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Resumo

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da Doenca de Chagas, apresenta uma estrutura
populacional altamente heterogénea, caracterizada pela ocorréncia de diferentes cepas com
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas distintas. Essa estrutura populacional complexa
pode estar relacionada as diferentes manifestagdes clinicas da doenga, a capacidade do
parasito de infectar diferentes hospedeiros e a distribuicdo geografica apresentada pelas
cepas. A variabilidade intra-especifica € resultante de um balan¢o entre a manutengao da
estabilidade gendmica e a geracdo de variabilidade genética. Diversos mecanismos estao
envolvidos na manutencdo deste equilibrio, entre eles, o sistema de reparo de DNA por
erros de pareamento ou MMR. Estudos iniciais sobre o MMR em 7. cruzi levaram a
descoberta de que o MSH2 — a principal proteina do MMR - existe em trés isoformas
diferentes no parasita, denominadas TcMSH2 A, B e C, de acordo com os dados de
seqiiéncias de Tcmsh2 presente no genoma de diferentes cepas. Evidencias experimentais
indicam que cepas apresentando a isoforma TcMSH2 A apresentam um MMR mais
eficiente quando comparadas a cepas que possuem as isoformas TcMSH2 B e/ou C. Essas
observacodes nos levaram a especular que as diferencas na atividade do MMR poderiam ser
responsaveis pela menor variabilidade genética encontrada em cepas pertencentes aos
haplogrupos de MSH2-A. Com o objetivo de investigar o papel da proteina MSH2, foi
planejada a obtencdo de parasitas nocautes para este gene. Andlises dos parasitas
heminocautes de Tcmsh2 demonstraram que, apesar destes ndo apresentarem diferencas
frente ao tratamento com agentes mutagé€nicos, estes sdo mais susceptiveis ao tratamento
com perdxido de hidrogénio e acumulam mais 8-oxoguanina no DNA mitocondrial do que
parasitas selvagens. Para verificar o papel de TcMSH2 na resposta ao estresse oxidativo,
no presente trabalho foram feitos experimentos buscando elucidar a localizacdo da proteina
no parasita. Para tal, anticorpos produzidos em camundongos contra uma forma
recombinante de TcMSH2 foram utilizados em ensaios de imunolocalizacdo e western
blot. Esses experimentos mostraram que os soros produzidos reconhecem proteinas nativas

de T. cruzi apresentando massas moleculares diferentes, e ainda que essas proteinas
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apresentam localizacdo subcelular distintas. Isso nos levou a propor que a forma de menor
massa molecular, localizada em extrato protéico correspondente a fragdo citoplasmaética,
estaria envolvida no reparo do DNA mitocondrial. Paralelamente, para avaliar se o papel
de TcMSH2 na resposta a danos oxidativos dependia de outras proteinas da via de MMR,
iniciamos a caracterizacdo das mesmas. Para tal, foram geradas construcdes para delecdao
do gene Tcmsh6. Como estratégia adicional, a fim de elucidar o papel de TcMSH6, demos
inicio, também, a experimentos tentando determinar a sua localiza¢do subcelular, através

da sua expressao em fusdao com RFP.



Abstract

Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas disease, presents a highly
heterogeneous population structure, characterized by the occurrence of different strains
with different biochemical and morphological characteristics. This complex population
structure may be correlated with different clinical manifestations of disease, parasite's
ability to infect different hostages and geographical distribution presented by the strains.
Intra-specific variability can be a result of a balance between genomic stability and
generation of genetic variability. Several mechanisms can be involved in maintaining this
balance, for example, DNA mismatch repair — MMR. Initial studies on the MMR in T.
cruzi led to the discovery that MSH2 - the main protein of the MMR - exists in three
isoforms in the parasite, named TcMSH2 A, B and C, according to Tcmsh2 data sequences
present in the genome of different strains. Experimental evidence indicates that strains
presenting the isoform TcMSH2 A have a more efficient MMR when compared to strains
that have TcMSH2 B and/or C isoforms. These observations led us to speculate that
differences in MMR activity could account for a lower genetic variability found in strains
belonging to MSH2-A haplogroup. In order to investigate the role of the MSH?2 protein, we
tried to obtain knockout parasites for this gene. Single knockouts parasites are more
susceptible to hydrogen peroxide treatment and accumulate more 8-oxoguanine in
mitochondrial DNA than wild type parasites, despite the fact that there are no differences
after treatment with mutagenic agents. With the aim to better investigate the role of MSH?2
in response to oxidative stress, in the present work we investigated MSH2 cellular
localization. Antibodies raised against a recombinant form of MSH2 produced in mice
were used in immunolocalization and western blot assays. Those experiments have shown
that the serum produced in mice is able to recognize the native protein in two different
molecular weight proteins, with different subcellular localization. Based on that, we have
speculated that the lower molecular weight protein, which is localized at extract fraction
correspondent to the cytoplasm, could be involved in mitochondrial DNA repair.

Simultaneously, to investigate if TcMSH2 role in response to oxidative damage is



Abstract

dependent of other MMR proteins, we began to characterize them. Two different strategies
were used to knockout Temsh6. And we also tried to elucidate TcMSH6 subcellular

localization after its over-expression in fusion with RFP.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1 O Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas

Os estudos sobre a Doenca de Chagas iniciaram-se em 1909, quando Carlos Chagas
publicou suas descobertas sobre uma nova doenca, uma tripanossomiase, que veio a
receber seu nome (Chagas C., 1909). Desde entdo, varios grupos de pesquisa estiveram
envolvidos na caracterizacdo da doenca e de seu agente etioldgico, o protozodrio

Trypanosoma cruzi.

O Trypanosoma cruzi € um protozodrio hemoflagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, a qual pertencem outros parasitas causadores de
doencas como o Trypanosoma brucei, causador da Doenca do Sono (ou Trypanosomiase
Africana), além de varias espécies do género Leishmania, causadoras de diferentes formas
clinicas de Leishmaniose. Dentre as caracteristicas comuns a esses parasitas estdo a
presenca de um unico flagelo e de uma organela exclusiva, o cinetoplasto, onde esta
concentrado o genoma mitocondrial (KDNA). No aspecto biolégico, uma caracteristica
marcante € que todos t€m a capacidade de se diferenciar ao longo do seu ciclo de vida. As

mudancas mais marcantes ocorrem quando mudam de hospedeiro (Souza et al., 2010).

Ao longo do ciclo de vida do T. cruzi sao encontradas trés formas morfolégicas
distintas (Figura 1): (a) tripomastigota: forma sangiiinea encontrada nos hospedeiros
vertebrados. E infectante e incapaz de divisdo. Caracterizada pela presenca de flagelo e
membrana ondulante ao longo de toda a extensdo lateral do corpo. O cinetoplasto estd
situado na regido posterior; (b) amastigota: forma intracelular que se divide por fissdo
bindria no hospedeiro vertebrado. E arredondada e apresenta um flagelo vestigial; (c)
epimastigota: forma alongada que se divide no interior do trato gastro-intestinal do
hospedeiro invertebrado. Apresenta cinetoplasto anterior ao nucleo e flagelo emergindo na
regido anterior. A diferenciacdo das formas pode ser feita através de microscopia dptica, na
qual é observada a posicdo do flagelo e do cinetoplasto (Brener, 1973; Souza, 1999).
Acredita-se que as diferencas morfoldgicas e funcionais estejam intimamente relacionadas

as interacoes entre hospedeiro e vetor (Gull, 2001).
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Hospedeiro
Invertebrado

Hospedeiro
Vertebrado

Figura 1: Representacao das principais formas ao longo do ciclo de vida do Trypanosoma
cruzi. A epimastigota é a forma extracelular replicativa encontrada no inseto vetor, apresenta
cinetoplasto (representado em verde) anterior ao nucleo (azul) e flagelo (vemelho) emergindo da
regido anterior. A tripomastigota € a forma extracelular, ndo-replicativa, encontrada no sangue de
individuos infectados ou no interior do barbeiro. Apresenta cinetoplasto na regido posterior e

7

membrana ondulante ao longo de toda a extensdo do corpo. Amastigota é a formar replicativa

2

encontrada no interior de células infectadas — principalmente células musculares e macréfagos. E

arredondada e possui flagelo vestigial (Adaptado de Elias ef al., 2009).
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Dados epidemiol6gicos da Organizacdo Mundial de Satide estimam que haja 10
milhdes de pessoas ao redor do mundo infectadas com a Doenga de Chagas. Em 2008,
foram reportadas 11000 mortes decorrentes da doenca (WHO, 2010). No Brasil,
atualmente, predominam os casos cronicos decorrentes de infec¢des adquiridas no passado,
com aproximadamente trés milhdes de individuos infectados. No periodo de 2000 a 2010

foram registrados 1007 casos da forma aguda da doenca (Brasil, 2010).

A infec¢do € iniciada no momento do repasto sanguineo, quando as fezes do
hospedeiro invertebrado, um hemiptero hematéfago da familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, contendo formas tripomastigotas do parasita, entram em contato com a
mucosa dos olhos, nariz, boca ou com a pele lesionada permitindo que as tripomastigotas
atinjam a corrente sangiiinea. Dentro do hospedeiro vertebrado, as tripomastigotas
infectam células e, em seguida, diferenciam-se em formas amastigotas replicativas que se
dividem por divisdo bindria. Apés vdrios ciclos de replicagdo, esses parasitas se
diferenciam em tripomastigotas nao replicativas que emergem do tecido e atingem a
corrente sanguinea, onde circulam por um tempo antes de penetrar em uma nova célula e
reiniciar o ciclo de infec¢do. O hospedeiro invertebrado adquire a forma tripomastigota
circulante apds repasto sangiiineo de animais (ciclo silvestre) ou homem (ciclo doméstico)
infectados. No interior do trato digestivo do inseto, as tripomastigotas diferenciam-se em
epimastigotas replicativas que, em seguida, transformam-se em tripomastigotas
metaciclicos que ao serem eliminados com as fezes podem dar inicio a um novo ciclo

(Figura 2) (Brener, 1973).

Outras formas de contdgio incluem a transfusio com sangue contaminado;
transmissdo congénita; transmissao oral pela ingestdo de alimentos contaminados como
carnes, sucos de cana-de-actcar ou agai (Barbosa, 2006); contaminagdo acidental durante
trabalho em laboratério; transplante de 6rgdos (rins, coracdo, medula dssea e outros)
(Prata, 2001). Além da transmissdo para o homem, formando o ciclo doméstico da Doenca
de Chagas, também ocorre a infecc@o por 7. cruzi em animais silvestres. Entre os animais
que sdao hospedeiros vertebrados para o parasita, no ciclo silvestre, estdo os marsupiais,

bicho-preguica, capivara, castores e mico-ledo-dourado (Figura 2) (Jansen et al., 1999).
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Figura 2: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. A — O ciclo € caracterizado pela infec¢do de um
hospedeiro invertebrado - barbeiro triatomineo - que no momento do repasto sangiiineo pode
infectar um hospedeiro vertebrado: roedores ou marsupiais (ciclo silvestre) ou o homem (ciclo
doméstico). B — A infec¢do ocorre quando (1) formas tripomastigotas metaciclicas liberadas com as
fezes do triatomineo penetram na pele. No interior do novo hospedeiro, as tripomastigotas podem
(2) invadir diferentes tecidos e no interior da célula infectada, transformam-se em amastigotas e se
dividem por fissao bindria. (3) Dentro da células, as formas amastigotas diferenciam-se em
tripomastigotas sangiiineas que levam a ruptura da célula infectada. (4) As tripomastigotas
sangiiineas podem ser ingeridas pelo vetor triatomineo, onde se transformam em epimastigotas e

multiplicam por divis@o bindria. No trato digestivo do invertebrado, as epimastigotas diferenciam—

se em tripomastigotas metaciclicas. (Adaptado de Teixeira et al., 2006; Kelly, 2000).
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A primeira fase da Doencga de Chagas (fase aguda) € caracterizada pela entrada do
parasita no organismo, podendo levar a inflamagdes na pele e formagdo de chagomas.
Quando a entrada ocorre pelos olhos é produzido um sinal caracteristico chamado sinal de
Romaia. Apés o desaparecimento das manifestagdes clinicas da fase aguda inicia-se a fase
cronica, na qual 6rgdos como coracdo, esdfago, colon e o sistema nervoso podem ser
afetados. Na fase crOnica também s3o encontrados pacientes assintomdticos que

apresentam a forma indeterminada da doenga (Prata, 2001).

Atualmente, sdo utilizados dois medicamentos para o tratamento da Doenga, o
nifurtimox e o benzonidazole. Porém, intensos debates tém sido realizados a cerca de sua
toxicidade e eficacia. Como ainda ndo existem vacinas eficazes, o controle da doenca
baseia-se principalmente na eliminacdo dos triatomineos com inseticidas. Melhores
condicdes de higiene e habitacionais, como a substituicio de casa de pau a pique por
alvenaria, também constituem medidas profilaticas em dreas endémicas (Maya et al.,
2007). Maior entendimento da biologia do parasita € necessario para o desenvolvimento de

novas drogas.

1.2 A variabilidade genética intra-especifica em Trypanosoma cruzi

O T. cruzi apresenta uma estrutura populacional altamente heterogénea
caracterizada pela ocorréncia de diferentes cepas. Essas cepas apresentam tropismo
tecidual diferenciado, o que pode estar relacionado as diferentes manifestacdes clinicas da
doenca. Além disso, também ¢é observado que algumas cepas predominam em
determinadas regides geogréficas. A forma digestiva, por exemplo, predomina no Chile e
na regido central do Brasil, porém € praticamente inexistente em outras regides endémicas
e na América central. Acredita-se o principal fator envolvido na geracdo de diferentes
formas clinicas da Doenca de Chagas seja diversidade genética presente tanto na populacao

humana afetada quanto no parasita (Macedo & Pena, 1998).

