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Resumo

O Trypanosoma cruzi € um protozoario parasita, causador da Doenca de
Chagas. Assim como a maioria dos organismos vivos, € susceptivel ao estresse
oxidativo e precisa adaptar-se a diferentes ambientes. Portanto, o reparo de DNA é
essencial para sua sobrevivéncia e aumento da sua capacidade de infeccédo (Aguiar
et al., 2013).

Dada a importancia do reparo de DNA para T. cruzi, decidimos investigar se o
parasito possui homodlogos das enzimas OGG1l (TcOGGl) e MutY (TcMYH).
Primeiramente, foram feitos ensaios de complementacao funcional heteréloga. Para
OGG1, foram feitos experimentos em Escherichia coli, porém, a expressdo de
TcOGGL1 foi toxica tanto para células selvagens (WT - AB1157) quanto para células
fpg -/- (BH20). Entretanto, a expressdo de TcOGG1l nao foi téxica para
Saccharomyces cerevisiae. Leveduras mutantes oggl-/- (CD138) possuem uma alta
taxa de mutacao espontanea, mas quando expressam TcOGGL1 esta taxa fica similar
a observada para as células selvagens (WT — FF18733). Por outro lado, a expressao
de TcMYH nao foi toxica para E. coli e complementou bactérias MutY-, reduzindo as
frequéncias de mutantes para niveis similares as das células WT. Em ensaios in vitro,
TcMYH foi capaz de remover uma adenina pareada com 8-oxoguanina. Também
foram construidas linhagens de T. cruzi que superexpressam OGG1 ou MYH. Embora
em condi¢cdes-padrao estas linhagens possuam crescimento similar as células
controle, 0s superexpressores sao mais sensiveis ao peréxido de hidrogénio do que
o controle. Quando tratados com benzonidazol, a droga utilizada no tratamento da
Doenca de Chagas, os superexpressores ndo demonstraram mudanca em seu
crescimento, em relacéo ao controle. Além disso, T. cruzi superexpressor de TcOGG1
exibiu menores niveis de danos no DNA nuclear, mas ndo no KDNA (DNA do
cinetoplasto (mitocondria)). Isto pode estar relacionado a quantidade de enzima
presente nestes compartimentos celulares, bem como a distribuicdo desigual de
outras proteinas de reparo no nucleo e no kDNA. Experimentos de localizagdo com
TcOGG1l ou TcMYH em fusdo com GFP mostraram que ambas as enzimas

encontram-se no nucleo e na mitocondria do parasito.



Estes resultados sugerem que T. cruzi possui proteinas 8-oxoguanina DNA
glicosilase e MutY DNA glicosilase funcionais, sendo que estas participam do BER

nuclear e mitocondrial do parasito.



Abstract

Trypanosoma cruzi is a protozoan parasite, causative of Chagas disease. Like
most living organisms, it is susceptible to oxidative stress, and needs to adapt to
distinct environments. Hence, DNA repair is essential for its survival and improvement

of infection (Aguiar et al., 2013).

Given the importance of DNA repair to T. cruzi, we decided to study if this
protozoan has homologous of the enzymes OGG1 (TcOGG1) and MYH (TcMYH).
First, we performed heterologous complementation assays. For OGG1, experiments
were carried out in Escherichia coli, however, expression of TcOGG1 was toxic both
to wild type (WT) cell (AB1157) and to fpg -/- cells (BH20). Nevertheless, expression
of TcOGG1 was not toxic to Saccharomyces cerevisiae. Yeast mutants oggl-/-
(CD138) have an increased spontaneous mutation frequency, but when they
expressed TcOGG1, this frequency was similar to the one seen for the WT cell
(FF18733). On the other hand, TcMYH was not toxic to E. coli and complemented the
bacterial MutY- strain, reducing the mutation frequencies to a level similar to the wild
type’s frequencies. In in vitro assays, TcMYH was able to remove an adenine that was
opposite to 8-oxoguanine. We have also constructed T. cruzi lineages that overexpress
OGG1 or MYH. Although in standard conditions these lineages have similar growth in
comparison with control cells, the overexpressors are more sensitive to hydrogen
peroxide than control. When overexpressor parasites were treated with benzonidazole,
the drug used in Chagas disease treatment, they exhibited no phenotype. Also,
TcOGGL1l-overexpressor T. cruzi exhibited lower levels of DNA damage in the nucleus,
but not in the KDNA (kinetoplast (mitochondrial) DNA). This might be related to the
guantity of the enzyme present in each subcellular compartment and to the unequal
distribution of other repair proteins in the nucleus and kDNA. Localization experiments
with TcOGG1 or TcMYH fused to GFP showed that the protozoan’s enzymes are both

nuclear and mitochondrial.

