



 53 

D) 

                       

 

Fig.9. Possivel envolvimento de LaRPA-1 e RAD51 na resposta a dano ao DNA induzido 
fleomicina. A-C) Ensaio de imunofluorescencia indireta (IFI) em parasites tratados ou não (C) 
com40µg/ml de fleomicina por 1h e 3h. As células foram incubadas com soros primários: α-LaRPA-1, 
α-γH2Ax e α-RAD51 seguido a incubação de soro secundário com Alexa Fluor 555 goat anti-coelho 
IgG (Invitrogen) (vermelho).Para visualizar o núcleo (N) e o cinetoplasto (K) utilizou-se um corante de 
DNA, o DAPI. As imagens foram analisadas por microscopia de fluorescência (Nikon Exclipse 80i), 
usando aumento de 100X e analisadas através do programa Nis-Elements BR. D) Análise quantitativa 
de intensidade de fluorescência das imagens de IFI (7A), utilizando programa Nis-Elements BR. O 
gráfico representa a média das intensidades de fluorescência obtidas em 10 células. As barras 
representam o desvio padrão. 
 
 

4.4.  Fleomicina provoca alterações na expressão das proteínas LaRPA-1 e RAD51 

Para verificar se a fleomicina altera a expressão de LaRPA-1 e RAD51 em L.amazonensis, 

foram preparados extratos de núcleo  provenientes de parasitas tratados ou não  com 40µg/ml de 

fleomicina por 0h, 1h, 3h e 6h.  Esses extratos foram fracionados em gel SDS-PAGE 10%, e 
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analisados por Western blotting, revelado com soro policlonal anti-LaRPA-1 e anti-RAD51. Como 

controle de loading a membrana do gel com esses extratos foi corada com Ponceau (0,1%). Nos 

resultados mostrados na Fig.10., analisou-se a expressão de LaRPA-1 (caixa superior) e RAD51 

(caixa inferior). Observando os resultados, nota-se um aumento na expressão da proteína após 

incubar os parasitas por 1h com a droga, (Fig.10A, linha2, 3 e 4 caixa superior, e fig. 10B)  o que de 

certa forma confirma os achados de IFI (Fig. 10A-C e Fig.10A). Quando se analisou a expressão de 

RAD51 (Fig.10. caixa inferior), nota-se que a RAD51 apresenta expressão basal em parasitas não 

tratados com a droga (Fig. 10, linha 1, caixa inferior), confirmando os achados de IFI (Fig 9A-C). No 

entando, na presença da droga, a expressão de RAD51 é aumentada imediatamente após 1hora de 

tratamento em relação ao controle (Fig. 10, linha 2, caixa infeiror), mostrando um pico em 3 horas de 

exposição com a droga (Fig. 10, linha 3) como observado nos ensaios de IFI mostrados na fig. 9C. 

Resultado semelhante se observa para a expressão de LaRPA-1 (Fig. 10, linhas1-3, caixa superior e 

Fig 9B). Após 6 horas de incubação com a droga houve uma diminuição da expressão de RAD51. 

Esses resultados apresentados sugerem que em Leishmania a quebra de DNA na forma de dupla fita 

induz o mecanismo de reparo por recombinação homóloga, levando a ativação da proteína RAD51 já 

que o parasita não tem RAD52 em seu genoma. (STAUFFER; CHAZIN, 2004). A Fig. 10B mostra a 

quantificação da intensidade da banda utilizando o programa scion image. 
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Fig.10. Fleomicina causa alterações na expressão de LaRPA-1 e RAD51 em 
promastigotas de L. amazonensis.  A) Extrato protéico de núcleo obtidos a partir de parasitas em 
fase mid log de crescimento incubados em meio livre de fleomicina (controles) (linha 1) e extratos 
protéicos de núcleos incubados com 40µg/ml  de fleomicina por 1h, 3h e 6h, (linha 2-4). As proteínas 
nucleares foram fracionadas por gel SDS-PAGE 10%, cada linha do gel contém o equivalente de 6x 
107 parasitas, em seguida o gel contendo as proteínas fracionadas foi transferido para uma 
membrana de nitrocelulose (Bio-rad). Na parte superiorfoi utilizado para revelação soro anti-LaRPA-1 
obtido em coelho. Na parte infeiror utilizou-se soro anti-RAD51obtido em coelho (Abcam).B) Análise 
quantitativa da intensidade do ensaio de western blotting, utilizando o programa Scion image.  
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4.5. A intensidade de fluorescência de LaRPA-1 e RAD51 aumentam durante a fase S do ciclo 

celular,  em parasitas tratados com fleomicina  

Culturas de parasitas sincronizados com Hidroxiuréia (DA SILVA et al., in preparation), foram 

tratados ou não tratados (C) com 40g/ml de fleomicina por 1, 3 e 6 h e após esse período de 

incubação seguiu-se com o ensaio de imunofluorêscencia indireta (IFI), o qual foi revelado com soro 

primário anti-LaRPA-1 e anti-RAD51, e soro secundário Alexa Fluor 555 goat anti-coelho IgG 

(Invitrogen) (vermelho). Pode-se visualizar nas imagens mostradas na Fig.11A-B que quando se 

compara os parasitas controles (não tratados com fleomicina) com os parasitas tratados com 

fleomicina há uma aumento na expressão de LaRPA-1 logo na primeira hora de incubação com a 

droga, atingindo seu ápice em 3h. Após 6 horas de incubação com a droga, a expressão de LaRPA-1 

iguala-se aos controles, sugerindo assim que LaRPA-1 pode estar envolvida com a resposta ao dano 

induzido pela fleomicina. Esse fenômeno é obeservado em 90% dos campos analisados.  Quando se 

analisa a Fig. 11C-D observa-se que assim como visto nas Fig. 11A-B, houve um aumento na 

expressão de RAD 51 logo nas primeiras horas de tratamento com a droga e atinge um ápice em 3 

horas de tratamento em comparação aos parasitas controles (não tratados com fleomicina). Esse 

fenômeno é obeservado em 90% dos campos analisados Esse resultado sugere que LaRPA-1 e 