A divisdo da populacdo do 7. cruzi em diferentes linhagens baseada em sua
diversidade genética € relevante, pois permite correlacionar a estrutura populacional a
dados epidemioldgicos. Sendo assim, a diversidade genética observada entre as diferentes
cepas de T. cruzi, levou um grupo de especialistas a propor, em 1999, a classificagdao do

tdxon em duas linhagens principais denominadas 7. cruzi 1 e T. cruzi 1I, baseada em
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diferencas bioquimicas, moleculares e graus de infectividade, usados em classificagoes
anteriores (Momen, 1999). Foi possivel observar que as cepas pertencentes a linhagem 7.
cruzi I estdo associadas ao ciclo silvestre do parasita, enquanto as cepas pertencentes ao
grupo II geralmente estdo associadas ao ciclo doméstico da doenca, sendo mais
freqiientemente encontradas em amostras isoladas de pacientes com a Doenga de Chagas
(Zingales et al., 1998, Freitas et al., 2005). Em 2006, Freitas e colaboradores propuseram a
existéncia de uma terceira linhagem denominada 7. cruzi III agrupando cepas que nao
puderam ser classificadas como 7. cruzi 1 ou II (Freitas et al., 2006). Porém, até o
momento ndo existem dados que correlacionem cepas da linhagem 7. cruzi 1II ao ciclo
doméstico ou silvestre. Na tentativa de uniformizar as diferentes nomenclaturas que
incluiam vdrios subgrupos denominados: zymodemas (Miles et al., 1977, 1978, 1981,
Romanha et al., 1979); schizodemas (Morel et al., 1980); biodemas (Andrade &
Magalhaes, 1997); clonets (Tibayrenc & Ayala, 1991); linhagens (Souto et al., 1996);
clados (Kawashita et al., 2001); unidades discretas de tipagem (DTUs) (Tibayrenc, 1998);
haplotipos (Freitas et al., 2006, Herrera et al., 2007); foi proposto na XXXVI Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Protozoologia em 2009 a uniformizacdo para a
nomenclatura intra-especifica de 7. cruzi. De acordo com esse consenso, as cepas e
isolados de T. cruzi devem ser divididas em seis DTUs (7. cruzi I-VI), sendo as cepas
classificadas como T. cruzi V e VI aquelas de cardter hibrido (Zingales et al., 2009). A
distribuicdo geogréfica de cada uma das linhagens, assim como exemplos de representantes

de algumas linhagens que sao comumente estudadas podem ser observados na Figura 3.
1.3  Genoma e expressao génica em 7. cruzi

A publicacdo das seqiiéncias completas dos genomas do Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei e Leishmania major, também conhecidos como Tri-Tryp genomes,
revelou vdérias caracteristicas comuns aos trés tripanosomatideos, além de uma grande
sintenia génica. Os genes codificadores estdo, de forma geral, arranjados em longos
clusters de dezenas a centenas de genes na mesma fita de DNA (El-Sayed et al., 2005a). O
genoma do 7. cruzi, um genoma hapléide de aproximadamente 55 Mb, contendo cerca de
12.000 genes, apresenta como principal caracteristica o fato de possuir uma grande porcao

(50%) de seqiiéncias repetitivas. Essas seqiiéncias repetitivas correspondem a grandes
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Figura 3: Distribuicao geografica das diferentes linhagens de 7. cruzi. As cepas pertencentes a
Tcl sdo mais predominantes no ambiente silvestre quando comparadas com cepas pertencentes a
Tcll e cepas hibridas, que predominam no ciclo doméstico. Em destaque exemplos de algumas
cepas comumente estudadas, sua classificacdo e distribuicdo geografica. Adaptado de Who, how,

what and where? Mapping Chagas disease, 2010.
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familias de proteinas de superficie, retrotransposons e repeticdes subteloméricas (El-Sayed

et al., 2005b).

A expressdo génica em tripanosomatideos apresenta varias peculiaridades em
relacdo ao que é comumente observado em outros organismos eucariotos. Ao contrario da
maioria dos eucariotos nos quais a regulacdo génica ocorre principalmente ao nivel
transcricional, em tripanosomatideos a regulacdo ocorre especialmente ao nivel pods-
transcricional. Um forte indicio de que a regulacdo ocorre ao nivel pds-transcricional foi
dado a partir da observacdo de que muitos genes, apesar de apresentarem transcri¢ao
constitutiva, tétm seus mRNAs diferencialmente expressos ao longo do ciclo de vida de
T. cruzi (Avila & Goldenberg, 2010). Vérios grupos de pesquisa demonstraram que o
acumulo diferencial de um mRNA durante o desenvolvimento estagio especifico é causado
por mudancas na sua estabilidade e nao pelo aumento ou diminuicdo da taxa de transcricao

(Teixeira et al., 1999; Coughlin et al., 2000; da Silva et al., 2006).

A expressao génica € regulada através de trans-splicing do RNA, poliadenilacio,
meia-vida do RNA, sintese protéica e estabilidade da proteina. Enquanto em eucariontes a
RNA Polimerase Il reconhece e atua em promotores especificos, para a grande maioria dos
genes codificadores de proteinas de tripanosomatideos ainda ndo foram identificadas
seqiiéncias tipicas de promotores (Teixeira & DaRocha, 2003). Como conseqiiéncia, os
transcritos sdo formados por longas seqiiéncias de mRNA policistronicos, nas quais os
genes sdo separados por pequenas seqiiéncias intergénicas. Apesar de pertencerem a uma
mesma unidade génica transcricional, genes diferentes podem apresentar padrdes de
expressdo diferentes gracas aos varios mecanismos de controle pds-transcricional citados

(Vanhamme & Pays, 1995).

A clivagem do pré-mRNA policistronico ocorre no nucleo para produzir os mRNAs
monocistronicos (Figura 4). As seqii€éncias intergénicas cont€ém motivos de
polipirimidinas (pPy) que acredita-se serem necessarias para o processamento do transcrito
primdrio. Durante o processamento sao adicionados na por¢do 5 terminal uma seqii€éncia
de 39 nucleotideos chamada miniexon ou spliced leader (SL) contendo um residuo de
7-metil guanosina (em inglé€s cap). Na porcdo 3’ terminal ocorre a adicdo de uma cauda
poli (A) para cada mRNA. A adicio do SL e a poliadenilacio ndo sao eventos

independentes. Acredita-se que eles ocorram concomitantemente ou logo apds a
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Figura 4: Transcricdo e processamento de mRNA em Tripanosomatideos. No genoma do
parasito sdo observados longos clusters contendo genes in tandem. A transcri¢do ocorre com a
formacg@o de um longo transcrito policistrénico que sera processado com a adi¢do de uma seqiiéncia
de 39 nt chamada spliced leader (SL), que apresenta um cap metilado (*) na sua por¢do 5’. O sitio
de adicdo do SL € um AG localizado na regido intergénica a determinada distancia de um trago de
polipirimidinas (pPy). O sitio de adicdo do SL também fornece evidéncias sobre onde devera ser
adicionada a cauda poli(A). A seta no locus do spliced leader indica a regido promotora, que é bem

caracterizada para esse gene.
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transcricdo. A SL € adicionada ao mRNA por uma reag¢do intermolecular de trans-
esterificacdo chamada trans- splicing, no qual o RNA do SL funciona como espécie
doadora e mRNA que esta sendo sintetizado como espécie aceptora. O sitio de adi¢do do
SL € um dinucleotideo AG conservado que se situa na regido acima do motivo de
polipirimidinas na regido 5’ intergénica. Ja a sele¢do do poli(A) ocorre devido a posicao do
sitio de adicdo de SL do gene situado logo abaixo no transcrito primdrio policistronico

(Vanhamme & Pays, 1995; Donelson et al., 1999; Teixeira & DaRocha, 2003).
14 Manipulacio génica em Tripanosomatideos

Dentre os mecanismos utilizados para estudar a fun¢do de um gene estdo a delecdo
génica, super-expressao, silenciamento, complementacdo de mutantes, inser¢do de gene
reporter e a determinagdo da localizagao sub-celular da proteina que este codifica por meio
da fusdo com seqiiéncias codificadoras de proteinas fluorescentes. O desenvolvimento de
protocolos de transfec¢do foi fundamental para que a funcdo de genes pudesse ser estudada
em tripanosomatideos, a partir de estratégias de manipulagao génica. Conforme descrito no
item anterior, dentre os elementos necessarios para o adequado processamento do mRNA
primério, € que conseqiientemente um vetor de transfec¢do deve possuir, estdo os sinais de
adicao de SL acima da regido codificadora do gene exdgeno para trans- splicing e sinais de
poliadenilacdo inseridos abaixo da regido codificadora. Apesar de ndo haver no genoma
seqiiéncias promotoras reconhecidas pela RNA polimerase II, a seqiiéncia de rRNA,
reconhecida pela RNA polimerase I € capaz de aumentar enormemente a eficiéncia de

transcri¢do do gene exogeno (Teixeira & DaRocha, 2003).

Em 2004 DaRocha e colaboradores avaliaram o papel de diferentes regides 5’ nao
traduzidas (UTR) e regido intergénica (IR), contendo sitio de adi¢do para SL, na expressao
do gene reporter de luciferase. Quando colocados apds a seqiiéncia promotora de rRNA,
seqiiéncias derivadas da 5° UTR mais IR de GAPDH, TcP2p e a- e B- tubulina aumentam
consideravelmente o nivel de expressao de luciferase em epimastigotas, enquanto a regiao
correspondente do gene de amastina diminuiu a expressdo do reporter (DaRocha et al.,
2004a). Em trabalho similar, Nozaki e Cross (1995) e Araudjo e colaboradores (in press)
avaliaram o efeito das regides 3° UTR e IR de vérios genes estidgio — especificos e

constitutivos de 7. cruzi na expressao do gene repérter luciferase de vaga — lume. Dentre as

10



Introducdo

regides estudadas estdo as 3> UTRs dos genes glicoproteina 72 (gp72), glicoproteina 85 (gp

85), gliceraldeido 1-fosfato desidrogenase (gapdh) e amastina (ama).

Para introduzir o DNA exdgeno dentro do parasita sao realizados procedimentos de
transfeccdo. Essa pode ser transiente, o que permite andlises em até 48 horas, ou
transfecgdes permanentes. No segundo caso, as células transformadas sdo selecionadas por
apresentarem um plasmideo que contém um marcador de sele¢do, por exemplo, um gene
de resisténcia a droga. Para que o plasmideo seja inserido no genoma, tornando a
transfeccdo permanente, € necessario que este possua uma seqiiéncia idéntica a regiao alvo
para a integracdo. O plasmideo €, entdo, linearizado com uma enzima de restricdo e a
inser¢do se da por recombinacdo homoéloga entre as sequéncias do plasmideo e a sequéncia
alvo no genoma. No caso de uma delecdo génica, as regides 5° ¢ 3° UTR ou parte da
codificadora de um gene de interesse sdo inseridas em um vetor, flanqueando um marcador
de selecdo. Se o gene ndo for essencial haverd delecdo por recombinacdo homologa,
inicialmente do primeiro alelo e, em uma segunda etapa de transfeccdo, do segundo alelo
do gene (Clayton, 1999). A expressdao do gene de resisténcia pode ser aumentada com a
inclusdo de seqiiéncias de adi¢do de SL e poliadenilacdo, como por exemplo, a regido 3’

UTR de GAPDH (Xu et al., 2009).

Apesar de ser amplamente utilizado para silenciamento génico em Trypanosoma
brucei, o silenciamento por interferéncia de RNA (RNAi) ndo pode ser utilizado para a
diminui¢do da expressdo génica em 7. cruzi. Quando avaliado o nivel de expressdo de
amastina, apods transfeccdo com o RNA dupla-fita (dSRNA) de amastina, este nao foi
processado gerando os pequenos RNAs de interferéncia de 21 nt (siRNAs) e o nivel do
mRNA de amastina permaneceu inalterado (DaRocha et al., 2004b). A publicacdo da
sequéncia do genoma mostrou que 7. cruzi e L. major ndo possuem os componentes da
maquinaria de RNAi. Apenas T. brucei apresenta o gene de Agol, bem como o ortélogo da
Dicer (Shi et al., 2006a ,b). Recentemente, foi demonstrado que L. braziliensis apresenta
uma via de RNAIi ativa que é capaz de reduzir a expressao de um gene alvo (Lye et al.,
2010). Apesar de T. cruzi ndo possuir maquinaria de RNA ativa foi identificado uma ORF
de uma proteina que apresenta dominios tipicos de membros da sub-familia das

Argonautas (Garcia-Silva et al., 2010).

11
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Os protocolos de transfeccdao e manipulacdo de genes em 7. cruzi permitiram,
portanto, o desenvolvimento de indmeros estudos investigando vias metabdlicas que sdao
essenciais para o conhecimento de aspectos importantes da biologia desse parasita. Dentre
essas vias metabolicas, estdo as vias de reparo de DNA, cujos estudos em 7. cruzi foram
iniciados pelo nosso grupo em 2001, com o objetivo de entender, entre outras questdes, 0s
mecanismos responsdveis pela geracdo da enorme variabilidade genética observada na sua

populacdo.
1.5 Os Sistemas de Reparo de DNA

Em qualquer organismo, o balanco entre as taxas de mutag@o e de reparo leva ao
equilibrio entre instabilidade e estabilidade gendmica e a conseqiiente evolucdo adaptativa
dos organismos (Elena & Lenski, 2003). A manutencdo da estabilidade gendmica € uma
conseqiiéncia direta dos mecanismos que asseguram a fidelidade da replicacdo e da
eficiéncia dos sistemas de reparo do DNA, como o BER (Reparo de Excisdo de Base),
NER (Reparo de Excisao de Nucleotideo) e MMR (Reparo de Erros de Pareamento). Por
apresentarem papel decisivo na manuten¢do gendmica, os sistemas de reparo podem
contribuir para a geracdo de diversidade genética de uma espécie (Machado et al., 2006;

Li, 2008).

O MMR ¢ a via encontrada em procariotos e eucariotos para correcdo de erros de
pareamento de bases e alcas de insercdo/delecao (IDLs) gerados durante a replicacdo e
recombinacdo do DNA. Conforme ilustrado na Figura 5, em procariotos a via € iniciada
com a presencga das proteinas MutS, MutLL (ambas ATPases) e MutH (endonuclease metil-
dependente), que apresentam atividade especifica para determinadas seqiiéncias (Junop et
al., 2003). O reconhecimento do erro se déd através de um dimero MutS. Em seguida, o
dimero MutL interage fisicamente com MutS e recruta MutH. A proteina MutH ativada
pelo dimero MutL serd capaz de reconhecer a fita recém sintetizada devido a presenca de
seqiiencias GATC nao metiladas e dard origem a excisdao da base ndo pareada através de
um corte na fita ndo metilada (Golyasnaya & Tsvetkova, 2006). Juntamente com a agdo de
outras proteinas como a UvrD (helicase II) e a SSB (proteina que se liga a DNA de fita
Unica) a base incorreta serd excisada e, através da acdo da DNA polimerase III a base

correta serd acoplada e o corte selado pela DNA Ligase.
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Figura 5: O Sistema de Reparo de Erros de Pareamento em procariotos e eucariotos. Em
procariotos, o homodimero MutS se liga ao erro de pareamento e recruta o homodimero MutL, que
ativa a endonuclease MutH. A proteina MutH corta a fita ndo metilada que contém a base incorreta.
Este fragmento € clivado e degradado. O DNA ¢ entdo re-sintetizado e ligado. Em eucariotos, a
proteina MutH ndo € encontrada e as proteinas MSH e MLH interagem formando heterocomplexos

que reparam tanto erros de pareamento quanto alcas de inser¢do/delecao (IDLs).
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O entendimento do MMR em procariotos permitiu a elucidacdo de grande parte
desse mecanismo em eucariotos. Contudo, apesar das semelhangas entre os mecanismos,
sdo observadas diferencas significativas entre os dois modelos. Um exemplo disso, € que
em eucariotos, a atuacdo das proteinas do complexo ocorre com a formagdo de
heterodimeros ao invés de homodimeros. Em eucariotos, os homdélogos para MutS e MutLL
sdo chamados MSH e MLH, respectivamente. As proteinas MSH ocorrem em seis
isoformas (MSH 1-6), sendo o MSHI1 presente apenas na mitocondria de leveduras

(Reenan & Kolodner, 1992).