These data suggest that T. cruzi has functional 8-oxoguanine and MutY DNA

glycosylases, which patrticipate in nuclear and mitochondrial BER.
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1. INTRODUCAO



1.1. Danos ao DNA e estresse oxidativo

A manutencdo da integridade do material genético é essencial para a
sobrevivéncia e perpetuacdo dos organismos vivos (Lindahl, 1993). Porém, esta
estabilidade pode ser alterada por danos causados ao DNA. Estes danos podem ser
gerados por reacdes espontaneas (geralmente através de hidrélise), por produtos do
metabolismo celular, como espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio
(NOS), e por agentes exdgenos fisicos ou quimicos, por exemplo, radiacéo ultravioleta
(UV) e radiacéo ionizante (Hoeijmakers, 2009). Existem diversos tipos de danos, como
guebras simples e duplas no DNA, erros de pareamento, formacéo de crosslinks e
modificacdo de bases, como a 8-oxoguanina (Jackson & Bartek, 2009; Fry et al.,
2005). Dentre os agentes modificadores da estrutura do DNA, o estresse oxidativo
figura como um dos mais prevalentes (Gasche et al., 2001; Friedberg, 2003), devido
ao fato de que a maioria dos organismos esta susceptivel a este, seja ele gerado

endogenamente, ou exogenamente.

Espécies reativas de oxigénio sdo constantemente geradas, através da
respiracao celular, de reacfes redox ciclicas do tipo Fenton, catalisadas por metais, e
de exposicdo a agentes ambientais, como radiacdo ionizante, produtos quimicos
oxidantes e metais de transicao (Valko et al., 2007; Ercal et al., 2001; Klaunig &
Kamendulis, 2004). EROs também podem ser gerados como resposta de neutrofilos
e macrofagos a inflamacdes e infecgcbes (Kawanishi et al., 2006). Durante o
metabolismo aerdbio que ocorre na mitocondria, a molécula de oxigénio (O2) é
convertida em duas moléculas de agua. Porém, entre 0,2 e 2% do oxigénio molecular
€ convertido em EROs, devido a reducdo incompleta de Oz, 0 que gera anions
superoéxido (*02Y), que podem ser transformados em peréxido de hidrogénio (H202),
de forma espontéanea, ou pela acdo da enzima superoxido dismutase (SOD), sendo
que esta molécula de H202 pode gerar tanto agua quanto radicais hidroxila (*OH),
sendo estes radicais oxidantes fortes (Michiels et al., 1994). Anions superdxido e
peréxido de hidrogénio ndo séo tdo reativos quanto radicais hidroxila (Storr et al.,
2013), mas também sdo capazes de oxidar moléculas organicas, como lipidios,

proteinas, DNA e RNA. H202 possui uma grande capacidade de difusdo atraves de



membranas bioldgicas, 0 que possibilita que atinja rapidamente outros
compartimentos celulares, como o nucleo (Boveris et al., 2006).

Para reduzir os efeitos deletérios que podem ser gerados por EROs, o0s
organismos tiveram varias caracteristicas selecionadas, como a producdo de
substancias antioxidantes (SOD, glutationa peroxidase, catalase, peroxiredoxinas;
Finkel & Holbrook, 2000) e o desenvolvimento de mecanismos de reparo de DNA.
Danos oxidativos ao DNA podem ser removidos por varias vias de reparo, como 0
reparo por excisao de bases (BER), o reparo por excisdo de nucleotideos (NER) e o
reparo de erros de pareamento (MMR), embora o BER seja reconhecido como o
mecanismo primario de reparo de danos oxidativos, tanto no DNA nuclear, quanto no
DNA mitocondrial (Friedberg, 2003; Svilar et al., 2011; Storr et al., 2013).

1.1.1.Reparo de danos oxidativos: 0 reparo por excisdo de
bases (BER)

O reparo por excisao de bases (BER) é o principal mecanismo envolvido
no reparo de bases oxidadas, como, por exemplo, a 8-oxoguanina (Lindahl & Wood,
1999). Esta via de reparo funciona como uma série de complexos proteicos
transientes que se formam em um sitio de lesdo no DNA (Hitomi et al., 2007). Apesar
de existirem diferentes vias de BER, todas contam com 5 passos: i) reconhecimento
e remocao, por uma DNA glicosilase, de uma base incorreta ou danificada, gerando
um sitio abéasico intermediario; ii) incisdo do sitio abasico (AP) por uma AP
endonuclease ou AP liase; iii) remocéo do fragmento de aclUcar por uma liase ou
fosfodiesterase; iv) preenchimento do gap por uma DNA polimerase; v) ligagéo por
uma DNA ligase (Kim & Wilson 11, 2012).