RAD51 participa da resposta ao dano no DNA, assim como mostrado em outros eucariotos.  
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Fig.11. Fleomicina causa aumento da expressão de LaRPA-1 e RAD51 em células 
sincronizadas com HU. A) Ensaio de imunofluorescencia indireta (IFI) em parasitas com ciclo celular 
sincronizado com HU, foram tratados ou não (C) 40µg/ml de fleomicina por 1h e 3h. As células foram 
incubadas com soro primário: α-LaRPA-1, seguido a incubação de soro secundário com Alexa Fluor 
555 goat anti-coelho igG (Invitrogen) (vermelhoPara visualizar o núcleo (N) e o cinetoplasto (K) 
utilizou-se um corante de DNA, o DAPI. As imagens foram analisadas por microscopia de 
fluorescência (Nikon Exclipse 80i), usando aumento de 100X e analisadas através do programa Nis-
Elements BR.B) Análise quantitativa de intensidade de fluorescência das imagens de IFI (9A), 
utilizando programa Nis-Elements BR. O gráfico representa a média das intensidades de 
fluorescência obtidas em 10 células. As barras representam, o desvio padrão. C) Ensaio de 
imunofluorescencia indireta (IFI) em parasitas com ciclo celular sincronizado com HU, foram tratados 
ou não (C) 40µg/ml de fleomicina por 1h e 3h. As células foram incubadas com soro primário: α-
RAD51, seguido a incubação de soro secundário com Alexa Fluor 555 goat anti-coelho igG 
(Invitrogen) (vermelhoPara visualizar o núcleo (N) e o cinetoplasto (K) utilizou-se um corante de DNA, 
o DAPI. D) As imagens foram analisadas por microscopia de fluorescência (Nikon Exclipse 80i), 
usando aumento de 100X e analisadas através do programa Nis-Elements BR.   

 
 
 

D) 



 61 

4.6.  Maior quantidade de LaRPA-1 se associa ao DNA nas primeiras horas de tratamento com 

fleomicina 

Para analisar se na presença de fleomicina ocorria alterações na quantidade de LaRPA-1 e 

RAD51 associadas a cromatina, preparou-se extratos de cromatina (item 3.5) a partir de parasitas em 

fase midi log de crescimento tratados ou não com 40ug/ml de fleomicina nos tempo de  0h,1h, 3h e  

6h e a cada tempo de incubação foram tratadas ou não com 50U de Dnase. Essas cromatinas foram 

fracionadas em gel SDS-PAGE 10% e submetidos a Western blotting. Os resultados apresentados na 

Fig.12 A mostram que houve uma leve alteração na quantidade de LaRPA-1 associada ao DNA 

(cromatina) em parasitas tratados quando estes foram comparados com o controle,  (Fig.12, linhas 1-

8), no entanto em 3 horas de incubação com  droga e quando este extrato foi incubado com DNase, 

nota-se uma maior quantidade de LaRPA-1 ligada na cromatina, sugerindo que LaRPA-1 atua na 

resposta ao dano global no DNA em 3 horas de exposição a droga. Resultado semelhante nota-se 

quando analisamos RAD51 (Fig. 12B), há uma maior quantidade de RAD 51 em 3 horas quando os 

extratos foram incubados com Dnase quando comparado aos controles.  Resultado semelhante foi 

obtido no ensaio de IFI em células sincronizadas (Fig.11. Além disso, a LaRPA-1 mostrou diferentes 

níveis de fosforilação em resposta a danos induzidos pela fleomicina (Fig.12A painel a cima). Isto foi 

confirmado quando essas bandas fosforiladas foram abolidas quando esses extratos de cromatina 

foram tratados com fosfatase alcalina (CIP) (Fig. 12A painel do meio). Estes achados sugerem que 

após 1h de tratamento coma fleomicina maior quantidade de LaRPA-1 e RAD 51 são ligados a 

cromatina quando tratados com fleomicina e parte da laRPA-1 é fosforilada/ hiperfosforilada e é 

liberada do DNA  provavelmente  para dar o lugar a outras proteínas de  reparo , como RAD51. Como 

controle do experimento as membranas foram coradas com ponceau. 
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Fig.12.                      

 

 
 
Fig. 12. Fleomicina desencadeia níveis de fosforilação da LaRPA-1 e  aumento da quantidade 
de LaRPA-1  e RAD 51 associadas à cromatina em promastigotas de L. amazonenses, em 3 
horas de tratamento com fleomicina. A) O tratamento com CIP foi utilizado para eliminar as bandas 
que sugeriam ser bandas fosforiladas da LaRPA-1 ( marcadas com asterisco) induzidas após o 
tratamento dos parasitas com fleomicina (Fig. 12 A , painel do meio, linhas 1-6). A-B A quantidade de  
LaRPA-1 (A) e RAD51(B) ligadas a cromatina foram analisadas por western blotting utilizando soros 
anti LaRPA-1 e RAD51 respectivamente. Para isto foram preparados  extratos de cromatina de 107 

A 

B 
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parasitas tratados ou não com 40g/ml de Fleomicina (Fig. 12 A e 12 B, linhas 1-6), foram tratadas 
(Fig. 12 A e 12 B, linhas, 2,4 e 6 ) ou não (Fig. 12 A e 12 B linhas, 1,3,5 e 7) com 50U de Dnase e 
fracionadas em gel SDS-PAGE 10 % e submetidos a Western blotting.  
 

 

4.7. A LaRPA-1 interage com RAD51 e telomerase, sugerindo possível participação destas 

proteínas na resposta  a danos nos telômeros. 