A proteina MSH2 faz parte de todos os heterodimeros que podem ser formados
para o reconhecimento do erro e € necessdria para a correcdo de todos os erros de
pareamento do DNA nuclear. Deste modo, o heterodimero formado por MSH2 e MSH6,
também chamado MutSa, atua no erro de pareamento base-base e em pequenas algas de
insercdo/delecdo (IDLs), enquanto o heterodimero formado por MSH2 e MSH3, chamado
MutSp, atua principalmente no reparo de alcas de insercdo/delecdo (IDLs) maiores. O
MutL possui quatro homodlogos: MLHI, MLH3, PMS1 e PMS2, de modo que os
heterodimeros formados sdo: MutLa (MLH1/PMS2), MutL (MLH1/PMS1) e MutLy
(MLH1/MLH3). O MutLa € necessdrio para o0 MMR, enquanto o MutLf} apresenta papel

durante a meiose. Porém, ndo se sabe a func¢do biolégica do MutLy. Em eucariotos, nio sdo

encontrados homoélogos para MutH e UvrD (Jun ef al., 2006; Li, 2008).

Além das proteinas supracitadas, outras proteinas homdlogas aquelas encontradas
em procariotos atuam no MMR: como a EXOI, RPA (proteina de ligacio ao DNA de fita
unica), PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular), DNA Polimerase 6 e DNA Ligase
I (Jun et al., 2006; Li, 2008).

O MMR atua principalmente no reparo pds-replicacdo, corrigindo os erros que
escapam da atividade revisora da DNA Polimerase. Um MMR defectivo leva a um
aumento da taxa de mutagdo, o que tem sido correlacionado a diferentes fendtipos, como a
predisposicdo a cancer em células humanas — cancer de colon hereditdrio e uma variedade
de canceres esporddicos (Li, 2008). Além disso, outros papéis estdo relacionados as
proteinas do MMR, como: atividade anti-recombinante entre sequéncias divergentes;

tolerdncia a danos no DNA; apoptose; recombina¢do meidtica e mitdtica; mudanca de
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classe e hipermutacdo somadtica em imunoglobulinas e expansio de repeticio de

trinucleotideo (Li, 2008; Jiricny, 2006).

Um dos indicadores da eficiéncia com que uma célula € capaz de reparar seus erros
de pareamento — conseqiientemente uma medida da eficiéncia do MMR — € a estabilidade
de seqiiencias repetitivas simples, como os microsatélites. Na presenca de seqiiencias
repetitivas, a DNA Polimerase freqiientemente incorpora nucleotideos a mais ou entdo
deixa de incorporar alguns nucleotideos. Esses erros geram alg¢as contendo uma ou mais
repeticoes. O reparo dessas lesdes ocorre pela via de MMR. Porém, mutagdes em proteinas
da via levam a um reconhecimento e reparo ineficiente dessas pequenas algas. A
desestabilizacdo dos microsatélites é chamada instabilidade de microsatélites (Sia et al.,
2001). A instabilidade de microsatélites, em células humanas, tem sido correlacionada a
ocorréncia de cancer (Leung er al., 1998; Liu et al., 1995; Thibodeau et al., 1996;
Peltomiki, 2001).

A via de MMR também estd relacionada a tolerancia a danos causados no DNA
apos tratamentos com determinadas drogas. A cisplatina € uma droga amplamente utilizada
para tratamento de alguns tipos de cancer. Sua toxicidade baseia-se na ligacdo ao DNA,
formando adutos que distorcem a hélice. O dano é reconhecido pelo MSH2, que
juntamente com outras proteinas do MMR tentam repara-lo. Ciclos fiteis de reparo
acabam levando a parada do ciclo celular em G2 e conseqiiente sinalizacdo para apoptose
(Mello et al, 1996). Em células MMR-deficientes a parada em G2 ndo acontece, portanto
essas células tornam-se mais resistentes aos danos gerados pela cisplatina e acumulam
mais mutagdes decorrentes dos adutos (Lin et al., 1999; Fink et al., 1997; Clodfelter et al.,

2005).

Agentes alquilantes como o N- metil- N- nitrosoureia (MNNG) e a temozolamida
metilam guaninas dando origem A O°-metilguanina (O°-MeG). Esse erro pode levar ao
pareamento incorreto da guanina com uma timina e pode ser reparado por metiltransferase
ou pela maquinaria do MMR (Schofield & Hsieh, 2003). Células que apresentam
deficiéncia no MMR sdo mais tolerantes aos danos gerados por agentes alquilantes (de
Wind et al., 1995). Existem evidéncias de que proteinas do MMR estejam envolvidas no
reparo de lesdes oxidativas no DNA, como a oxidacao da guanina formando 8-oxo-guanina

(Schofield & Hsieh, 2003).
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1.6 O MMR e a geracio de variabilidade genética em T. cruzi

Devido ao seu papel central na via de MMR, a caracterizacdo do gene msh2 de T.
cruzi foi iniciada em 2001 pelo nosso grupo (Augusto-Pinto et al., 2001). Através de
amplificacdo do DNA gendmico de 7. cruzi com iniciadores degenerados, foi obtido um
fragmento utilizado como sonda na busca em uma biblioteca de cDNA de 7. cruzi. A
seqiiéncia obtida contém uma janela de leitura aberta de 2889 pb que codifica uma proteina
de 962 aminodcidos. Os resultados mostraram que este gene estd presente como coOpia
Unica no genoma, sendo expresso em todas as fases do ciclo de vida do parasita, porém em

menor quantidade na forma tripomastigota (Augusto-Pinto et al., 2001).

Em seguida, foram identificados polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) no
gene Tcmsh2 de varias cepas, o que permitiu a sua classificacio em trés haplogrupos
distintos, chamados A, B e C, relacionados a trés isoformas da proteina: TcMSH2a,
TcMSH2b e TcMSH2c. A andlise das cepas pertencentes a cada haplotipo permite
correlaciond-las as linhagens 7. cruzi I e Il proposta por Momen (1999), de modo que os
haplogrupos A e C estao relacionados as linhagens I e II, respectivamente. O haplogrupo B
¢ formado por algumas cepas de caracteristicas hibridas e por cepas pertences a linhagem
T. cruzi 1II, como proposto por Freitas e colaboradores (2006). O mesmo estudo mostra
evidéncias que sugerem que as cepas pertencentes aos diferentes haplogrupos apresentam
varia¢do quanto a eficiéncia do sistema de reparo MMR. Essas evidéncias foram obtidas a
partir de anélises de instabilidade de microsatélites em culturas crescidas na presenca de

perdxido de hidrogénio e de testes de resisténcia a cisplatina (Augusto—Pinto et al., 2003).

Estudos revelam que, em varios organismos, um MMR menos eficiente pode levar
a uma maior taxa de mutacdo, o que conseqiientemente aumentaria a diversidade genética
da populagdo (Schofield & Hsieh, 2003; Iyer et al., 2006). No caso de T. cruzi, pode-se
especular que cepas que apresentam maior diversidade genética teriam maior sucesso para
conquistar o ciclo doméstico e infectar o homem, uma vez que teriam mais recursos do
ponto de vista genético para escapar a acdo do sistema imune. Por outro lado, um MMR
mais eficiente levaria a uma menor taxa de mutagdo, com conseqiiente diminui¢do da
diversidade genética. Assim, de acordo com os dados de Augusto-Pinto et al. (2003) e,
mais recentemente, de Campos et al. (2010), foi formulada a hipdtese de que cepas

pertencentes a linhagem 7. cruzi Il e caracterizadas como pertencentes ao haplogrupo C
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apresentariam um MMR menos eficiente, o que teria resultado em uma maior variabilidade
genética desse grupo. Por outro lado, cepas pertencentes a linhagem 7. cruzi I, com
parasitas apresentando MSH?2 caracteristico do haplogrupo A, teriam MMR mais eficiente
e, portanto menor variabilidade genética (Machado et al., 2006). Dados sobre andlises de
seqiiéncias de familias multigénicas corroboram essa hipdtese, pois revelaram que cepas
pertencentes a linhagem 7. cruzi Il e cepas hibridas apresentam uma maior variabilidade
nas seqii€éncias analisadas quando comparadas a seqiiéncias ortélogas de cepas da linhagem

T. cruzi I (Cerqueira et al., 2008).

Com o seqiienciamento do genoma completo do Trypanosoma cruzi foi possivel
buscar outros ort6logos de MutS. Foram encontrados, além de MSH2: MSH3
(Tc00.1047053507915.19 e  Tc00.1047053508277.180), MSH4  (Tc00.1047053509967.20 ¢
Tc00.1047053507233.110), MSHS5 (Tc00.1047053509617.30 € Tc00.1047053506237.10) ¢ MSH6
(Tc00.1047053510187.430). Em relacdo aos ortélogos de MutL, sdo encontrados MLHI1
(Tc00.1047053504035.140 € Tc00.1047053507991.60) € PMS1 (Tc00.1047053510761.10), enquanto
PMS2, MLH2 e MLH3 aparentemente estdo ausentes (El-Sayed et al., 2005b; Passos-Silva
et al., 2010). Nao foi encontrado nenhum ort6logo a MSH1, o qual em Saccharomyces
cerevisiae estd relacionado ao reparo e estabilidade do DNA mitocondrial (Reenan &

Kolodner, 1992).

Estudos em células tronco embriondrias de camundongos contendo um ou dois
alelos de MSH2 defectivos mostram que estas acumulam mais bases oxidadas como
conseqiiéncia a exposi¢do a baixos niveis de radiacio (DeWeese et al., 1998).
Camundongos duplo-nocautes para MSH2 apresentam ligeiro aumento de danos oxidativos
no DNA de vérios 6rgios (Russo et al., 2009). Além do seu papel no MMR e possivel
relacdo com a diversidade genética em 7. cruzi, acredita-se que a proteina TcMSH2
também possa estar relacionada as respostas a danos oxidativos sofridos pelas células. Em
Trypanosoma brucei, foi observado por Machado-Silva e colaboradores (2008) que cepas
duplo nocaute para o gene msh2 (AThmsh2™) sdo mais sensiveis ao tratamento com
peréxido de hidrogénio (H,0,) do que parasitas selvagens, sugerindo que a proteina MSH2
esteja envolvida na resposta ao estresse oxidativo no parasita. Esse fen6tipo € revertido
com a complementagdo de msh2 de T. cruzi e T. brucei nos mutantes. Porém, apds anélises

de instabilidade de microsatélites e de resist€éncia a MNNG (N-methyl-N'-nitro-N-
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nitrosoguanidine), concluiu-se que o gene msh2 de T. cruzi expresso em 7. brucei nao é
capaz de complementar o MMR. Além disso, a delecdo do gene que codifica MLH1 ndo
afeta a sensibilidade das células a H,O,, indicando que o papel do MSH2 na resposta ao

dano oxidativo ocorre de maneira independente dos outros componentes do MMR.

Recentemente, Campos e colaboradores (2010) demonstraram que cepas
pertencentes ao grupo 7. cruzi 1 s@o mais susceptiveis ao tratamento com agentes
alquilantes, como a cisplatina e MNNG, e também sao mais resistentes ao estresse
oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio. Foi demonstrado ainda que, cepas do grupo
T. cruzi 1 apresentam um menor acimulo de 8-oxoguanina em seu genoma quando
comparadas as cepas pertencentes ao grupo 7. cruzi II. Para averiguar o papel do MMR nas
diferencas observadas, parasitas foram transfectados com o objetivo de deletar a principal
proteina da via de MMR: TcMSH2. Virias linhagens heminocautes (ATcmsh2*") foram
geradas no clone CL Brener (uma cepa hibrida contendo os alelos Tcmsh2 B/C). Apesar de
ndo apresentarem diferencas frente ao tratamento com cisplatina, todas as linhagens
ATemsh2'"™ se mostraram mais sensiveis ao tratamento com H,0,, além de acumularem
maiores niveis de 8-oxoguanina no DNA do cinetoplasto. Parasitas duplo-nocautes para
ambos os alelos de Tcmsh2 ndo foram vidveis, o que seria um indicio de que a proteina
apresenta um papel essencial para o parasita, o que poderia ser explicado pelo fato do
parasita sofrer constantes exposicdes a agentes oxidantes no interior das células (Campos

etal.,2010).

Esses dados, juntamente com estudos de complementacdo de linhagens duplo
nocautes para Thmsh2 (ATbmsh2*") em T. brucei com Temsh2 de T. cruzi — capaz de
reverter o fendtipo de sensibilidade ao H,O,, mas ndo o MMR (Machado-Silva et al.,
2008) — sugerem que a proteina MSH2 apresenta um papel adicional, MMR-independente,
na resposta ao estresse oxidativo e na manuten¢do da estabilidade do genoma mitocondrial

em tripanossomatideos.

Diante da possibilidade de um papel adicional para a proteina MSH2 em T. cruzi,
foi determinada a sua localizag@o subcelular. Para tal, MSH2 foi expresso em fusdo com a
proteina fluorescente verde (GFP) na sua porcdo C-terminal. Os resultados obtidos
sugerem que a proteina apresenta uma localizagdo citoplasmética ndo usual (Campos,

2009). Como alternativa para avaliar a localizacdo subcelular de MSH?2 e a sua possivel
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localizagdo mitocondrial, esse trabalho propde a realizacio de experimentos de
imunolocalizagdo. Para isso, foi necessaria a obtencdo da forma recombinante da proteina
TcMSH2 expressa em bactérias, a qual foi utilizada na imunizacdo de camundongos para

producdo do soro que foi utilizado em ensaios de imunolocalizagao e western blot.

Por outro lado, alguns trabalhos sugerem que a translocagdo de MSH2 para o
nicleo € dependente da pré-formacdo do heterodimero MSH2-MSH6 no citoplasma
(Hayes et al., 2009). Para avaliar essa hipdtese em 7. cruzi, frente aos dados nao usuais de
sua localizacdo citoplasmadtica, nesse trabalho tentamos expressar a proteina TcMSH6 em
fusdo com a proteina fluorescente vermelha (RFP) para verificar uma possivel co-

localizacdo com TcMSH2 no nucleo.