Ha duas vias principais de BER: a longa, ou long-patch, onde de dois a
treze nucleotideos séo substituidos, e a curta, ou short-patch (Figura 1), que é a mais
comum, na qual apenas um nucleotideo é excisado (Frome & Verdine, 2004; David et
al., 2007). Embora o reconhecimento das bases danificadas seja similar nas duas vias,
diferentes proteinas estdo envolvidas nas fases posteriores, incluindo ligase 1 (LIG1)

para o long-patch, e ligase 3 (LIG3) para o short-patch (Storr et al., 2013).
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Figura 1: Representacdo esquematica do reparo por excisdo de bases — BER. i)
A base lesionada ou incorreta é retirada do DNA por glicosilases mono ou bifuncionais, sendo
que as ultimas, além de clivarem a base também realizam uma incisdo na regido 3’ do sitio
AP. ii) Apds a excisao da base pela DNA glicosilase, a AP endonuclease hidrolisa o sitio AP.
iii) Ocorre a remogdo do fragmento de acucar por uma liase ou fosfodiesterase. iv) Em
seguida, o gap € preenchido por uma DNA polimerase 3 e v) o reparo é concluido pela DNA
ligase, que liga o nucleotideo ao restante da fita de DNA. Adaptado de Kim & Wilson 111, 2012.



O BER inicia-se com a acdo de uma DNA glicosilase especifica, que
reconhece seletivamente um tipo de base e cliva a ligagdo N-glicosidica entre a base
e a 2’-deoxiribose, deixando no DNA o esqueleto de acucar-fosfato e gerando um sitio
AP (apurinico/apirimidinico). As DNAs glicosilases podem ser monofuncionais ou
bifuncionais, sendo que elas diferem entre si pelo mecanismo catalitico e pela
capacidade de realizar atividade de AP liase. As DNA glicosilases monofuncionais
(Figura 2) usam uma molécula de agua como nucleofilo para atacar o carbono
aromatico da base “alvo” a fim de promover a liberagdo da mesma, formando um sitio
abasico que é idéntico ao gerado por depurinacao ou depirimidinacdo espontanea do
DNA. Esse sitio abasico € alvo para uma AP endonuclease. As DNA glicosilases
bifuncionais (Figura 2) utilizam uma amina do sitio catalitico como nucledfilo para
excisar a base, e geram um intermediario base de Schiff-proteina durante o processo
catalitico. Essa classe de DNA glicosilases ndo apenas retira a base, como também é
capaz de incisar o sitio AP, criando uma quebra de fita simples (SSB) com um terminal
3’ ndo convencional. Apos a atividade das glicosilases, o sitio AP é hidrolisado por
uma AP endonuclease (APE1 ou APN1), a fim de gerar um grupo iniciador 3’'OH. Feito
isto, 0 gap gerado é “limpo”, isto €, suas extremidades sé&o processadas por proteinas
especializadas, como a DNA polimerase [3, a fim de criar extremidades ideais para a
sintese de DNA. Posteriormente, s&o inseridos um ou mais nucleotideos pela DNA
polimerase 3, permitindo que uma DNA ligase (LIG 1 ou LIG3A/XRCC1) ligue o
nucleotideo ao restante da fita de DNA (Wood et al., 2005; Kim & Wilson I, 2012),
completando o processo de reparo.

1.2. Aleséao 8-oxoguanina

Das lesbes geradas no DNA por estresse oxidativo, uma das mais frequentes
é a 7,8-dihidro-8-oxoguanina, ou apenas 8-oxoguanina (8-oxoG, ou GO; Figura 3). A
guanina é a base nitrogenada com o menor potencial redox (David et al., 2007; Storr
et al. 2013), o que a torna um alvo para substancias oxidantes, como as EROs. Por
ser abundante, esta lesdo é bem caracterizada (Dizdaroglu et al., 2002). Estima-se
que em tecidos normais, no estado basal, sejam criadas, por dia, cerca de 102 lesdes
8-0x0G por célula e que em tecidos cancerosos esse numero seja aumentado para
10° lesBes/célula (Lindahl & Barnes, 2000).
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Figura 2: Mecanismos de acdo das glicosilases mono e bifuncionais,
exemplificadas pela proteinas MutY (MYH) e OGGL1. A proteina MutY reconhece uma
adenina pareada com a lesdo 8-oxoguanina (%), enquanto a proteina OGGL1 reconhece a
lesdo 8-oxoguanina. A quimica da lesdo e os intermediarios do reparo sdo mostrados,