 Para verificar se a fleomicina provoca alteração nas interações entre LaRPA-1 e outras 

proteínas, foram realizados ensaios de imunoprecipitação. Para isso, os complexos 

imunoprecipitados com soro anti-LaRPA-1 (camundongo) (ítem 3.16), foram fracionados em gel SDS 

-PAGE 10% e analisados por Western blotting (Fig. 13B). A Fig. 13 A-B mostra resultados de Western 

dos blotting de extratos de núcleo utilizados para o ensaio de imunoprecipitação (input 10%) (Fig.13A) 

e 1/1 dos eluatos contendo proteínas imunoprecipitadas, ambos revelados com soro anti-LaRPA-1, 

anti-RAD51, anti-TERT e anti-Histona H2A não fosforilada. Analisando a Fig. 13B (painel à esquerda) 

nota-se que a LaRPA-1 pode formar complexos com RAD51 e com telomerase, mesmo na ausência 

de fleomicina, e esta interação tornou-se mais forte quando os parasitas foram tratados por 3 horas 

com fleomicina.  Para mostrar que essas proteinas estão ligadas ao DNA, revelou-se os eluatos de 

Imunoprecipitação e o input (Fig. 13A) com histona, analisando a Fig. 13B (painel a esquerda) nota-

se que uma maior quantidade de histona é imunoprecipitada com LaRPA-1 em 3 horas de tratamento 

com fleomicina, sugerindo que LaRPA-1 se liga mais fortemente ao DNA nesse tempo de tratamento 

com a droga.  Como controle do experimento os eluatos de imunorepcipitação foram relvelados com 

soro pré imune  (fig.13C) 
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Fig.13     

 

         Fig.13. LaRPA-1, RAD51 e Telomerase formam parte de um mesmo  complexo em 

Leishmania amazonensis. Em A) Corresponde 10% do input (extrato de núcleo) utilizado no ensaio 

de imunoprecipitação, esses extratos foram fracionados em gel SDS-PAGE, e revelados com soro 

anti-LaRPA-1, anti-RAD51, anti- TERT e anti-Histona H2A.B) extratos obtidos a partir de parasitas 

tratados e nao tratados (C)  com 40µg/ml de fleomicina por 1h e 3h, foram imunoprecitado em coluna 

 
   B A

) 

C 
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proteína HandeeTM spin column, juntamente com proteína A (Crosslink Immunoprecipitation Kit- 

Pierce) e  soro policlonal anti-LaRPA-1 produzido em camundongos. Linha 1, 10% do input utilizado 

no ensaio, Linha 2-4,  1/10 dos eluatos contendo as proteínas imunoprecipitadas foram fracionados 

em gel SDS-PAGE, e revelados com soro anti-LaRPA-1, anti-RAD51, anti- TERT e anti-Histone. C) 

Como controle do experimentos os eluatos contendo as proteinas imunoprecipitada foram revelados 

com soro pré-imune.  

 
 
 

4.8. LaRPA-1  e RAD51 são recrutados para os  telômeros em parasitas tratados com 

fleomicina.  

    4.8.1. Co-localização da proteína LaRPA-1 e RAD51 nos telômeros quando os parasitas 

foram tratados com fleomicina. 

Realizou-se ensaio de imunofluorescencia indireta combinada com hibridização fluorescente in 

situ (FISH),(item 3.17) utilizando como sonda o kit  Telomere PNA FISH Kit/FITC (DakoCytomation) 

(Fig.14) e protocolo previamente estabelecido (SIQUEIRA NETO et al. 2007, DA SILVA, et al. 2010). 

Os parasitas utilizados neste ensaio foram tratados ou não (C) com 40g/ml de fleomicina por 1h, 3h 

e 6h, em seguida foram submetidos a um ensaio de IFI usando como soro primário anti-LaRPA-1 

(Fig. 14A) e soro primário anti-RAD51(Fig.14B), como soro secundário  foi utilizado Alexa flúor 555. 

Analisando a Fig. 14A, observa-se que quando os parasitas foram tratados por 1h com 40ug/ml de 

fleomicina, há um aumento na marcação de LaRPA-1 no telômero comparando com os parasitas não 

tratados com a droga (C),  e essa marcação aumento ainda mais em em 3 horas de tratamento com a 

droga, esses resultados coicidem com os resultados obtidos no ensaio de imnoprecipitação da 

cromatina (ChIP) hibridizada com a sonda telomérica da fita C (-Tel 1[(CCCTAA)]3, (Fig.14B), quando 

ocorreu um aumento da cromatina imunoprecipitada com anti-LaRPA de parasitas tratados com a 

droga por 1 hora e 3 horas,  sugerindo mais uma vez que a LaRPA-1 é recrutada imediatamente para 

os telômeros em resposta a danos no DNA.  Na fig. 14B pode se observar a colocalização de RAD 51 

no telômero em 3 horas de tratamento com a droga,  sugerindo que a fleomicina provoca sítios de 
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DNA danificado conhecidos por focos de DNA telomérico não fucionais ou TIFs (“telomere-

dysfunction induced foci”) nos telômeros desses parasitas e que  LaRPA-1 e RAD51 estão atuando 

na resposta local. 
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Fig. 14 
 

 
Fig.14. Provável participação da LaRPA-1 e RAD51 na resposta a danos no telômero em L. 

amazonensis Parasitas tratados ou não (C) com 40g/ml  de fleomicina por 1h, 3h e 6h. A) No 
ensaio de IFI as células foram incubadas com soros primário α-LaRPA-1, seguido a incubação de 
soro secundário marcado com   Alexa Flúor 555 anti-igG  de coelho (Invitrogen) (vermelho). Em 

B 

A 
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seguida as lâminas foram incubadas com sonda telomérica, utilizando o kit Telomere PNA FISH 
Kit/FITC (DakoCytomation) (verde). As imagens foram analisadas por microscopia de fluorescência 
(Nikon Exclipse 80i), usando aumento de 100X e analisadas através do programa Nis-Elements BR. 
Para visualizar o núcleo (N) e o cinetoplasto (K) utilizou-se um corante de DNA, o DAPI. B) No ensaio 
de IFI as células foram incubadas com soros primário α-RAD51, seguido a incubação de soro 
secundário marcado com   Alexa Flúor 555 anti-igG  de coelho (Invitrogen) (vermelho). Em seguida as 
lâminas foram incubadas com sonda telomérica, utilizando o kit Telomere PNA FISH Kit/FITC 
(DakoCytomation) (verde) . Colocar Ke N na fig e falar o q o DAPI. As imagens foram analisadas por 
microscopia de fluorescência (Nikon Exclipse 80i), usando aumento de 100X e analisadas através do 
programa Nis-Elements BR. Para visualizar o núcleo (N) e o cinetoplasto (K) utilizou-se um corante 
de DNA, o DAPI. As flecham apontam a co-localização da proteína de interesse no telômero do 
parasita. 
 