E finalmente, para verificar se em 7. cruzi o papel extra de TcMSH2 na resposta ao
estresse oxidativo envolveria outras proteinas do MMR, foram geradas constru¢des para
deletar outra proteina da via: MSH6. Tcmsh6, assim como Tcmsh2, é um gene de copia
Unica, o que torna possivel a delecio de ambos os alelos através da utilizacdo de
marcadores de selecdo constituidos de gene de resisténcia a diferentes drogas. Uma vez
obtidas linhagens nocautes para esses genes, a resposta dos mutantes aos danos oxidativos

serd avaliada apds tratamento com agentes genotdxicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizacdo das proteinas TcMSH2 e TcMSH6 na resposta a danos oxidativos

no DNA em Trypanosoma cruzi.
2.2 Objetivos especificos

- Determinar a localizacdo da proteina MSH2 em 7. cruzi utilizando anticorpos

policlonais gerados contra a proteina recombinante expressa em Escherichia coli;

- Determinar a localizacdo do heterodimero MSH2/MSH6 em 7. cruzi através da

expressao dessas proteinas em fusdo com RFP e GFP;

- Gerar construcdes para obtencdo de linhagens nocautes para outras proteinas da

via de MMR, tais como TcMSH6;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Purificaciao de DNA Plasmidial

Para purificacdo de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep) colOnias
transformadas foram inoculadas em 3 mL de meio 2xYT (16 g triptona, 10 g extrato de
levedura, 5 g NaCl, 4gua q.s.p. 1 L) contendo 100 pg/mL de ampicilina e crescidas a
180 rpm, 37° C por 16 horas. A extracdo de DNA foi feita com o kit GFX Micro Plasmid
Prep (GE Healthcare), conforme instrucao do fabricante.

Como alternativa para purificagdo foi utilizado protocolo baseado no método de lise
alcalina de acordo com Sambrook et al., 1989. O indculo foi centrifugado a 10 000 rpm
por 10 minutos. O pellet obtido foi ressuspendido em solucao I (Glicose 50 mM, Tris-HCI
pH 8.0 25 mM, EDTA 10 mM, RNAse I 50 pg/mL). Em seguida, as bactérias foram
lisadas com solucdo II (NaOH 200 mM, SDS 1%) apds tratamento por 5 minutos a
temperatura ambiente. A lise foi bloqueada com solucgado III (acetato de potdssio pH 5.5
5 M, é4cido acético 34,5 mL, dgua q.s.p. 300 mL) por 15 minutos a 4° C. O DNA foi
precipitado com isopropanol e o pellet lavado com etanol 70 %. Para obten¢do de maiores
quantidades de DNA foi realizada extracdo em grande escala (maxiprep) com o kit Qiagen
Plasmid Maxi de acordo com o protocolo do fabricante. O DNA purificado foi analisado
por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL e
quantificado através de leitura de densidade 6ptica (OD) por andlise espectrofotométrica a
260 nm.

Antes da purifica¢do, 900 pL das culturas de interesse foram adicionadas a 100 pL

de glicerol estéril, homogeneizados em agitador mecanico e estocados a - 80° C.

3.2 Reacoes de digestao enzimatica

As clivagens de DNA com endonuclease de restricao foram realizadas com enzimas
especificas para os sitios de restricdo utilizados em cada reacdo de clonagem. Para tal,
20 pL de produto de PCR purificado ou 3 pg de plasmideo foram incubados com 1 pL da
enzima de restricdo (10 U/uL), tampao 10 x especifico para a enzima, BSA (10 pg/mL)
10x e 4gua suficiente para completar uma reacdo para 40 pL. A reacdo era incubada a
37° C (exceto quando especificado pelo fabricante) por pelo menos quatro horas. Ao final,

as enzimas de restricdo eram inativadas apds serem incubadas a 75° C por 15 minutos. O
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produto da digestdo era analisado por eletroforese em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio 0,5 pg/mL.

3.3 Purificaciao de fragmentos obtidos por PCR ou digestao enzimatica e ligacio em

plasmideos

Uma vez confirmada a PCR ou digestao, a solu¢do foi submetida a purificagdo em
coluna com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo
com instru¢des do fabricante. O método baseia-se na absor¢do do DNA por uma coluna de
silica.

Os DNAs purificados foram utilizados em reacdo de ligacio com T4 DNA Ligase
(Fermentas) seguindo a propor¢do 5:1 de inserto:vetor e levando em consideracdo o
tamanho de cada fragmento. A reagdo foi incubada por 1 hora a 16° C e por 16 horas a

22° C. Em seguida, foram utilizadas na transformacdo de bactérias competentes.

3.4 Transformacao bacteriana

Nesse trabalho foram utilizadas E. coli pertencentes a linhagem Xl11- Blue (recAl
endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F° proAB lacl'ZAM15 Tnl0 (Tet')]) e
BL21 (DE3) pLysS (F—, ompT, hsdSg (rg—, mp—), dem, gal, A(DE3), pLysS, Cm")

As transformagdes utilizando bactérias termocompetentes foram feitas com
bactérias estocadas a -80° C, apds essas terem sido incubadas em gelo por cinco minutos
para descongelamento. Em condi¢des de esterilidade foi adicionado a bactéria o plasmideo
a ser incorporado. A bactéria foi, entdo, incubada no gelo por trinta minutos, exposta a
42° C por sessenta segundos e imediatamente colocada no gelo, gerando o choque térmico
que permitiu a entrada do DNA exdgeno. Apds cinco minutos de incubacdo em gelo
adicionou-se, sob esterilidade, 500 pLL de meio de cultura 2xYT (16 g triptona, 10 g extrato
de levedura, 5 g NaCl, 15 g 4gar, dgua q.s.p. 1 L), de modo a permitir a recuperagdo e
crescimento da cultura transformada através de agitacdo a 180 rpm a 37° C por uma hora.
Em seguida, 100 pLL da cultura foram plaqueados em placa de Petri contendo 2xYT agar
(16 g triptona, 10 g extrato de levedura, 5 g NaCl, 15 g Agar, dgua g.s.p. 1 L) e 100 pg/mL

de ampicilina. As placas foram incubadas a 37° C por dezesseis horas.
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3.5 Selecao de clones bacterianos por PCR de colonia

Com o objetivo de verificar a presenca do DNA de interesse nas bactérias
transformadas, essas foram submetidas a PCR de col6nia. Para tal, coldnias foram
aleatoriamente selecionadas e lisadas em 30 pL de tampao de lise (10 mM Tris pH 8,0, 0,1
mM EDTA, Tween 20 a 0,1%). Em seguida, a solucdo foi incubada a 95° C por dez
minutos e centrifugada por um minuto a 14000 rpm, para que o DNA ficasse suspenso em
solu¢do. Um volume de 4 pL da suspensdo foram utilizados em reacdo de PCR contendo
0,2 ng/mL de dNTP, tampao de amostra 5x, 5 U/uLL de Taq DNA Polimerase e SuM dos
iniciadores. As reacOes foram feitas em termociclador PTC-100TM (MJ Research Inc)
utilizando o seguinte programa: desnaturagdo inicial de 94° C por 3 minutos; 31 ciclos de
94° C por 1 minuto, anelamento a uma temperatura dependendo da seqiiéncia do iniciador
utilizado por 1 minuto e extens@o a 72° C por tempo dependente do tamanho do amplicon a

ser obtido (1 minuto a cada 1000 pares de bases); 72° C por 10 minutos.

3.6 Producio de proteina recombinante e anticorpos policlonais
3.6.1- Construcao de vetor para expressao de TcMSH2Bt em fusiao com poli-

histidinas C-terminal

A seqiiéncia codificadora do gene Tcmsh2, correspondente ao alelo que codifica a
isoforma B, encontrada no banco de dados TriTryp sob o nimero de acesso
Tc00.1047053509643.80, foi previamente amplificada com iniciadores que adicionavam
sitios de restricdo para as enzimas Xbal e Notl e clonado no vetor pCR TOPO 2.1
(Invitrogen). O DNA obtido foi purificado por miniprep (item 3.1) e submetido a digestao
enzimatica com as enzimas de restricdo Xbal e Hindlll (Promega) a 37° C. O fragmento de
interesse, correspondente aos aminodcidos 1- 431 da por¢do amino terminal da proteina,
foi purificado a partir da excis@o do fragmento de DNA correspondente em gel de agarose
1%. Paralelamente, o vetor pET21a(+) (Novagen) foi clivado com as enzimas de restricao
Nhel e HindlIll (Promega). Os produtos de digestao purificados foram utilizados em reagdo
de ligacdo com T4 DNA ligase (Promega), uma vez que as digestdes enzimaticas com
Xbal e Nhel geram extremidades compativeis. O produto de ligacdo foi utilizado na

transformacdo de bactérias XL1-Blue termocompetentes.
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As coldnias obtidas na transformacao foram primeiramente analisadas por PCR de
colonia utilizando os iniciadores Xba0 e 7442R (Tabela 1). Aquelas que apresentavam
resultado positivo apds andlise em gel de agarose 1% foram inoculadas em meio de cultura
2xYT (16 g triptona, 10 g extrato de levedura, 5 g NaCl, 4gua qg.s.p. 1 L) contendo
ampicilina (100 pg/mL) e crescidas por dezesseis horas a 37° C a 180 rpm. O DNA
plasmidial foi extraido por miniprep (item 1) e submetido a digestdo enzimatica com Xhol.

Ap6s verificar a clonagem por PCR de coldnia e digestdo enzimatica, aquelas que
se mostraram positivas foram utilizadas na transformagdo da bactéria para expressao E.

coli BL21 (DE3) pLysS.

3.6.2- Expressao da proteina TcMSH2Bt recombinante.

Os transformantes foram selecionados em placa de 2xYT dgar (16 g triptona, 10 g
extrato de levedura, 5 g NaCl, 15 g 4gar, dgua g.s.p. 1 L) contendo ampicilina (100 pg/mL)
e cloranfenicol (34 pg/mL).

Algumas coldnias foram escolhidas para o experimento de indugdo, no qual foi
feito pré-indculo em 3 mL de meio 2xYT (16 g triptona, 10 g extrato de levedura, 5 g
NaCl, 4gua g.s.p. 1 L) contendo ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL)
crescido por dezesseis horas em agitador (37° C a 180 rpm). Na manha seguinte, foi feito
repique (diluido 1:20) em meio 2xYT (16 g triptona, 10 g extrato de levedura, 5 g NaCl,
adgua q.s.p. 1 L) contendo os antibidticos ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34
pg/mL). O crescimento ocorreu sob agitacdo (37° C, 180 rpm) até que foi atingida
densidade 6ptica (OD) de 0,4 a 0,6 a 600 nm. Um volume de 1 mL de cultura foi coletado
e o pellet congelado a -20° C para andlise de amostra de culturas ndo induzidas. Neste
momento, a expressao foi induzida com a adi¢do de IPTG (isopropil tio-B-galactosideo) na
concentracdo final de ImM. Novas amostras foram coletadas em intervalos de 2 e 4 horas
de modo que o nimero de células foi sempre mantido. As amostras foram lisadas em dgua
e tampao de amostra (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8; Glicerol 10%; SDS 2%; B-
Mercaptoetanol 5%; Azul de Bromofenol 0,00125%), fervidas por cinco minutos e
armazenadas a —20° C, até serem analisadas em SDS-PAGE ou por western blot utilizando

anticorpos comerciais a- histidina.
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3.6.3- Purificacao da proteina TcMSH2Bt recombinante por cromatografia de
afinidade

A proteina recombinante produzida foi analisada quanto a sua solubilidade. Para
tal, a cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos e o pellet ressuspendido em
tampao fosfato de sédio 20 mM pH 7.4. A lise foi feita a partir de repetidos ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a 37° C. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante corresponde a
fracdo solivel, enquanto no pellet estdo concentradas as proteinas insoliveis. O pellet foi,
entdo, ressuspendido em tampao fosfato de s6édio 20 mM pH 7.4 em volume
correspondente ao que foi obtido para o sobrenadante. As fracdes soltvel e insolivel foram
analisadas em gel de poliacrilamida 12,5 % corado com azul de comassie e por western
blot.

Para tentativa de solubilizacdo da proteina recombinante expressa na forma de
corpusculos de inclusdo foi aplicado o mesmo processo descrito acima. Porém, a solucao
de tampao fosfato de s6dio 20 M pH 7.4 foi adicionado sarkozyl 1,5% e triton 4% ou
diferentes concentragdes de uréia (2 M, 4 M ou 8 M).

A purificacdo da proteina recombinante com cauda de histidina foi realizada por
cromatografia de afinidade no cromatégrafo AKTA PrimePlus, ao qual foi acoplado uma
coluna com resina em niquel (HisTrap HP- Amersham Biosciences). Antes de aplicar a
amostra no cromatdgrafo, a solucdo de proteina solubilizada foi adicionado NaCl 0,5 M e
imidazol 40 mM. A elui¢do da proteina da coluna foi feita com tampao de elui¢do
contendo tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 500 mM, uréia 4 M
pH 7.4. As fragcOes eluidas foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 12,5 %
corado com solucao de nitrato de prata.

As amostras que continham a proteina recombinante foram dialisadas para que a
uréia fosse retirada antes de serem utilizadas na imunizacdo de camundongos. A didlise foi
feita apds aplicar toda as amostras no cassette Slide-A-Lyzer® Dialysis 2,000 MWCO
(Pierce) e coloca-lo em tampao PBS (132 mM NaCl; 3 mM KCI; 8 mM Na,HPOy4; 1,5 mM
KH,PO4; pH 7,2) contendo uréia 4 M sob agitagdo magnética por 2 horas a 4° C. Em
seguida, o tampao foi trocado por PBS acrescido de uréia 2 M e continuou sendo agitado

por mais 2 horas. E finalmente, o tampao foi trocado por PBS e agitado por 16 horas.
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Ap6s a didlise eram obtidos por volta de 40 mL de proteina purificada. Para
concentrar a solucdo, a amostra foi centrifugada a vdcuo no speed vac (Eppendorf) até que

fosse atingido o volume e concentragdo ideal para injetar nos camundongos.

3.6.4- Imunizacao de camundongos Balb/C com MSH2Bt recombinante

Para producdo de anticorpos policlonais anti-MSH2 foram imunizadas quatro
fémeas de camundongos Balb/C com 5 doses de 20 pg de proteina recombinante. As doses
foram inoculadas por via intraperitoneal. Trés semanas ap6s a primeira dose a imunizag¢ao
foi reforcada. O reforco foi repetido por mais trés vezes em intervalos de duas semanas,

apos as quais os animais foram sacrificados e o soro retirado.