enfatizando os passos do BER (esquerda). Adaptado de Svilar et al., 2011.
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A 8-oxoguanina é formada pela oxidacao da guanina por moléculas oxidantes,
principalmente pela acéo de *OH, que levam a introduc¢éo de um oxigénio no carbono
8 e de um hidrogénio no nitrogénio da posicéo 7. DNA polimerases replicativas, como
B, 8, K, A e y sdo capazes de inserir eficientemente adenina ou citosina frente a 8-
oxoG (Svilar et al., 2011). Em geral, esta lesdo € pouco citotoxica, mas particularmente
mutagénica, pois, quando na conformacgéo syn, pode parear erroneamente com uma
adenina durante a replicacdo do DNA (Figura 3), o que, ap6s um segundo round de
replicagcédo, pode levar a uma mutacgao por transversdo G.C — T.A (van Loon et al.,
2010).

A presenca de 8-oxoguanina no DNA é geralmente utilizada como um
biomarcador de estresse oxidativo. Além disso, muitos tipos de canceres e outras
doencas, como cancer colorretal e polipose adenomatosa familiar, possuem altos
niveis de transversées G.C — T.A, resultantes da auséncia ou da ineficiéncia do
reparo de 8-0xoG (van Loon et al., 2010; Svilar et al., 2011). Assim, a fim de reduzir
os efeitos mutagénicos desta leséo, varios organismos possuem o chamado Sistema
GO, composto por trés enzimas: OGG1 (Fpg ou MutM em bactérias), MutY e MutT
(Michaels & Miller, 1992).

1.2.2.0 sistema GO

O Sistema GO (Figura 4) foi primeiramente descrito em Escherichia coli,
sendo este sistema composto por duas glicosilases pertencentes ao BER, Fpg (seu
homologo funcional em eucariotos é chamado OGG1) e MutY, e por uma hidrolase,
MutT (Michaels & Miller, 1992).

MutT, ou MTH (homologo de MutT), € uma 8-oxo-dGTPase que cliva 8-
oxodGTP existente no pool nucleotidico, transformando-o em 8-oxodGMP, o que
impede a insercdo da base lesionada a fita de DNA (Maki & Sekiguchi, 1992). MutY,
ou MYH (homélogo de MutY), € uma adenina DNA glicosilase monofuncional (Figura
2), isto é, ela retira do DNA a adenina que esta pareada com 8-0xo0G, permitindo a
insercao de uma citosina em frente a leséo, levando ao pareamento correto (Michaels
et al., 1990; Lu et al., 2006). OGG1 (8-oxoguanina DNA glicosilase) é a enzima que

efetivamente retira 8-oxoG do DNA, quando esta encontra-se pareada com uma
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Figura 4: Sistema GO. MTH (homodlogo de MutT) hidrolisa 8-oxodGTP do pool
nucleotidico em 8-oxodGMP, prevenindo a incorporagdo da lesdo 8-oxoG no DNA. MYH
(homologo de MutY) retira a adenina pareada com 8-0xoG, permitindo que as DNA
polimerases da via de reparo insiram uma citosina em frente a lesdo. OGGL1 retira a 8-0xoG
pareada com citosina do DNA, e a sintese subsequente pode restaurar o par G.C original.
Adaptado de David et al., 2007.



citosina (Boiteux et al., 1987; Tchou et al., 1991). Além da atividade glicosilasica,
OGG1 também possui atividade AP lidsica, uma vez que é uma glicosilase bifuncional
(Figura 2). Na presenca de outras proteinas das etapas subsequentes do reparo,
como APE1 e XRCC1, a funcéo glicosilasica de OGGL1 é estimulada, enquanto que a
AP liasica é reduzida (Hill et al., 2001), mostrando que interacdes entre as enzimas
de diferentes etapas da via de reparo modulam as fungfes destas proteinas (Wilson
& Kunkel, 2000).