 
4.8.2. LaRPA -1 é recrutada para os telômeros em parasitas tratados com fleomicina 

As inúmeras proteínas que compõe os telômeros permitem diferenciar os terminais 

cromossômicos normais de DNA quebrado na forma de dupla fita, assim protegendo-os da ação 

deletéria das proteínas de reparo que estão presentes nesses terminais (BAILEY et al., 1999; 

BOULTON; JACKSON, 1998). Quando analisa-se os telômeros em relação a resposta ao dano 

induzido por fleomicina, percebe-se que assim como no DNA não telomérico, os telômeros também 

respondem mediante a ocorrência de um dano (LINGER;  PRICE, 2009). Por estas razões é de 

grande importância compreender os mecanismos que controlam os telômeros através das proteínas 

que o compõem e das interações entre elas. 

Assim, procurou-se compreender como se inicia a resposta ao dano nos telômero em 

Leishmania. Para tal, os parasitas foram tratados ou não com 20 µg/ml de fleomicina em diferentes 

tempos (0h, 1h, 3h e 6h), esses parasitas foram submetidos a ensaio de imunoprecipitação de 

cromatina. O DNA imunoprecipitado que era parte da cromatina obtida foi transferido para uma 

membrana e hibridizado com diferentes sondas (TelG, TelC) a fim de verificar se havia DNA 

telomérico na cromatina imunoprecipitada. (Fig.15 A e C). Na Figura 15C, a cromatina 

imunoprecipitada com anti-LaRPA foi hibridizada com a sonda telomérica da fita G [Tel6-( 

5´TTAGGG-3´)6] que hibridiza com a fita telomérica rica em C. Os resultados mostram que nos 

parasitas não tratados com a droga, quando comparado aos inputs (1% e 5%), a quantidade de 

LaRPA-1 ligada a fita telomérica rica em C é de aproximadamente 2,5% após 6 horas de 

crescimento do parasita, o que coincide com o momento de uma duplicação da cultura (dados não 
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mostrados) e com o possível involvimento da LaRPA-1 com a replicação do DNA. Nos períodos que 

antecedem as 6h de crescimento do parasita, a quantidade de DNA telomérico imunoprecipitado 

permaneceu entre 0,8 e 1%, como mostrado anteriormente (SIQUEIRA NETO et al., 2007). Em 

contraste, quando os parasitas foram tratados por 3h com fleomicina, a quantidade de LaRPA-1 nos 

telômeros dobra em relação ao controle (de 1% para aproximadamente 2%) coincidindo com o 

momento que a fleomicina induz parada no ciclo celular (ver Fig 8C). Foram usados como controle 

do experimento, DNA telomérico não imunoprecipitado (mock) e imunoprecipitado com soro pré-

imune. Em 15A a cromatina imunoprecipitada com anti-LaRPA foi hibridizada com a sonda 

telomérica da fita C (-Tel 1[(CCCTAA)]3, que hibridiza a fita telomérica rica em G. Aqui pode-se 

observar que a quantidade de LaRPA-1  recrutada após 1h de tratamento com a droga dobra em 

relação ao controle e ela permanece associada aos telômeros até 3h de tratmento com a droga. Isto 

sugere que a LaRPA-1 responde ao dano induzido pela fleomicina, e que esta resposta é 

preferencialmente mais rápida para a fita telomérica rica em G, a qual é considerada alvo principal 

de interação de LaRPA-1 nos telômeros do parasita (BOCHLKAREVA et al., 2001). Esses resultados 

sugerem que na quantidade de 20 μg/ml a fleomicina pode causar danos ao DNA de Leishmania, 

isto evidenciado pelo recrutamento da LaRPA-1 para o telômero. Além disso, nessa concentração, a 

droga deve ter estimulado pontos de checagem de ciclo celular que levaram a parada em G1/S após 

6 h de tratamento (Fig.8C). As Fig. 15B e 15D representam a quantificação  através do programa 

Scion image da quantidade de DNA imunoprecipitada com LaRPA-1 nas respectivas fitas 

teloméricas. 
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Fig.15. LaRPA-1 é rapidamente recrutada para os telômeros quando os parasitas são tratados 
com  fleomicina. A) DNA de promastigotas de L. amazonensis não sincronizadas em relação ao 
ciclo celular e em fase mid log de crescimento, foram tratados (Fleo) ou não (C) com fleomicina. E 
estes foram imunoprecipitados com soro anti-LaRPA-1 com ou com soro pré-imune (pre immune) 
Para o controle da reação foram utilizadas células não imunoprecipitadas com soro (mock). O input 
corresponde a 1% e 5% do DNA total de 0,8 x 108 células. As amostras foram transferidas para 
membrana e o DNA foi hibridizado com a sonda telomérica Tel TelG a qual hibridiza a fita telomerica 
rica em C.B) Quantificação da intensidade de banda usando o programa Scion image.  

  C) 

D) 
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C) DNA de promastigotas de L. amazonensis não sincronizadas em relação ao ciclo celular e em fase 
mid log de crescimento, foram tratados (Fleo) ou não (C) com fleomicina, estes foram 
imunoprecipitados com soro anti-LaRPA-1 com ou com soro pré-imune (pre immune) Para o controle 
da reação foram utilizadas células não imunoprecipitadas com soro (mock). O input corresponde a 
1% e 5% do DNA total de 0,8 x 108 células. As amostras foram transferidas para membrana e o DNA 
foi hibridizado com a sonda telomérica Tel C que hibridiza a fita telomerica rica em G. D) 
Quantificação da intensidade de banda usando o programa Scion image.  
 

5. Discussão 

Inúmeras proteínas que coordenam a dinâmica da estrutura telomérica estão associadas aos 

telômeros formando um grande complexo nucleoprotéico. Este complexo protéico é responsável por 

manter a estabilidade do telômero e também por regular o acesso a telomerase (DMITRIEV et al., 

2003; AUBERT; LANSDORP, 2008). Essas proteínas teloméricas podem estar associadas 

diretamente ao DNA, a outras proteínas teloméricas ou ainda a outros fatores, tais como proteínas 

das maquinarias de replicação e de reparo a danos no DNA (SMOGORZEWSKA; DE LANGE, 2004, 

de LANGE 2005), algumas tendo ação dependente, inclusive, da fase do ciclo celular (LONGHESE 

2008). Estas proteínas geralmente estão envolvidas na regulação da atividade de telomerase e na 

resposta a danos no DNA telomérico. Estudos recentes têm facilitado este entendimento e confirmam 

que os telômeros podem ser temporariamente reconhecidos ou se assemelharem estruturalmente a 

DNA quebrado na forma de dupla fita (DSB) (LONGHESE, 2008). No entanto, esses terminais 

mantêm-se normalmente em um estado protegido (“capped”) os quais não são reconhecidos por 

proteínas dos complexos de resposta e reparo a danos ao DNA.  