3.7 Western blot

Os ensaios de western blot foram realizados em membrana de nitrocelulose de

acordo com protocolo descrito por Sambrook et al. (1989).

3.8 Preparacio de extratos protéico de 7. cruzi

Epimastigotas no inicio da fase log foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos,
lavadas com PBS e lisadas com tampao A (Hepes 10 mM pHS8.0, NaCl 50 mM, EDTA
ImM, MgCL, 5 mM, NP 40 %, PMSF 1 mM, aprotinina 1 pg/mL, Triton X-100 0,25 %,
glicerol 5 %) ap0s tratamento por 15 minutos a 4° C. A solucdo foi centrifugada a
5000 rpm por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante, contendo proteinas citoplasmaticas, foi
transferido para outro tubo e armazenado a -20° C at¢é o momento do uso. O pellet,
contendo proteinas nucleares, foi lavado com tampao B (Hepes 10 mM pHS8.0,
NaCl 50 mM, EDTA 1mM, MgCL, 5 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 1 pg/mL, glicerol
5 %) com incubagdo a 4° C por 10 minutos. O pellet obtido apds centrifugacdo a 5000 rpm
por 15 minutos a 4° C foi ressuspendido em tampao A e também estocado a -20° C. Para
obtencdo de extrato total, apds serem lavadas com PBS as células foram ressuspendidas em
tampao A.

Antes de serem submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, as amostras

foram tratadas com tampao de amostra 4x (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8; Glicerol 10%;
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SDS 2%; B-Mercaptoetanol 5%; Azul de Bromofenol 0,00125%), transferidas para uma
seringa com agulha gauge 18 e submetidas a repetidas passagens na seringa para
fragmentacdo do DNA. Em seguida, foram fervidas por cinco minutos € armazenadas a

-20° C.

3.9 Construcao de vetor para localizacao de TcMSH6

Como estratégia para imunolocalizacio de TcMSH6 foi construido o vetor
pTREX_Neo_MSH6::RFP, o qual permite a expressdao de proteinas em fusdo com a
proteina fluorescente vermelha. O vetor pTREXRFP (DaRocha et al., 2004a) foi
linearizado com a enzima de restricdo Xbal. Simultaneamente, a regido codificadora do
gene Tcmsh6 (Tc00.1047053510187.430) foi amplificada por PCR do gDNA de CL Brener
com os iniciadores MSH6LocFor e MSH6LocRev (Tabelal), os quais adicionam sitios
para a enzima de restricio Xbal nas duas extremidades. MSH6LocRev possui uma
mutacdo no stop cdédon. O amplicon correpondente a 3036 pb foi digerido com Xbal e
utilizado em reacdo de ligacdo com pTREXRFP também digerido. As colonias obtidas
foram analisadas quanto a orientacdo do inserto através de reacdo de digestdo enzimética
com Notl, a qual liberou fragmentos de 6307 pb e 3637 pb. O inserto na orientagio
invertida levaria a linearizacdo do vetor, devido a proximidade dos sitios. A regido de
fusdo entre as proteinas TcMSH6 e RFP foi seqiienciada utilizando os iniciadores

MSH6LocSeq e RFPLocSeq (Tabela 1) com reagdes em triplicata.

3.10 Construcao de vetores para delecio génica

As regides 5’ e 3° UTR dos genes Tcmsh6 e Tcmlhl foram amplificadas por PCR
com os iniciadores KpnO-5SUTRmsh6, Spel-5UTRmsh6, EcoRVO0-3UTRmsh6, Xhol-
3UTRmsh6, KpnO0-5UTRmlh1, Spel-SUTRmlh1, EcoRV0O-3UTRmlh1 e Xhol-3UTRmlhl
(Tabela 1). Esses iniciadores adicionam sitio de restri¢do para as enzimas Kpnl e Spel na
5’ UTR e para EcoRV e Xhol na 3’ UTR. Os amplicons obtidos foram clonados no vetor
pCR 2.1 TOPO (Invitrogen) seguindo as especificagdes do fabricante. A seqii€ncia
correspondente ao gene de neomicina fosfotransferase foi previamente clonada em pCR
2.1 TOPO (Invitrogen). Em um primeiro momento, os vetores contendo as regidoes 5’ dos

genes Tcmsh6 e Tcmlhl foram digeridos com as enzimas de restricdo Kpnl e Spel. A
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clivagem foi avaliada por eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos correspondentes a
cada gene (5’UTR msh6: 502 pb, S’UTR mlhl: 517 pb) foram excisados dos géis e
purificados (secdo 3.3). Paralelamente, o vetor pCR 2.1 TOPO_Neo foi digerido com as
mesmas endonucleases de restri¢do. O vetor e os insertos purificados foram utilizados em
reacdo de ligacdo com T4 DNA Ligase (Fermentas) e na transformagdo de E. coli XL1-
blue termocompentente. Em seguida, os vetores contendo as regides 3’ dos genes Tcmsh6
e Tcmlhl foram digeridos com as enzimas de restricdo EcoRV e Xhol. Paralelamente, o
vetor pCR 2.1 TOPO 5’UTR_Neo foi digerido com as mesmas enzimas. Os DNAs foram
purificados, ligados e utilizados na transformacao de E. coli XL1-Blue.

A clonagem dos fragmentos correspondentes as regides 5’ ou 3° UTRs foram
avaliados por PCR de colonia utilizando iniciadores especificos para cada gene. A
constru¢do pCR2.1 TOPO 5’UTR_Neo_3’UTR foi analisada, também, por digestdo
enzimdtica com Pvull.

Como estratégia adicional foi construido um vetor contendo as seqiiéncias
regulatérias HX1 e GAPDH chamado pCR2.1TOPO_5"UTR_HX1_Neo_GAPDH_3’UTR.
Para tal, a seqiiéncia correspondente a HX1_Neo_GAPDH foi amplificada por PCR com
os iniciadores HX1 e GAPDHRevEcoRV (Tabelal) a partir de um plasmideo previamente
construido e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Wanderson D. DaRocha da Universidade
Federal do Parand. O amplicon obtido foi clonado no vetor pGEM T-easy (Promega). Os
vetores pCR2.1TOPO_5’UTR_Neo_3’UTR e pGEM T-easy_ HX1_Neo_GAPDH (com o
inserto na orientacdo invertida) foram digeridos com as enzimas de restricdo Spel e
EcoRV. Os fragmentos correspondentes a pCR2.1TOPO_5’UTR_3’'UTR e a
HX1_Neo_GAPDH foram purificados e ligados com T4 DNA Ligase (Fermentas), de
modo que o gene de Neo na constru¢do pCR2.1 TOPO 5’UTR_Neo_3’UTR foi
substituido por HX1_Neo_GAPDH. O vetor construido foi avaliado por PCR de coldnia
com os iniciadores HX1 e GAPDHRevEcoRV (Tabelal) e por digestao enzimdtica com
Pvull. As construgdes foram amplificadas com os iniciadores KpnO-5UTRmsh6 e Xhol-

3UTRmsh6 ou KpnO-5UTRmlhl e Xhol-3UTRmlh1 antes das transfeccdes.

3.11 Transfeccao de epimastigotas de 7. cruzi

Para os experimentos de transfeccdo foram utilizados 107 células/mL de parasitas

na forma epimastigota em fase exponencial de crescimento. A quantidade de DNA foi
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dependente do objetivo da transfeccdo. Nos experimentos de delecdo génica foram
utilizados 100 pg de DNA, j4 nas transfec¢Oes para localizagdo foram utilizados 100 pg do
vetor pTREXRFP e 200 pg do pTREX_Neo_MSH6::RFP. As culturas foram coletadas do
meio LIT por centrifugacdo a 3000 rpm por dez minutos a 4° C e lavadas duas vezes em
tampdo PBS (132 mM NaCl; 3 mM KCl; 8§ mM Na,HPOy; 1,5 mM KH,POy4; pH 7,2). Em
seguida, foram novamente centrifugadas a 3000 rpm por dez minutos a 4° C e
ressuspendidas em 900 uL de tampao de eletroporacdo [tampdo CITOMIX (120 mM KCI;
0,15 mM CaCl,; 10 mM K,HPOy4; 2 mM EDTA; 5 mM MgCl,; 25 mM Hepes; pH 7,4) e
tampao Sacarose (277 mM sacarose; 7 mM KH,PO4; 1 mM MgCl,; pH 7,4), na propor¢ao
3:1]. Em cada cuveta de eletroporagdo de 0,2 cm (Gene Pulser BioRad) foram adicionados
400 pL da suspensdo e o DNA a ser incorporado. As cuvetas foram mantidas no gelo por
quinze minutos, apds os quais foram acopladas ao eletroporador BioRad Gene Pulser
(Hercules, CA) ajustado para pulsos de 0.3 kV / 500 uF / 2 pulsos com 10 s de intervalo
entre eles / constantes de tempo entre 3 e 6 ms. Em seguida, foram incubadas a temperatura
ambiente por dez minutos, apds os quais o seu contetido foi transferido para S mL de meio
LIT (Camargo, 1964) completo (10% soro fetal bovino + penicilina a 100 U/mL e
estreptomicina a 100 ug/mL).

3.12 Analise por microscopia de fluorescéncia de parasitas transfectados

Vinte e quatro e quarenta e oito horas apos a transfec¢do foram preparadas laminas
contendo 20 pL da cultura de parasitas lavados e ressuspendidos em PBS (132 mM NaCl,
3 mM KCI; 8 mM Na,HPOy; 1,5 mM KH,POy4; pH 7,2). Para fixagdo dos parasitas foi
utilizado paraformaldeido 4%. As laminas fixadas e seladas foram levadas ao microscépio

de fluorescéncia e observadas em objetiva de 60 x.
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Tabela 1 — Descricdo de seqiiéncia e sentido dos iniciadores utilizados no trabalho

Iniciador Sentido Seqiiéncia (5’ — 3’)
XbaO Direto TCTAGAATGACTGATGAACGGGACG
7442R Reverso CCCACCCTGATTCCTTGCCCG
MSH6LocFor Direto CCCTCTAGACCTACGGGAATGGATGAC
MSH6LocRev Reverso AAGTCTAGACGACGACTTCTTTTTCTT
MSH6LocSeq Direto TCGTGCACATGGCAGCCATC
RFPLocSeq Reverso CTTCCATACTGAAATTGTGG
KpnO-5UTRmsh6 Direto TGGTACCGGGAATATGCCTCAGTGTGGA
Spel-SUTRmsh6 Reverso GGTACTAGTCGTAGGAAGAGCCCAACCA
EcoRVO0-3UTRmsh6 | Direto GTGATATCTGCACACAGCTTCGTTTA
Xho1-3UTRmsh6 Reverso ACTCGAGAGTAACTTAACAAGTAAATGA
KpnO-5SUTRmlh1 Direto GTGGTACCTTGAGAGTGTATTTGGGTG
Spel-5SUTRmlh1 Reverso ACACTAGTCCAGCAGTTCCTTCAGCGC
EcoRVO0-3UTRmIhl1 Direto GTGATATCGAAGGAGTGGAGTCGCTTTCA
Xho1-3UTRmlhl Reverso CCCTCGAGTTTTTGTTTGTTTGTTGCTGT
HX1 Direto TTCTTCAAAATATGCAGCGG
GAPDHRevEcoRV Reverso CCGATATCCCGGAGGGTCGCTCG
MSH6 5’ko Direto ATTTGAGGTTATTATTATTATTTATGC
MSHG6For Direto CTAGTTGACTGTGCGGACGTTTACCGC
MSH6Rev Reverso TGAAGGAACTGTCGTATGGTATGAATG
NeoFor Direto CGACCCTGCAGCCAATATGGGATCG
NeoRev Reverso TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG
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4. RESULTADOS

4.1 Expressao TcMSH2 recombinante e producio de anticorpos policlonais anti-

TcMSH2

O clone CL Brener, usado como referéncia para o projeto genoma de Trypanosoma
cruzi, contétm 2 alelos que apresentam seqiiéncias distintas para o gene Tcmsh2,
denominados Tcmsh2B e Tcmsh2C, resultado do seu cardter hibrido (Augusto-Pinto et al.,
2003). A seqiiéncia priméria de aminodcidos indica que duas isoformas da proteina, com

massas moleculares preditas de 110 e 106 KDa, sdo expressas no clone CL Brener.

Devido as dificuldades inerentes a clonagem e a expressdo do gene completo em
vetores de expressdo, optamos por expressar uma versdo truncada da proteina
correspondente ao dominio de ligacdo ao DNA e reconhecimento de erros de pareamento,
a partir de seqii€ncia parcial do alelo Tcmsh2B (veja em Material e Métodos, secdo 3.6.1).
A seqiiéncia de interesse foi clonada no vetor pET21a(+) que adiciona uma seqiiéncia de
poli-histidinas na por¢cdo C-terminal. Apds a transformagdo de E. coli BL21pLysS, a
expressdo da proteina recombinante foi feita mediante adi¢do de IPTG. De acordo com a
seqiiéncia primdria, uma proteina de peso molecular de 49 KDa, correspondente a 431

aminodcidos da extremidade N-terminal da isoforma B de TcMSH2 seria produzida.

A clonagem do fragmento génico que gerou a proteina truncada foi confirmada por
PCR de coldnia, digestdo enzimética e seqiienciamento do plasmideo. Na Figura 6 A esta
a representacao esquemadtica do vetor pET21a(+) apds a clonagem de seqii€ncia parcial do
gene Tcmsh2B, o qual foi denominado pET21a_MSH2Bt. Em destaque, estd a localizacdo
dos sitios para a enzima de restricdo Xhol no vetor. Essa enzima foi utilizada na digestao
enzimatica do vetor pET21a(+) com e sem a seqii€ncia parcial de Tcmsh2B. O resultado da
reagdo de digestdo foi avaliado por eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 6 B). E
possivel observar que os dois plasmidios apresentam diferentes perfis de digestdo
enzimatica frente a mesma endonuclease de restricdo. Na presenca da seqiiéncia de
Temsh2Bt sao liberados fragmentos de 5781, 502 e 395 pb, enquanto o vetor pET21a(+)

vazio € apenas linearizado, dando um fragmento de 5,4 Kb.
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Figura 6: Plasmideo para expressio da proteina TcMSH2B truncada. A) Representagio

esquemdtica do vetor pET21a_MSH2Bt. Em destaque a localizacdo dos sitios para a enzima de

restricdo Xhol. B) Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) com os produtos

de digestdo com Xhol (X) dos vetores pET21a_MSH2Bt e pET21a(+), bem como dos mesmos

vetores ndo digeridos (ND). Na presenca de seqiiéncia parcial do gene msh2B sdo liberados

fragmentos de tamanhos 5781, 502 e 395 pb. Como padrido de peso molecular foi utilizado o 1Kb

Ladder (Invitrogen).
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Uma vez confirmada a clonagem, o vetor contendo o gene de interesse foi utilizado
na transformacdo de bactérias E. coli BL21 (DE3) pLysS. A expressdo da proteina de
interesse ocorreu 4 horas apds a adicdo de ImM de IPTG, como mostrado no gel de
poliacrilamida 12,5% (Figura 7 A), no qual foram avaliadas fragdes coletadas antes e

depois da adi¢do de IPTG.