Em mamíferos, seis proteínas se associam a repetição TTAGGG no terminal dos 

cromossomos formando um complexo nucleoproteico denominado “shelterina” (DE LANGE, 2005). 

Este complexo permite distinguir células normais de células com DNA danificado/quebrado nas 

extremidades dos cromossomos, reprimindo ações drásticas da maquinaria de reparo no local, 

principalmente a açãos das quinases ATM e ATR, e regulando a manutenção dos telômeros via 

telomerase (LIU et al., 2004). Outro complexo telomérico, o complexo CST, formado por proteínas 

“RPA-like” e que têm homólogos funcionais e estruturais em leveduras, plantas e humanos, 

apresentam funções teloméricas e extra-teloméricas que lhe conferem independência de “shelterina” 
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para atuar nos telômeros e em outras maquinarias (WELLINGER, 2009). Especula-se inclusive que 

um complexo CST mínimo compõe os telômeros de Leishmania spp. (DA SILVA et al., em 

preparação). 

Há uma década não se conhecia nenhuma proteína que se associava aos telômeros de 

Leishmania, hoje já é possível estabelecer um panorama parcial da constituição da cromatina 

telomérica de L. amazonensis (Fig.6). Em nosso laboratório, foram identificados três complexos 

protéicos que se associam in vitro ao DNA telomérico simples fita rico em G (FERNÁNDEZ et al., 

2004). Duas proteínas que compõem dois destes complexos foram identificadas em extratos 

nucleares de L. amazonensis utilizando-se métodos bioquímicos. São elas as proteínas LaRbp38 e 

LaRPA-1  (FERNÁNDEZ et al., 2004). Ambas também interagem e co-localizam com os telômeros do 

parasita in vivo (LIRA et al., 2007a, SIQUEIRA NETO et al., 2007). Também já foram identificadas 

proteínas que se associam à dupla-fita telomérica desta espécie, como a LaTBP1, a LaRBP38 (LIRA 

et al., 2007b) e a LaTRF (DA SILVA et al.,2010) além da enzima telomerase responsável pela 

elongação dos terminais cromossômicos (CANO et al., 1999; GIARDINI et al., 2006, GIARDINI et al., 

2010). 

O foco deste trabalho é a proteína LaRPA-1, que em Leishmania spp., corresponde ao 

homólogo da subunidade 1 do trímero que compõe o complexo RPA (LaRPA-1).  (SIQUEIRA NETO 

et al., 2007). O complexo (RPA) compreende três proteínas conservadas na escala evolutiva, que 

complexadas são consideradas o principal ligante de DNA na forma de simples-fita no genoma de 

eucariotos (WOLD, 1997). Este complexo apresenta funções essenciais no metabolismo do DNA, 

participando das maquinarias de replicação, reparo, recombinação, “checkpoint” e transcrição 

(LONGHESE et al., 1994, WOLD, 1997, SMITH et al., 2000).  RPA1 e RPA2 também atuam na 

regulação dos telômeros em leveduras, mamíferos e protozoários (SMITH et al., 2000, SCHRAMKE 

et al., 2004, KIBE et al., 2007, KOBAYASHI et al., 2010, LIRA et al., 2007b), sendo por isso 

consideradas importantes para a coordenação do metabolismo de DNA nas células eucarióticas.  

A RPA aparece nos telômeros de leveduras transientemente durante a fase S do ciclo celular 

(VERDUN; KARLSEDER, 2006), e está envolvida na ativação dos pontos de checagem do ciclo 
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celular. Nos telômeros de leveduras atua ativando a enzima telomerase através da interação com as 

proteínas CDC13 e Est1, que fazem parte do complexo do telossomo (LONGHESE, 2008). Já, em 

Leishmanias spp. a ação da proteína LaRPA-1 identificada in vivo em associação com os telômeros, 

pode ser funcionalmente idêntica às das proteínas CDC13 de leveduras e POT1 de mamíferos e 

plantas, uma vez que está demonstrado que não existem proteínas semelhantes ou homólogos a 

POT1 e a CDC13 no genoma destes parasitas (SIQUEIRA NETO et al., 2007; LIRA et al., 2007b). 

Lembrando que as proteínas CDC13 e POT1 apresentam papel importante na proteção e regulação 

do tamanho dos telômeros, e são essenciais para a normal proliferação celular (XIN et al., 2007; 

WANG et al., 2007, TAGGART et al., 2002). 

Já o envolvimento da RPA com a resposta a danos no DNA desencadeia a hiperfosforilação 

da subunidade 2 em humanos e o recrutamento de proteínas da família RAD, como a RAD51 em 

leveduras (OAKLEY et al., 2003, BINZ et al., 2004). Foi descrito em C. elegans que a subunidade 1 

da RPA (RPA-1) sofre fosforilação através das proteínas quinases  CHK1, ATM e ATR quando ocorre 

quebra na dupla fita do DNA (DSBs) ocasionado por radiações ionizantes (LEE,  2010). O processo 

de reparo de DSBs já é bastante conhecido em diversos organismos eucariotos, e ocorre tanto por 

mecanismos de recombinação homóloga (HR, “homologous recombination”) quanto de junções de 

terminais não-homólogos (NHEJ, “non-homologous end-joining”) (PASTINK et al., 2001). A HR é um 

tipo de rearranjo genético que ocorre através da quebra e junção de moléculas de DNA em regiões 

idênticas, ou muito similares e é também considerada a principal via de reparo de DSB em eucariotos 

inferiores (BHATTACHARYYA et al., 2004). A HR contribui com a geração de variabilidade genética, 

por exemplo, em tripanosomatídeos (MACHADO et al., 2006), embora existam poucos relatos sobre a 

ação desta maquinaria nestes organismos (MCKEAN et al., 2011, MACHADO et al., 2006; REJIS DA 

SILVA et al., 2006).  

Nada se sabe sobre as atuações da LaRPA-1 na resposta a danos no DNA, global e local, no 

caso nos telômeros, de Leishmania amazonensis. Assim, neste trabalho procurou-se verificar se 

agentes genotóxicos, como a fleomicina, são capazes de induzir danos no DNA do parasita e também 

alterações na expressão e nas interações de LaRPA-1.  
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É sabido que a fleomicina induz quebra na dupla fita do DNA (POVIRK et.al, 1989), e por isso 

é considerada um agente genotóxico interessante para estudos funcionais de proteínas envolvidas 

com resposta a danos no DNA ou envolvidas diretamente com a maquinaria de reparo. No presente 

trabalho mostrou-se que a fleomicina atua provavelmente inibindo o crescimento dos parasitas por 

ativação de algum “checkpoint” de ciclo celular entre as fases G1/S. Efeito similar causado pela 

fleomicina foi mostrado em leveduras de fissão (BELENGUER et al., 1995). Estudos realizados por 

Mckean et al., (2001) com  Leishmania major mostraram que a fleomicina foi capaz de induzir a 

expressão de uma proteína envolvida com o reparo de quebra na dupla fita do DNA, a recombinase 

RAD51. Sabe-se que em leveduras e humanos, uma vez ocorrido um dano, por quebra de DNA na 

forma de dupla fita, a RPA interage com a proteína RAD51, participando do mecanismo de reparo por 

recombinação homóloga (SUGIYANA et al., 2002, STAUFFER; CHAZIN, 2004). Esta interação se dá 

via o N-terminal da proteína RAD51 e o domínio A de interação com o DNA simples fita da 

subunidade RPA-1. Parece que RAD51 ao se ligar a RPA, compete pelo sítio de interação com o 

DNA, deslocando a RPA da fita simples de DNA no início da recombinação homóloga (STAUFFER; 

CHAZIN, 2004).  

 Para iniciar em nesse estudo, primeiramente procurou-se saber se em Leishmania a LaRPA-1 

era fosforilada assim como descrito em outros eucariotos (BINZ, S. K.,et al., 2004). Um fato 

interessante foi observado quando preparou-se extratos de núcleo  provenientes de L. amazonensis  

tratados ou não com fleomicina. Observou-se que LaRPA-1 sofre fosforilação naturalmente e que 

esta modificação é independente da ocorrência de danos no DNA, assim como descrito em outros 

eucariotos (BINZ et al., 2004). Entretanto ainda não se sabe qual(is) proteína quinase(s) e(sao) 

responsavel(is) pela fosforilacao de LaRPA-1.  

Para confirmar que realmente a fleomicina estava causando danos no DNA destes parasitas, 

utilizou-se um sensor universal de dano ao DNA, a histona γH2Ax . Histona H2Ax é uma isoforma da 

histona H2A, que desempenha um papel importante como sensor e efetor do dano ao DNA (REDON 

et al., 2002). H2Ax é necessária para formação de complexos de proteínas de reparo como BRCA1, 

53BP1, NBS1 e Mre11 (CELESTE et al., 2002; PENG et al, 2003), e tem sido demonstrado que sua 
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forma fosforilada γH2Ax é expressa somente em células sob estresse  de replicação ou com DNA 

danificado na forma de quebra em dupla fita (ROGAKOU et. al, 1999). A resposta a danos no DNA 

telomérico também é caracterizada pelo acúmulo nos telômeros de componentes das maquinarias de 

reparo, tais como p53BP1 ou γH2Ax, que formam sítios nucleares de DNA danificado conhecidos por 

focos de DNA telomérico não fucionais ou TIFs (“telomere-dysfunction induced foci”) (TAKAI et al, 

2003). Concluiu-se neste trabalho que a fleomicina provoca danos no DNA de L. amazonensis, visto 

que na sua presença ocorre o rápido recrutamento da histona fosforilada γH2Ax para o núcleo dos 

parasitas.  Este é acompanhado de aumento sinergístico de LaRPA-1 e RAD51 detectados por IFI. 

Na presença da droga ocorre um aumento gradual e crescente de RAD51 no núcleo, atingindo seu 

ápice após 3h de tratamento e este é acompanhado da visível diminuição e posterior 

desaparecimento da histona γH2Ax. Nessas condições experimentais também se observaram leves 

alterações nos níveis de LaRPA-1 no núcleo dos parasitas tratados, quando se comparou aos 

controles (Fig.9A-C) Assim como, em extratos nucleares de células não sincronizadas (Fig. 10A) foi 

observado um leve aumento nos níveis de  LaRPA-1 e RAD51 sugerindo que ocorreu provável 

resposta ao dano provocado no DNA. Em células sincronizadas com hidroxiuréia, foi possível 

observar que a fleomicina induziu um acúmulo de LaRPA-1 e RAD51 no núcleo dos parasitas na fase 

S do ciclo celular (Fig.11A-B), concordando com seus respectivos papéis de sinalizar e reparar o 

dano. Isto foi acompanhado por um aumento gradual na quantidade de LaRPA-1 ligada a cromatina. 

Foi demonstrado em tripanosomatídeos que a síntese de histonas em geral aumenta quando os 

parasitas entram na fase S do ciclo celular, sugerindo assim que a síntese de histona está 

intimamente ligada com a replicação do DNA. No entanto, a adição de hidroxiuréia na cultura não 

interfere na transcrição das histonas (SOTO et al., 2004). Sabendo-se que a HU desencadeia a 

parada do ciclo celular nas fases G1/S (SOTO et al., 2004) e  lembrando que RPA-1 exerce várias 

funções no metabolismo do DNA (LONGHESE et al., 1994, WOLD, 1997, SMITH et al., 2000, 

SCHRAMKE et al., 2004, KIBE et al., 2007, KOBAYASHI et al., 2010), pode ser que esse aumento da 

quantidade detectada de  LaRPA-1 em células sincronizadas esteja implicada com o evento de 

replicação do DNA (Fig.11). Além disso, contradizendo os resultados de mckean et al., (2001) com  
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Leishmania major, foi mostrado que a fleomicina era capaz de induzir danos ao DNA do parasita e 

provocar a superexpressão natural da proteína recombinase RAD51 (Fig.9), sugerindo fortemente 

que a semelhança de outros eucariotos, RAD51 participa ativamente da resposta ao dano no DNA 

induzido pela fleomicina (MCKEAN et al., 2001). A atividade de recombinase RAD51 também foi 

mostrada em um estudo utilizando células de mamíferos transfectadas como produto do gene RAD51 

de T. cruzi (TcRad51). As células superexpressando RAD51 apresentaram resistência à radiação 

ionizante e ao tratamento de culturas de T. cruzi com Zeocina, a qual é uma droga membro da família 

da bleomicina/Fleomicina. (REGIS-DA SILVA, 2006). 