Os extratos protéicos totais de bactérias obtidos apds a indu¢do com IPTG foram
avaliados quanto a solubilidade da proteina recombinante. Apds a lise das bactérias por
ciclos de congelamento-descongelamento, foi observado que a proteina recombinante
encontrava-se na forma insoldvel, formando corptisculos de inclusdo. Para solubilizagdao da
proteina, os extratos protéicos foram submetidos a dois tipos de tratamentos: (a) Sarkozyl
1,5% + Triton 4% ou (b) Uréia (4M ou 8M). Apds a adi¢do desses reagentes, os extratos
foram centrifugados e o pellet (fracdo insolivel - I) e o sobrenadante (fracdo solavel - S)
foram analisados por gel de poliacrilamida 12,5 %. Conforme observado na Figura 7 A,
apenas o tratamento com uréia 8M foi capaz de reverter a insolubilidade da proteina para a
forma solivel. Através de ensaio western blot (Figura 7 B), foi possivel confirmar que a
proteina observada apds a indu¢ao com IPTG e apds os tratamentos para solubilizacdo é
uma proteina com cauda de histidina. Como controle positivo foi utilizado uma proteina da
familia das MASPs, que sdo proteinas de superficie em 7. cruzi. A expressdo heter6loga
dessa proteina com cauda de histidina apresenta peso molecular predito de 60 KDa.

(Figura 7 B).

Apo6s a inducdo da expressdo de TcMSH2B truncada, os extratos contendo a
proteina solubilizada em uréia foram diluidos em tampao fosfato de sédio e submetidos a
cromatografia de afinidade em coluna contendo resina de niquel (Material e Métodos,
secdo 3.6.3). Na Figura 8 A pode ser observado um dos cromatogramas obtidos durante as
purificacdes. As fracdes de nimero impar foi adicionado tampéo de amostra de proteina e
elas foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 10% (Figura 8 B). A visualizacdo das
bandas foi feita apds a coloracdo do gel com nitrato de prata, o que mostrou a elui¢ao de

apenas uma proteina, de tamanho predito de 49 KDa, correspondente a TcMSH2B.

A purificacdo de TcMSH2B por cromatografia de afinidade envolveu a elui¢ao em

tampao contendo 8M de uréia. Para eliminar a uréia antes da imunizacao, todas as fracoes
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PMOh4h S 1 S | S | C+

KDa

60
50
Sarkozyl 1,5%
e Triton 4% Uréiad4M Uréia8M
PM Oh 4h S | S | S | C+
KDa
60
50

Figura 7: Expressao da proteina MSH2B recombinante em E. coli BL21 (DE3) pLysS e

avaliacao de sua solubilidade. A) Gel de Poliacrilamida 12,5% corado com Azul de Comassie.

Extrato protéico total da bactéria antes (Oh) e quatro horas depois (4h) da adi¢do de ImM de IPTG.

Fracdes soldvel (S) e insolivel (I) apds tratamentos com Sarkozyl 1,5% e Triton 4%, Uréia 4M ou

8M. Como controle positivo (C+) foi aplicado uma forma recombinante de MASP. Como marcador

de peso molecular (PM) foi utilizado Bench Mark Protein Ladder (Invitrogen). B) Western blot

com as mesmas amostras da Figura A utilizando anticorpo anti-Histidina 1:1000 por 2h e anticorpo

secunddrio anti-IgG de camundongo (conjugado a peroxidase) 1:2000 por aproximadamente 2h.
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Figura 8: Purificacdo de TcMSH2B por cromatografia de afinidade. A) Cromatograma obtido

apos a purificacdo de SmL

de solucdo de proteina. A linha tracejada em rosa representa 0 momento

em que a amostra foi adicionada. Em azul é representada a absorbancia a 280 nm. A linha verde

representa o gradiente do

tampdo de elui¢@o: a concentracdo do imidazol no tampdo de eluigdo

comeca a aumentar 25 min apds a adicdo da amostra, até que atinge 100%. Nesse intervalo, sdo

coletadas as fragdes no volume de 1mL. B) 5 uL das fragcdes de nimeros impares de 1 a 23 foram

aplicadas em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata. A proteina TcMSH2B

truncada apresenta tamanho predito de 49 KDa. Como padrio de peso molecular (PM) foi utilizado

Bench Mark Protein Ladder (Invitrogen).
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contendo proteina (Figura 8 B) foram dialisadas. Apds a didlise, a soluc@o de proteinas foi
concentrada por centrifugacdo a vicuo no Speed Vac (Eppendorf). Na Figura 9 A estd
representado um gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata no qual pode ser
observado as quantidades de proteina presentes em 20 uL de solug¢do de proteina purificada
antes e depois da didlise. A intensidade das bandas no gel indica que nao houve perda
significativa de proteina durante a diélise.

Ao final da didlise um volume total de solucao de proteina, com cerca de 40 mL, foi
concentrado em dois tubos contendo 1 mL cada. O volume de 1 uL de solucdo de proteina
concentrada foi aplicada no mesmo gel. Diferentes concentracdes de BSA (10, 50 e 100
ng) foram aplicadas como referéncia. Antes de ser inoculada a proteina foi quantificada por
ensaio de Bradford. Vdrias purificacdes foram realizadas, com obten¢do de 0,8 mg totais

de proteina recombinante.

A proteina TcMSH2Bt recombinante purificada foi utilizada na imunizacido de
quatro fémeas de camundongos BALB/c. O soro obtido foi titulado por ELISA e em todos
0s animais o soro estava com titulo de 1:100 para o reconhecimento de 5 ug de proteina
recombinante. Na Figura 9 B pode ser observada uma membrana de western blot no qual
40 ng de proteina recombinante purificada foram incubadas com soro de um dos animais

imunizados (anti-MSH2) e de um animal nao imunizado (1:500).

Para avaliar se soros de animais imunizados eram capazes de reconhecer a proteina
nativa em 7. cruzi, foram feitos novos experimentos de western blot (Figura 10). Amostras
contendo a proteina recombinante gerada em E. coli, assim como extratos protéicos totais
de epimastigotas, foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose e incubados com
soros de animais imunizados e nao imunizados. Como mostrado na Figura 10, enquanto a
proteina TcMSH2Bt recombinante apresenta peso molecular predito de 49 KDa, duas
bandas correspondentes a proteina nativa no parasito foram detectadas. A Figura 10
mostra, portanto, que os soros obtidos possuem anticorpos que reconhecem tanto a proteina
recombinante quanto a proteina nativa. Porém, apesar de reconhecer a proteina nativa com
o tamanho esperado 110 KDa, também € reconhecida uma proteina de peso molecular
menor, de 45 KDa presente no extrato de epimastigotas. Ja o soro de animal ndo imunizado
ndo reconhece a proteina recombinante ou a nativa. Os soros dos quatro animais

imunizados apresentaram perfil de reconhecimento semelhante.
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Figura 9: Anélise da proteina TcMSH2Bt recombinante purificada e dos soros obtidos apos
imunizacdo. A) Gel de poliacrilamida 10% contendo linha 1: marcador de peso molecular
(BlueStep™ Protein Molecular Weight Marker - Amresco); linha 2: 20ul de solucio de proteina
MSH?2Bt recombinante antes de ser dialisada e ap6s ser dialisada (linha 3). Linhas 4 e 5: 1uL
proveniente de dois tubos diferentes da solu¢do de proteina MSH2Bt recombiante que foi
concentrada no Speed Vac (Invitrogen). Linhas 6, 7 e 8: Diferentes concentragdes de BSA
(67KDa). B) Western blot no qual 10 pL de proteina recombinante foi incubado com soro anti-
MSH?2 (1:500) e soro ndo imune (1:500) por duas horas. Como anticorpo secundério foi utilizado

anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (GE).
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Figura 10: Reatividade de MSH2Bt recombinante e TcMSH2 nativa com soro de
camundongos imunizados. 500 ng de proteina recombinante (R) e extrato protéico total de 3,0 x
10" epimastigotas de T. cruzi (E) foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose e
incubados com soro de dois animais imunizados ou e de um aninal ndo imunizados com MSH2Bt
recombinante, na dilui¢cdo 1:500, por duas horas. Como anticorpo secunddrio foi utilizado anti-IgG

de camundongo conjugado a peroxidase (1:1000) por duas horas e meia.
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De posse desses anticorpos, diversas tentativas foram feitas para obter a localiza¢io
subcelular da proteina TcMSH2 por imunofluorescéncia, utilizando os soros dos quatro
animais imunizados com TcMSH2Bt. Porém, em todos os experimentos os resultados
foram inconclusivos, possivelmente devido ao baixo nivel de expressdo da proteina. Como
estratégia alternativa, foram realizados experimentos de fracionamento celular do parasita
e deteccdo da proteina por western blot. Na Figura 11 A, pode ser observada uma
membrana de nitrocelulose para a qual foram transferidos: extrato protéico total
correspondente a 2,0 x 10’ epimastigotas e extratos protéicos das fracdes nucleares e
citosdlicas, correspondentes 1,2 x 10’ epimastigotas, incubados com soro anti-MSH?2. E
possivel observar que as proteinas de diferentes massas moleculares apresentam
localizacdo celular distintas em 7. cruzi: a proteina com massa molecular de 110 KDa esta
presente exclusivamente na fracdo nuclear, enquanto a proteina com massa molecular de
45 KDa estd presente exclusivamente na fracdo citosélica. Como controle membranas
contendo os mesmos extratos foram incubadas com anticorpo anti-PEPCK (1:250), uma
proteina citoplasmatica (Figura 11 B), e anti-Polf (1:250), uma proteina associada do

cinetoplasto (Figura 11 C).

Como estratégia para avaliar o papel de MSH2 em 7. cruzi, Campos e
colaboradores (2010) geraram linhagens heminocaute desse gene no clone CL Brener
(ATcmsh2*"). Para verificar se nos parasitas ATcmsh2*” haveria uma diminui¢do na
producdo da proteina, foram realizados ensaios de western blot com os soros dos
camundongos imunizados e extratos protéicos totais de epimastigotas de Tcmsh2
heminocautes. No western blot mostrado na Figura 12 pode-se observar que, ao contrario
dos extratos de parasitas selvagens, apenas a proteina que corresponde ao tamanho predito
de 110 KDa € reconhecida nos extratos de trés clones derivados de culturas que tiveram o

alelo C de msh2 deletado.
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Figura 11: Proteinas reconhecidas pelo soro anti-MISH2 no extrato celular de 7. cruzi
apresentam localizacao subcelular distintas. A) Membrana de nitrocelulose com extrato total (T)
de 2,0 x 10’ epimastigotas e extratos nuclear (N) e citosdlico (C) de 1,2 x 10’ epimastigotas
incubada com soro anti-MSH2 (1:500). B) Membrana de nitrocelulose contendo os mesmos
extratos: total (T), nuclear (N) e citosélico (C) incubada com anticorpo anti-PEPCK (1:250) e C)
anti-Polp (1:250). Em B e C foi utilizado anti-IgG de coelho (1:500) como anticorpo secundario.

40



Resultados

MSH?2 +/-
KD
a Selvagem clone 1 clone 2 clone 3
120 ¥
94 M
47

Figura 12: Expressao de TcMSH2 em CL Brener selvagem e em parasitos heminocautes
ATcmsh2+/-. Extrato protéico total correspondente a 3,0 x 10’ epimastigotas de CL Brener
selvagem e de diferentes clones de heminocautes foram transferidos para uma membrana de
nitrocelulose e incubados com soro anti-MSH2 (1:500) por 16 horas. Como anticorpo secundario
foi utilizado anti-IgG de camundongo por duas horas. Como padrdo de peso molecular foi aplicado

o BlueStep™" Protein Molecular Weight Marker (Amresco).
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4.2 Localizacao subcelular de TcMSH6

Como estratégia para avaliar se TcMSH?2 apresenta um papel MMR-independente
na resposta aos danos oxidativos, decidimos caracterizar outras proteinas da via de MMR
em 7. cruzi. Como um dos heterodimeros que podem ser formados com MSH2 é o MSH6,
e esse heterodimero € o responsavel pelo reparo de erros de pareamento e pequenas alcas
de insercdo e delecdo (Li, 2008), decidimos investigar a localizacao subcelular de MSH6.
Para tal, a regido codificadora do gene Tcmsh6 foi amplificada por PCR a partir do DNA
genomico da cepa CL Brener. O fragmento amplificado (Figura 13 A) foi clonado no
vetor pTREXRFP (DaRocha et al, 2004a) de modo que a proteina TcMSHG6 fosse expressa
em fusdao com RFP na regido C-terminal. Dessa forma, pretendiamos transfectar parasitas
com as duas construcdes, de maneira a verificar se na presenca de MSH6 em fusdao com
RFP e MSH2 em fusdao com GFP, o heterodimero MSH2/MSH6 apresentaria localiza¢io
nuclear. O vetor construido para expressao de MSH6 em fusdo com RFP foi denominado
pTREX_Neo_MSHG6::RFP (Figura 13 B). A clonagem foi verificada por PCR de colénia
das bactérias transformadas, digestdo enzimética do vetor e seqiiénciamento da regido de
fusdo entre as duas proteinas. Na Figura 13 B pode ser observada a localizagao dos sitios
de restricao para a enzima Notl, bem como o tamanho esperado em pares de base para cada
fragmento. Gel de agarose 1% da digestdo enzimaética com essa enzima indicou que duas
coldnias apresentavam o perfil esperado (Figura 13 C). Na Figura 14 estd representado o
resultado do seqiienciamento de uma das coldnias utilizadas. Como iniciador direto foi
utilizado o MSH6LocSeqFor que alinha no final da regido codificadora de msh6 e como
iniciador reverso MSH6LocSeqFor que alinha no inicio da codificadora do gene rfp. A seta
vermelha indica o nucleotideo do c6don de terminacdo que foi mutado e a seta verde o

codon de iniciacao do gene rfp.