Os resultados aqui apresentados sugerem que em Leishmania amazonensis a quebra de DNA 

na forma de dupla fita induz reparo por recombinação homóloga, levando a ativação da proteína 

RAD51 já que o parasita não tem RAD52 em seu genoma (STAUFFER; CHAZIN, 2004). Em outros 

eucariotos, este tipo de reparo inicia-se com a formação de fitas de DNA contendo longas porções 

simples fita em direção a extremidade 3‟ do DNA (“3‟-single-stranded DNA overhangs”). Estas são 

rapidamente cobertas por RPA, que passa a funcionar como um sensor de danos e a recrutar as 

recombinases RAD51 e RAD52. Estas recombinases formam um complexo com RPA deslocando-a 

da simples fita de DNA e efetivando o inicio do reparo (STAUFFER; CHAZIN, 2004). Em outros 

tripanosomatídeos como, por exemplo, em Trypanosoma brucei, a RAD51 exerce papel importante 

na recombinação homóloga durante a variação antigênica (MCCULLOCH; BARRY, 1999) e em 

Leishmania major, o homólogo da RAD51 é altamente conservado na escala evolutiva e cumpre 

atividades compatíveis as RAD51 de outros eucariotos (MCKEAN et al., 2001). 

Quando analisa-se os telômeros do parasita em relação a resposta ao dano induzido por 

agente genotóxico, como fleomicina, percebe-se que assim como o DNA não telomérico, os 

telômeros também respondem mediante a ocorrência de um dano (LINGER; PRICE, 2009). Mesmo 

existindo diferenças notáveis na composição e na arquitetura dos telômeros de humanos, leveduras, 

plantas e protozoários, os princípios gerais da função das proteínas nos telômeros são os mesmos 

(LINGER; PRICE, 2009). Em todos os casos os complexos teloméricos nucleoprotéicos permitem que 

as células diferenciem terminais cromossômicos naturais, de quebras de DNA em dupla fita. Sem a 
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proteção dos telômeros, os terminais cromossômicos ativam as vias de reparo de DNA as quais 

sinalizam a célula para interromper a divisão levando-a a senescência ou apoptose (BAILEY et al., 

1999; BOULTON; JACKSON, 1998). Por estas razões é de grande importância compreender os 

mecanismos que controlam os telômeros através das proteínas que o compõem e das interações 

entre elas. 

Em humanos, uma disfunção em algum componente da “shelterina” implica no recrutamento 

transitório ou parcial de fatores que não estão presentes durante todo o ciclo celular DIOTTI;  

LOAYZA, 2011.  Esses fatores quando associados aos telômeros levam a estabilidade cromossômica 

permitindo o processamento dos telômeros e a passagem da fase S para as fases G2 e M do ciclo 

celular DIOTTI; LOAYZA, 2011. Por outro lado, a depleção ou perda de função de algum componente 

da “shelterina” pode levar a ativação de proteinas quinases ATM ou ATR, além da parada do ciclo 

celular e instabilidade genômica (DIOTTI; LOAYZA, 2011). Estudos mostraram que em células de 

camundongo, TRF2 e POT1 atuam diretamente na resposta a danos no DNA telomérico. 

POT1 inibe ATM e TRF2 inibe ATR, (CELLI; DE LANGE, 2005; LAZZERINI, D., 2007, evitando assim 

respostas catastróficas tais como a ocorrência de rearranjos cromossômicos inadequados e fusões 

terminais LAZZERINI, 2007.  

Em leveduras, foram propostos dois modelos (LISBY et al., 2010). No primeiro modelo, a 

ressecção de um único telômero na fase S do ciclo celular levaria a um encurtamento gradual nos 

telômeros nas células daquela população. Neste caso os terminais simples-fita “TG1-3´-overhangs” 

estariam predominantes recobertos por Cdc13 não por RPA, o que previniria a formação de uma 

estrutura filamentar característica para a interação de RPA e o subsequente recrutamento da 

recombinase RAD52. Se a ressecção se extender para a região subtelomérica, as proteínas RPA e 

Rad52 são recrutadas para iniciar a recombinação homóloga. O segundo modelo propõe que uma 

resposta precoce a danos nos telômeros poderia ser resultado de um colapso acidental em uma 

forquilha de replicação formada próximo a um telômero. Isto iria expor os terminais simples-fita “TG1-

3´-overhangs” que seriam reconhecidos tanto pela Cdc13 quanto pela RPA. Na ausência de 

telomerase, ocorreria o recrutamento de Rad52, levando a uma via alternativa de reparo dos 
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telômeros. Em estudo independente, Ozza et al, (2009), mostraram que DSBs induzidas pela 

endonuclease HO induzem o recrutamento de Cdc13 para a fita simples no local da DSB e que isto 

requer as atividades da exonuclease Mre11 e da recombinase RAD51, sugerindo que na ausência de 

RAD51, RPA poderia prevenir a ocupação da fita simples pela Cdc13.  

Em L. amazonensis, a presença da fleomicina induziu um rápido aumento na quantidade de 

LaRPA-1 associada a fita telomérica rica em G, quando comparada com a fita C (Fig.15B). Isto pode 

ser explicado pelo fato de que a própria LaRPA-1 nutre a ausência de outros homólogos funcionais 

das proteínas CDC13 e POT1 nos telômeros do parasita. E por ser um componente natural da 

cromatina fita telomérica de Leishmania (SIQUEIRA NETO, 2007; LIRA et al., 2007b; DA SILVA et al., 

em preparação), em um evento de estresse, no caso provocado pela fleomicina, a LaRPA-1 pode 

estar cumprindo um papel duplo, como protetor dos terminais simples-fita, evitando a ação do reparo 

e como sensor de um possível dano neste local. Ensaios de FISH-IFI usando sonda telomérica 

(Fig.14.A), confirmam estes achados e mostram que a presença de fleomicina induz rápido aumento 

da quantidade de LaRPA-1 associada aos telômeros, seguido da presença em alguns poucos focos 

teloméricos da proteína de reparo RAD51, sugerindo assim que  LaRPA-1 deve prevenir perdas da 

simples fita telomérica e também elicitar uma resposta local. 

Com os resultados apresentados até aqui, pode-se sugerir que LaRPA-1 está implicada tanto   

na resposta global a danos que provocam quebra de DNA em dupla fita quanto a resposta local nos 

telômeros de L. amazonensis. Esta ação pode ser direta por interação com o DNA simples fita (como 

mostrado por FISH/ IF e ChIP) ou indireta interagindo com proteínas teloméricas e com proteínas da 

maquinaria de reparo, no caso RAD51. Sabendo-se que o papel da RPA no metabolismo do DNA vai 

além de qualquer função isolada, procurou-se confirmar as interações que esta proteína poderia fazer 

com proteínas teloméricas na presença de agente genotóxico e com a RAD51.  

Vale lembrar que em outros eucariotos, durante o reparo de quebra do DNA na forma de dupla 

fita (DSBs), por recombinação homóloga, a RPA interage com dois membros do grupo epistático 

RAD52 (RAD51 e RAD52) (SUGIYANA et al., 2002, STAUFFER; CHAZIN, 2004), e durante o reparo 

de quebra de dupla fita por recombinação não homóloga e reparo por junção de pontas não pareadas 
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(NHEJ), a RPA interage com proteínas kinases (DNA-PK) e co-localiza com proteínas do complexo 

MRN (Mre11, HUS1, Nbs1), sinalizando  onde ocorreu o dano (ROBISON et al., 2004). 

O complexo MRN (Mre11-Rad50-NBS1),  o qual também está implicado com o processo de  

reparo por recombinação (DENG, 2009), pode promover resposta a danos nos telômeros e o 

alongamento deste. Foi proposto que em células de camundongo, na ocorrência de dano ao DNA, 

ATM fosforila a proteína telomérica TRF1, evento este dependente de Nbs1, reduzindo a quantidade 

de TRF ligada no DNA o que por sua vez, induz a ativação da telomerase (WU, 2010). Da mesma 

maneira, em células telomerase positivas, a depleção de Mre11 ou Nbs1, induz a redução do 

tamanho dos telômeros (CHA, 2006). 

Sabendo disso, aqui procurou-se identificar os possíveis complexos de interação com a 

LaRPA-1. 

Para verificar se a fleomicina provoca alteração nas interações da LaRPA-1 com outras 

proteinas, foram realizados ensaios de imunoprecipitação. Assim, verificou-se que a LaRPA-1 pode 

formar complexos  com RAD51, Tert e com a histona H2A não fosforilada mesmo na ausência de 

fleomicina e quando na presença desta droga a  interação entre estas proteínas não é desfeita, mas 

sim intensificada, sugerindo que elas atuam juntas nesta resposta local. KALOCSAY et al. (2009) e 

outros (LISBY et al., 2010) demostraram que a persistência de uma DSB leva a ssociação associação 

do DNA danificado na periferia do núcleo, em um processo que requer RAD51 e a histone variante 

H2A.Z. 

Visto que as proteínas teloméricas são essenciais para manter a estabilidade genômica, 

compreender os mecanismos que elas utilizam para controlar os telômeros através de suas 

interações e associações poderia levar ao conhecimento de alvos para o desenvolvimento de novas 

terapias anti-parasitárias. Uma vez conhecidas estas informações talvez sejamos capazes de 

interferir nestas células desestabilizando seus telômeros, e consequentemente induzir instabilidade 

genômica. Dependendo do organismo, induzir senescência e até a morte celular. Sabendo que a 

leishmaniose é uma doença de grande importância epidemiológica e seu tratamento é muito limitado, 

ferramentas moleculares serão de grande utilidade para a melhor compreensão da biologia do 
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parasita.  Desta forma, é de total interesse continuar os estudos de interações da proteína LaRPA-1, 

para futuramente propor um novo panorama do complexo de proteínas teloméricas de L. 

amazonensis e assim entender a dinâmica e a importância dessas associações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusões 

Neste trabalho, procurou-se caracterizar a proteína LaRPA-1 de Leishmania amazonensis, e 

identificar  suas parceiras. Baseado nos resultados apresentados pode-se concluir que: 

 A proteína LaRPA-1 sofre diferentes níveis de fosforilação durante o crescimento 

exponencial de promastigotas de Leishmania e que este é independente da ocorrência de 

dano no DNA .  

 A fleomicina foi capaz de provocar parada nas fases G1/S do ciclo celular desses 

parasitas e recrutar rapidamente o sensor de danos no DNA, a histona fosforilada H2Ax 

para o núcleo dos parasitas,  

 Os resultados apresentados sugerem que em Leishmania amazonensis, quando 

provocado dano no DNA a proteína RAD51 é rapidamente recrutada, sugerindo que assim 

como em leveduras e humanos, RAD51 deve atuar no reparo ao dano induzido pela droga.  
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 Em células sincronizadas nota-se um  aumento na quantidade de LaRPA-1  e RAD51 

no núcleo de parasitas tratados com fleomicina, comparando-se com os parasitas não 

tratados. 

 O aumento da quantidade de LaRPA-1 e RAD 51 associada nos telômeros após tratamento 

com a fleomicina é caracterizado por sua possível participação na resposta local  nesses 

terminais.  

 LaRPA-1 pode formar complexos com, RAD51, Telomerase  e histona H2A não fosforilada 

mesmo na ausência de fleomicina e quando na presença desta droga a  interação entre 

estas proteínas não é desfeita, mas sim intensificada, sugerindo que elas atuam juntas 

nesta resposta local. 
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