A constru¢do obtida foi utilizada, entdo, na transfec¢do transiente de formas
epimastigotas de CL Brener. Apds vdrias tentativas ndo foi possivel observar a expressao
da proteina MSH6 em fusao com RFP, apesar de ser possivel observar a fluorescéncia em

parasitas transfectados com o vetor pTREXRFP sem o gene MSH6 em fusao (Figura 15).
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Figura 13: Vetor para localizaciao subcelular da proteina TcMSH6 em fusdo com RFP. A) Gel
de agarose 1% com o produto de PCR correspondente a regido codificadora de Tcmsh6 que
apresenta 3009 pares de base. Como controle negativo da reagdo (C-) foi feito o mix de PCR com
todos os componentes exceto o DNA. B) Representacdo esquematica do vetor pTREXRFP com o
gene Tcmsh6 em fusdo com RFP na regido C-terminal. Em destaque estio os sitios de restri¢do
para a endonuclease Notl e o tamanho dos fragmentos liberados com a digestdo enzimatica. C) Gel
de agarose 1% no qual pode ser observado o perfil de digestio com Notl de duas coldnias
diferentes de pTREX_Neo_MSH6::RFP. ND: DNA néo digerido; D: DNA Digerido. Como padréo

de peso molecular, em A e C, foi utilizado o 1Kb Plus (Invitrogen).
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Figura 14: Seqiienciamento do vetor pTREX_Neo_MSHG6:RFP. A regido de fusdo entre os
genes Tcmsh6 e rfp foi seqiienciada utilizando-se os iniciadores MSH6LocSeqFor e
MSH6LocSeqRev, que anelam no local indicado. A reagdo foi feita em triplicata para cada
iniciador. A seta em vermelho indica o local de mutac¢do do c6don de terminacdo de MSH6 e a seta
verde o cddon de iniciagdo da proteina RFP. Como referéncia estd a seqiiéncia montada in silico do

vetor pTREX_MSH6_RFP.
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campoclaro fluorescéncia

Figura 15: Transfeccao de epimastigotas de CL Brener selvagem com pTREXRFP. As células
foram transfectadas com 100 pg do vetor e passaram a expressar proteina fluorescente vermelha 48

horas apds a transfecgcdo. As imagens foram capturadas em microscopio de fluorescéncia.
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4.3 Delecao génica de outro gene da via de MMR

Duas estratégias diferentes foram utilizadas para dele¢do de outro gene da via de
MMR: MSH6 (Figura 16 A). Inicialmente, foram geradas constru¢des nas quais um gene
de resisténcia a um antibiético — neomicina fosfotransferase, por exemplo — era flanqueado
por regides 5’ ndo traduzidas (UTR) e 3° UTR dos genes de interesse. Por recombinacio
homdloga, o gene de interesse € substituido pelo gene de resisténcia ao antibidtico, o qual
podera ser transcrito € o seu mRNA processado de acordo com os sinais de adi¢do de
Spliced leader (SL) e poliadenilagcdo existentes nas seqiiéncias upstream e downstream ao

gene que foi deletado.

Virias tentativas de transfec¢do foram realizadas com a intencdo de deletar
TcMSH6 seguindo a estratégia descrita acima. Porém, em nenhuma delas foram obtidos
parasitas resistentes a G418 (geneticina). Como estratégia alternativa, decidimos gerar
construgdes em que os genes de resisténcia eram flanqueados por seqiiéncias contendo
sinais de processamento, sabidamente eficientes para adi¢ao de SL e cauda poli-A ao RNA
mensageiro. Para tal, utilizamos as seqiiéncias intergénicas de HX1 e GAPDH clonadas
nos vetores pTREX e pROCK (Vazquez & Levin, 1999; DaRocha et al, 2004a). Nessas
construgdes, as seqii€éncias contendo os sinais de processamento sdo flanqueadas pelas
regides 5’ e 3> UTRs dos genes de interesse, de maneira que esse cassete contendo o gene
de resisténcia serd inserido, por recombinacdo homodloga, no lugar da regido codificadora
do gene a ser deletado. A metodologia utilizada na constru¢do dos vetores de delecdo estda
descrita em detalhes no Material e Métodos (secdo 3.10). Na Figura 16 B estd a
representacao esquematica do vetor utilizado seguindo a estratégia 2. Em destaque estdo os
sitios de restri¢do para a enzima Pvull, bem como o tamanho dos fragmentos liberados
durante a digestdo enzimdtica com essa enzima. A clonagem do vetor para delecdo de
MSHE6 foi verificada por clivagem com Pvull e analisada em gel de agarose 1% (Figura
16 C). Pode ser observado que apenas as coldnias 2 e 3 liberaram fragmentos com os

tamanhos esperados.

Ap6s transfec¢do utilizando as construgdes descritas na Figura 16 C, contendo
seqiiéncias regulatérias flanqueadas por 5> UTR e 3° UTR do gene de MSH6, foram
obtidos parasitas resistentes a geneticina (G418). Clones gerados a partir da populagcdo

transfectada com a construgdo para delecdo de Tcmsh6 foram analisados por PCR (Figura
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17). Para essas PCRs, foram desenhados iniciadores que anelam em regides internas e
externas ao gene msh6 bem como iniciadores que anelam nas seqiiéncias codificadoras do
gene de resisténcia a G418. Os resultados de amplifica¢des utilizando véarias combinagdes
de iniciadores, conforme indicado na Figura 17 B, mostram que apesar de apresentarem
resisténcia a G418, para nenhum dos clones analisados foram obtidas evidencias da

integracdo do gene de resisténcia no 16cus de Tcmsh6.
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Figura 16: Delecao génica em T. cruzi. A) Duas estratégias diferentes foram utilizadas para
deletar genes em 7. cruzi. Na primeira o gene de interesse é substituido por recombinacdo
homoéloga por um cassete contendo um gene de resisténcia a antibidtico (Neo) flanqueado por
regides 5’ e 3° UTRs do gene de interesse. Na segunda estratégia o gene de resisténcia é flanqueado
por seqii€ncias regulatérias, representados aqui por HX1 e GAPDH. B) Representacido esquematica
da construcdo utilizada para deletar o gene MSH6 seguindo a estratégia 2. Em destaque estdo os
sitios de restricdo para Pvull, bem como o tamanho dos fragmentos liberados. C) Gel de agarose
1% em que foram aplicados os produtos de digestdo enzimdtica com Pvull das construcdes

utilizadas para deletar MSH6.
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Figura 17: Caracterizacdo de parasitas transfectados com a construcio para deleciao de
TcMSHG6 seguindo a estratégia 2. A) Gel de agarose a 1% da PCR. Como DNA molde foram
utilizados gDNAs de clone resistente a G418 e de CL Brener selvagem. B) Sitios de anelamento

dos iniciadores utilizados (Tabela 1), bem como o tamanho esperado para os fragmentos.
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5.3 DISCUSSAO
5.1 O MMR e o papel da proteina TcMSH2

Os estudos sobre a via de reparo de erros de pareamento (MMR) em 7. cruzi
iniciaram-se com a clonagem e caracterizagdo do gene ort6logo ao gene msh2 eucariético
(Augusto-Pinto et al., 2001). Conforme descrito na Introducdo, ndo foram identificadas no
genoma do 7. cruzi seqiiéncias ortélogas ao gene mshl. Essa proteina tem sido relacionada
a manutencdo e reparo de danos acumulados no DNA mitocondrial (mtDNA) de S.
cerevisiae. Foi observado que mutantes msh/tém mutagénese aumentada no mtDNA, com
rearranjos e delecdes em larga escala. Este fendtipo ndo pdde ser revertido com a
complementacdo de plasmideo contendo o gene mshl (Reenan & Kolodner, 1992). A
manutengdo da estabilidade do mtDNA em S. cerevisiae estd, portanto, relacionada a
capacidade de reparar danos oxidativos por uma via dependente de MSH1 (Dzierzbicki et

al., 2003).

Na auséncia de MSHI1, levantamos a hipdtese de que em 7. cruzi a proteina MSH?2
poderia atuar tanto na resposta a danos oxidativos no mtDNA quanto no reparo de erros de
pareamento (MMR) no DNA nuclear, porém através de mecanismos independentes.
Trabalhos realizados com outros organismos também sugerem papéis adicionais para
MSH?2. Drotschmann e colaboradores (2004) demonstraram que a fun¢do de reparo do
MSH2 nao € necessaria para a indu¢do de morte celular dependente de MMR apds
tratamento com cisplatina. Através de mutacdes que alteram a funcdo no dominio ATPase
de MSH, e partindo do principio que diferentes lesdes no DNA alteram o requerimento por
ATP, esse grupo sugere que os dois eventos estariam desacoplados. Reforcando essa
hipétese, Clodfelter e colaboradores (2005) demonstraram que mutagdes pontuais no gene
msh2 podem afetar o reparo ou a sensibilidade a cisplatina, mas nido necessariamente

ambos 0s eventos.

Em 7. cruzi, linhagens heminocautes para Temsh2 (ATemsh2*") apresentando uma
diminui¢ao de 50 % nos niveis de mRNA (Campos et al., 2010) e da proteina TcMS2
(Figura 12) mostraram-se mais susceptiveis ao tratamento com H,0,, mas ndo
apresentaram diferencas significativas frente ao tratamento com cisplatina (Campos et al.,

2010). Ao investigar o papel de MSH2 em T. brucei, Machado-Silva e colaboradores
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(2008) trataram com H,O, linhagens nas quais os dois alelos que codificam a proteina
foram deletados. O tratamento dessas células mostra que os mutantes, além de
apresentarem aumento da instabilidade de microsatélites e resisténcia a MNNG, sdo mais
sensiveis aos danos causados pelas espécies reativas de oxigénio do que células selvagens.
Esse fendtipo seria independe de outras proteinas do MMR. Por outro lado, parasitas
duplo-nocautes para MLH1 apresentam comportamento semelhante a célula selvagem apds
tratamento com H,0O,. Adicionalmente, a complementacdo dos nocautes para MSH2 em 7.
brucei com o MSH2 de T. cruzi é capaz de restaurar o fenétipo de resisténcia ao H,O,, mas
ndo a completa funcionalidade da via de MMR (Machado-Silva et al., 2008). Esses dados
indicam fortemente que em 7. cruzi como em 7. brucei a resposta aos danos oxidativos

gerados no DNA ocorre por uma via independente do MMR.

Em 7. cruzi ainda ndo foi possivel gerar linhagens duplo nocaute vidveis para o
gene msh2, sugerindo que esse tenha um papel essencial para o parasita. At€é o momento,
foram obtidas linhagens heminocautes do clone CL Brener, nas quais um dos alelos foi
deletado (ATcmshZ” ’), mas nao o duplo nocaute (Campos et al., 2010). Entretanto, Bell e
colaboradores (2004) geraram linhagens de 7. brucei em que ambos os alelos do gene
msh2 foram deletados na formas sangiiineas do parasita. Dados metabdlicos destas
linhagens transfectadas sugerem que a glicdlise € a principal fonte de ATP, enquanto que
na forma prociclica — presente no inseto invertebrado — o metabolismo mitocondrial € mais
importante que a glicolise (Colasante et al, 2007). Os estudos metabdlicos em
tripanossomatideos tém se concentrado em 7. brucei, sendo a ordem Kinetoplastida
caracterizada por diversas peculiaridades metabdlicas em relagdo aos outros eucariotos
(Hannaert et al., 2003). Os poucos dados bioquimicos disponiveis bem como anélises
protedmicas (Atwood et al., 2005) indicam que a forma epimastigota de 7. cruzi apresenta
um metabolismo dependente preferencialmente da cadeia respiratoria, como ocorre nas
formas prociclicas de 7. brucei. Assim, pode-se especular que a inviabilidade de se gerar
clones duplo nocautes em epimastigotas de 7. cruzi, em contraste com os dados obtidos
com a forma sangiiinea de 7. brucei, seja devido ao maior dano oxidativo sofrido por esse
estdgio no ciclo de vida desse parasita. Células que apresentam metabolismo
preferencialmente mitocondrial terdo maior producdo de espécies reativas de oxigé€nio
(ROS) e se 0 MSH2 estiver relacionado a resposta ao dano oxidativo, de acordo com nossa

hip6tese, a delecdo dos dois alelos de msh2 (ATcmsh2™) pode ser letal em epimastigotas.
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Infelizmente, protocolos para transfeccdo de formas tripomastigotas, as quais apresentam

um metabolismo baseado na via glicolitica, ainda ndo foram estabelecidos.

Para elucidar o papel da proteina MSH2, inclusive na resposta aos danos oxidativos
ao DNA, ¢ fundamental obter a localiza¢do da proteina no parasita. Com base na hip6tese
de que a proteina MSH2 em 7. cruzi esteja relacionada, tanto ao reparo de DNA quanto a
resposta ao estresse oxidativo espera-se encontrd-la tanto no ndcleo quanto associada ao
DNA mitocondrial, organizado no cinetoplasto. No presente trabalho, foi gerada uma
proteina recombinante correspondente a uma forma truncada da proteina MSH2 isoforma
B, para ser utilizada na imunizacdo de camundongos e geracdo de anticorpos anti-MSH?2.
A escolha por uma versdo truncada da proteina, correspondente ao dominio de ligacdo ao
DNA, foi decorrente das inimeras tentativas anteriores de expressao da proteina completa
e ao fato de que nas tentativas de clonagem do gene completo em vetor de expressdo todos
os clones analisados apresentavam o inserto na orientacdo invertida, sugerindo que
provavelmente a expressdao do gene na orientagcdo correta seria letal para a bactéria (dados
niao mostrados). Ainda com base na hipétese de toxicidade da proteina para as bactérias,
como hospedeira foi escolhida a linhagem bacteriana BL21 (DE3) plysS, a qual apresenta
no seu genoma o promotor lacuv5 que controla a transcricio do gene de T7 RNA
Polimerase, que € regulado pela expressdao de repressor lac. Além disso, a bactéria possui
um plasmideo, com gene de resisténcia a clorafenicol, que expressa pequenas quantidades
de lisozima T7, que atua como um inibidor natural da T7 RNA Polimerase, promovendo
um controle maior da expressdo da proteina recombinante (pET System Manual,

Novagen).

Os soros anti-MSH2 obtidos foram utilizados em vdrias tentativas de
imunolocalizagdo através de imunofluorescéncia de formas epimastigotas de CL Brener de
T. cruzi fixadas em laminas de poli-lisina. Porém, nao foi possivel obter a localiza¢ao

subcelular da proteina por esse método (nao mostrado).

Como alternativa para avaliar a expressdo de TcMSH?2 e sua localizagdo subcelular,
realizamos experimentos de western blot. Os soros obtidos com os animais imunizados sao
capazes de reconhecer a proteina nativa em extrato protéico total de epimastigotas de CL
Brener. Uma vez que se trata de uma cepa hibrida, em CL Brener sdo encontradas as

isoformas B e C para TcMSH2 (Augusto-Pinto et al., 2003) que apresentam massa
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molecular predita de 110 e 106 KDa. Nos experimentos realizados foram detectadas
proteinas de diferentes pesos moleculares. Sendo a maior a correspondente ao tamanho
esperado para TcMSH2 e a menor com cerca de 50 KDa. Como esperado, o soro de animal
nao imunizado com TcMH2Bt recombinante ndo € capaz de reconhecer as mesmas
proteinas. Para avaliar a localizacao subcelular das proteinas encontradas, foram realizados
ensaios de fracionamento celular. Os extratos correspondentes as fracdes nuclear e
citosdlicas foram incubados com soro anti-MSH2. Como resultado foi observado que a
proteina de maior massa molecular estd localizada na fracdo nuclear, enquanto a proteina
de menor massa molecular localiza-se na frag¢do citosélica. Como controle dos extratos
utilizados, esses foram incubados com soro anti-PEPCK e anti-Polf. Conforme foi
observado na Figura 11 a DNA Polimerase f de 7. cruzi estd localizada na fragcdo
denominada citosdlica. Lopes e colaboradores (2008) observaram por imunofluorescéncia
que a DNA Pol B em T. cruzi estd localizada na mitocondria. Esses dados indicam,

portanto, que TcMSH2 estaria envolvido no reparo do DNA mitocondrial, uma vez que

além da localizac¢do nuclear, também estd localizado no fracdo mitocondrial.

Em experimentos de western blot realizados por Machado-Silva e colaboradores
(2008) também € possivel observar que o soro policlonal anti-MSH?2 reconhece duas
proteinas de massas moleculares diferentes, tanto em 7. brucei selvagem quanto em
parasitas duplo-nocautes re-expressores de Thmsh2. A diferenca de massa molecular entre
TbMSH2 com o tamanho esperado (105 KDa) e a outra proteina reconhecida pelo soro (90
KDa) é menor do que a diferenca observada em T. cruzi. Apesar de em 7. brucei também
ser observado o papel do MSH2 na resposta ao estresse oxidativo, as proteinas MSH2 em
T. cruzi e T. brucei apresentam apenas 64 % de identidade de aminoécidos. Isso sugere que
embora relacionadas TbMSH2 e TcMSH2 podem estar atuando diferencialmente na

resposta ao estresse oxidativo nos dois organismos.

Os dados de localizac@o subcelular nos levaram a propor a hipdtese de que essa
proteina esteja sendo processada. A forma processada, de menor massa molecular, estaria
relacionada a resposta aos danos oxidativos e teria localizacdo mitocondrial. Em 7. brucei
ja foi demonstrado que através splicing alternativo a sequéncia do spliced leader seria
adicionada em um sitio mais interno e um cédon de iniciagdo diferente poderia ser

reconhecido na traducdo pelo ribossomo (Nilsson et al., 2010). Experimentos procurando
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verificar se tal forma de trans-splicing alternativo poderia ocorrer em 7. cruzi, levando a
producdo de um mRNA de tamanho menor e consequentemente a traducdo de uma
isoforma de tamanho menor de MSH2 estdo sendo planejados. Alternativamente, o
processamento ocorreria de maneira pds-traducional, ou seja, a isoforma maior da proteina
seria traduzida e clivada antes de ser direcionada para a mitocondria. Por outro lado, o fato
de parasitas heminocautes para Temsh2 (ATemsh2™) apresentarem apenas a proteina de
maior peso molecular sugere que esse processamento do mRNA ou da proteina seria alelo
especifico. Adicionalmente, resultados preliminares de western blot sugerem que cepas
pertencentes a 7. cruzi I possuem apenas a proteina de maior massa molecular, enquanto
cepas pertencentes a 1. cruzi II, assim como CL Brener (7. cruzi IIl), apresentam as

proteinas de maior € menor massa molecular.

Dados de northern blot da cepa Tulahuén mostram que MSH2 € expresso em todas
as fases do ciclo de vida do parasito, mas em menor quantidade em tripomastigotas
(Augusto-Pinto et al., 2001). Dados mais recentes de microarranjo, mostrando a expressao
estagio especifica de muitos genes de 7. cruzi, indicam que a expressao de MSH2 ¢é
regulada positivamente em amastigotas e negativamente em tripomastigotas, epimastigotas
e tripomastigotas metaciclicas (Minning et al., 2009). No interior da célula hospedeira, as
formas amastigotas estdo constantemente expostas aos agentes oxidantes produzidos pelo
metabolismo do hospedeiro. Durante a infec¢do pelo 7. cruzi e o desenvolvimento da
doenca, espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ser produzidas como conseqii€éncia da
destruicado do tecido causada pelas secrecdes toxicas do parasita, reagdes citotdxicas
mediadas pela imunidade e danos secundarios a mitocondria (Gupta et al., 2009) Altos
niveis de expressao de TcMSH2 na forma amastigota podem ser importantes para a
resisténcia dessa forma aos danos oxidativos que sdo causados no seu DNA, garantindo o
sucesso da infec¢do. Andlises preliminares de infectividade de heminocautes de Tcmsh2
em cultura celular sugerem que essas células geram uma quantidade de tripomastigotas
extracelular significativamente menor do que parasitas selvagens. Essas células
diferenciam-se em amastigotas extracelulares com uma velocidade maior do que a
observada para os parasitas selvagem. Entretanto, essas andlises ainda sdo iniciais. Novos
estudos quantitativos sdo necessarios para que possamos avaliar com maiores detalhes o
efeito da delec@o de um dos alelos de Tcmsh2 no processo de infecgdo tanto in vitro quanto

in vivo.
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5.2 O papel de outras proteinas da via de MMR em 7. cruzi

Com o objetivo de caracterizar outras proteinas da via de MMR e avaliar se os
fenétipos observados com relacdo a resposta ao estresse oxidativo decorrem de um papel

de TcMSH2 que ¢ independente do MMR, foi iniciada a caracterizacao de TcMSH6.

Para localizacdo subcelular de TcMSHG6 foi gerada uma construcdo na qual a regido
codificadora do gene era expressa em fusao com a proteina fluorescente vermelha em um
vetor de expressao episomal — pTREX_MSHG6::RFP. Proteinas fluorescentes t€ém sido
amplamente utilizadas como repodrter para localizacdo temporal e espacial de proteinas e
DNA, bem como estudos de interacio proteina-proteina e de expressio génica. E uma
ferramenta extremamente util em biologia molecular, uma vez que, em fusdo com
proteinas alvo, nao necessita de nenhum substrato exdgeno para emitir fluorescéncia.
(Phillips, 2001; Southward & Surette, 2002). Em 7. cruzi ja foram reportados inimeros
trabalhos de transfeccdes com vetores contendo seqiiéncia codificadora para GFP ou RFP,
o que permite elucidar importantes aspectos da biologia do parasita, inclusive aqueles
relacionados ao seu ciclo de vida e localizacdo de antigenos no parasita (Guevara et al.,
2005; Pires et al., 2008; Macedo et al., 2006). Apesar de ser possivel visualizar a expressao
da proteina fluorescente quando parasitas sdo transfectados com o vetor p TREX_RFP sem
a presenca do gene de interesse, ndo foi possivel obter a localizacdo de TcMSHS6,
provavelmente devido ao baixo nivel de expressdo da proteina, o que nao permitiu a
visualizacdo da fluorescéncia. Outra hipétese € que a proteina MSH6 em fusdo com RFP

seja instavel, uma vez que esta apresenta um tamanho estimado de 138 KDa.

Apesar de nao termos observado a expressdo da proteina MSH6 em fusdo com
RFP, outros trabalhos demonstram a expressao de outras proteinas do MMR em fusdo com
GFP, como a MLHI1 (Chen et al., 2004; Takahashi et al., 2007), a MSH4 (Her et al.,
2003), além do ortélogo em procariotos MutS (Smith et al., 2001; Simmons et al., 2008).

Em trabalho anterior Campos (2009) demonstrou que a expressdao de TcMSH2 em
fusdo com GFP apresenta uma localizag¢do celular citoplasmdtica ndo usual. A expressao
de TcMSH6 em fusao com RFP nos permitiria ndo somente avaliar a sua localiza¢do, mas
também a hipdtese de que € necessdrio a pré-formagao de heterodimeros MSH2/MSH6 no

citoplasma antes de serem translocadas para o nucleo. A investigagio do MMR em
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camundongos indica que as subunidades do heterodimero MutLa precisam formar dimeros
antes de serem transportadas para o ndcleo (Wu et al., 2003). J4 em S. cerevisiae foi
observado que o transporte de MSH2 para o nuicleo ndao € totalmente dependente da
interacdo com a outra proteina do heterodimero, mas MSH6 € necessario para que MSH2
seja translocado de maneira eficiente para o nicleo, bem como a manutencdo dos niveis

protéicos (Hayes et al., 2009).

Como estratégia adicional para caracterizar Tcmsh6 foram geradas construgdes para
deletar o gene no parasito. Paralelamente, geramos, também, construcdes para deletar
TcMLHI1 - proteina envolvida no segundo passo da via de MMR. Como descrito na
introducdo, a manipulacdo gé€nica em tripanosomatideos pode ser feita através de
transfeccdes transientes, que permitem uma rdpida andlise de vdrias fung¢des como
regulacdo pos-transcricional e localizagao de proteinas de fusdo; ou através de transfecgoes
estdveis, na qual ¢é utilizado um gene de resisténcia para selecionar os parasitas
transformados. Para que ocorra a integracdo no genoma, a construcdo utilizada deve
apresentar uma seqiiéncia idéntica ao do sitio de integracdo proposto (Clayton, 1999).
Como primeira estratégia para deletar os genes de interesse geramos construcdes nas quais
o gene de neomicina fosfotransferase era flanqueado pela regides 5’ e 3° UTRs desses
genes. Vdrias tentativas de se gerar linhagens estdveis foram realizadas, mas ndo obtiveram
sucesso, possivelmente porque os sinais presentes nos genes de Tcmsh6 ou Temlhl que
determinam o processamento correto do mRNA ndo foram eficazes para gerar mRNAs
correspondentes ao gene de resisténcia a G418 de forma eficiente. Partimos, entdo, para
uma segunda estratégia, pois sabe-se que os tripanosomatideos apresentam vdrias
peculiaridades em relacdo a transcricao e ao processamento do DNA, conforme descrito
em detalhes anteriormente (Introducdo, secdo 1.3). Acredita-se que a estabilidade do
transcrito e a traducdo de proteinas € amplamente controlada pela regido 3’UTR e regides
intergénicas (Teixeira & DaRocha, 2003; Das & Bellofatto, 2004). Optamos por gerar
constru¢gdes nas quais o gene de resisténcia a drogas era flanqueado pela seqii€éncia de
HX1, derivada da seqiiéncia intergénica de TcP2B, e pela seqiiéncia intergénica de
GAPDH a fim de assegurar a expressdo do gene de resisténcia no parasita transfectado.
Vérios trabalhos ji demonstraram que essas regides sdao altamente eficientes no
processamento de DNA em T. cruzi (Nozaki & Cross, 1995; Xu et al., 2009; Ben-Dov et
al., 2005; Vazquez & Levin, 1999; Lorenzi et al., 2003; DaRocha et al., 2004a).
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Os clones obtidos apds a transfeccdo de CL Brener com a construgdo para delecao
de Tcmsh6 seguindo a segunda estratégia sao resistentes a G418. Porém, andlises de PCR
do DNA gendmico desses clones sugerem que a integracdo do cassete de delecdo nao
ocorreu no 16cus de Tcmsh6 conforme esperado. A presenca de seqiiéncias regulatdrias na
construgdo utilizada mostrou-se mais eficiente para a transcri¢cdo e traducdo do gene de
resisténcia a G418. Entretanto, a presenca das seqiiéncias regulatérias de HX1 e GAPDH
pode ter levado a integralizacdo por recombina¢do homdloga em algum desses 16cus, ao

invés de ocorrer no 16cus de Tcmsh6.

As evidéncias obtidas até o momento indicam que, em 7. cruzi a proteina MSH2
apresenta um papel na resposta ao estresse oxidativo que € independente do MMR. Ainda
sa0 necessarios novos estudos para entender o mecanismo pelo qual essa resposta ocorre.
No presente trabalho encontramos indicios de que ou a proteina ou o mRNA que codifica
Tcemsh?2 possam estar sendo processados de forma a gerar duas isoformas dessa proteina
com tamanhos diferentes. Os dados de fracionamento celular apresentados sugerem que a
proteina de menor massa molecular estaria localizada no cinetoplasto e pode estar
relacionada ao reparo do DNA mitocondrial — constantemente exposto aos agentes
oxidantes gerados pela cadeia respiratdria.

Como estratégias futuras, pretendemos imunoprecipitar as proteinas nativas em 7.
cruzi e utiliza-las em reacao de seqiienciamento por espectrometria de massa. Dessa forma,
poderemos analisar o processamento de Tcmsh2. Para verificar se o processamento estd
acontecendo no mRNA de Tcemsh2, esses serdo seqiienciados e serd feito o mapeamento da
regido onde estd sendo adicionado o SL e a cauda poli-A. Para avaliar a interagdo de
TcMSH2 com outras proteinas pretendemos, também, realizar ensaios de co-

imunoprecipitagao.
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6. PERSPECTIVAS

- Determinar a localizacio de TcMSH2 através de imunofluorescencia em parasitas
submetidos ou ndo a agentes mutagénicos e stress oxidativo;

- Determinar a localizagao celular de MSH6 em T. cruzi através de imunofluorescencia ou
expressao em fusao com GFP ou RFP;

- Obter e caracterizar parasitos nocautes de Tcmsh6 e verificar o fendtipo desses nocautes
frente ao tratamento com agentes que causam stress oxidativo;

- Determinar a identidade das bandas de massas moleculares distintas visualizadas em
western blot com anticorpos anti-TcMSH2 através de ensaios de imunoprecipitagdo e
andlises por espectrometria de massas;

- Avaliar a interacdo de TcMSH2 com outras proteinas através de ensaios de co-
imunoprecipitacdo ou pull-down e andlise das proteinas que interagem por espectrometria
de massas;

- Verificar se ocorre processamento alternativo do mRNA de TcMSH?2, através da adi¢do
de SL em sitios internos na regido codificadora através da andlise de sequéncias de cDNA
obtidos por RT-PCR;

- Verificar a presenca de bandas de massas moleculares distintas correspondentes a
TcMSH2 em outras cepas de 7. cruzi e, se for o caso, analisar a localizacdo dessas
proteinas através de experimentos western blot ap6s fracionamento celular;

- Avaliar a infectividade de clones heminocautes para TcMSH2 e TcMSHS6 (se for possivel
obté-los) em cultura celular € in vivo;
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