A importancia do sistema GO é evidenciada pela geracdo de altas
frequéncias de mutacdes em linhagens deficientes nos genes Oggl (Fpg), MutY e
MutT, em diferentes organismos, como E. coli, Saccharomyces cerevisiae e Mus
musculus (Nghiem et al., 1988; Thomas et al., 1997; Klungland et al., 1999). Em E.
coli, por exemplo, as frequéncias de transversdes G.C —- T.Ae AT — G.C sao até
800 vezes maiores em duplo mutantes fpg-mutY- (Michaels & Miller, 1992) e até 1000
vezes maiores em mutantes mutT- (Akiyama et al., 1987), em comparacéo as células

selvagens.

1.3. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi (Figura 5A) é um protozoario flagelado, causador da
Doenca de Chagas. Essa doenca afeta cerca de 10 milhdes de pessoas na América
Latina e tem se espalhado para outras partes do mundo. Além disso, entre 10000 e
14000 pessoas morrem por ano devido a Doenca de Chagas (Rassi et al., 2010; Hotez
et al.,, 2012). Este parasito pode infectar seres humanos através das fezes
contaminadas de triatomineos hematofagos, por transfusdes de sangue, por via
congénita, ou, mais raramente, por meio de transplantes de Orgaos, de acidentes

laboratoriais e da ingestéo de alimentos contaminados (Prata, 2001).

O ciclo de vida de T. cruzi envolve um hospedeiro invertebrado, pertencente a
apenas algumas das cerca de 130 espécies de hemipteros reduviideos da subfamilia
Triatominae, e um hospedeiro vertebrado mamifero, incluindo mais de 150 espécies
domeésticas e selvagens (Rassi et al., 2010; Figura 5B). A doenca humana apresenta
um quadro clinico bem variavel (Figura 5C), que vai desde sintomas brandos e

inespecificos a manifestacdes mais graves, como megacoélon e miocardite (Prata,
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Figura 5: Trypanosoma cruzi. A) Fotografia de T. cruzi junto a hemacias feita por
microscopia eletrénica. Imagem feita por Rubem Figueiredo. B) Esquema do ciclo de vida de
T. cruzi, mostrando seus hospedeiros e as diferentes formas do parasito (tripomastigota,
epimastigota, tripomastigota metaciclica e amastigota). Modificado de CDC (Center for
Disease Control and Prevention - http://www.dpd.cdc.gov/dpdx). C) Sintomas da Doenca de
Chagas. Acima, sinal de Romafa, a esquerda, megacolon, e a direita, a comparagéo entre

um coragdo de um paciente chagasico (maior) com um cora¢do normal (menor).
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2001). Ainda nao se sabe como esta diversidade de sintomas é gerada, mas acredita-
se que possa estar envolvida com aspectos ambientais, nutricionais e imunoldgicos
do hospedeiro, bem como com a heterogeneidade populacional existente em T. cruzi
(Macedo et al., 2004).

A variabilidade existente em Trypanosoma cruzi pode ser vista em sua
morfologia, cinética de crescimento, tropismo celular, curso da infeccdo em modelos
experimentais, susceptibilidade a quimioterapicos, constituicdo antigénica,
propriedades bioguimicas e moleculares, dentre outros. Esta diversidade dificulta a
classificacdo das varias cepas ja descritas. Na tentativa de organizar as cepas do
parasito em diferentes grupos, um encontro para a revisdo da nomenclatura ocorreu
em 2009 (Satellite Meeting, Zingales et al.) e determinou que estas devem ser
incluidas em uma das seis unidades discretas de tipificagcdo (DTUs) estabelecidas

para Trypanosoma cruzi (T. cruzi I-VI).

O tratamento da doenca de Chagas comecou nas décadas de 60 e 70 com o
uso das drogas Nifurtimox (Lampit®, Bayer) e Benzonidazol (Radanil® — Argentina,
ou Rochagan® — Brasil, Roche). Estas drogas agem de maneiras diferentes, mas
ambas causam estresse oxidativo, através da formacdo de radicais livres e/ou
metabalitos eletrofilicos que afetam proteinas, acidos nucléicos e lipideos do parasito
e do hospedeiro (Apt et al., 2010). Porém, tanto o Nifurtimox quanto o Benzonidazol
nao sdo considerados ideais para o tratamento da doenca de Chagas pelos seguintes
motivos: apresentam sérios efeitos colaterais; ndo sdo eficazes na fase crbnica da
doenca; precisam ser administrados por longos periodos sob supervisdo médica;
possuem alto custo; e cepas diferentes podem apresentar diferentes suscetibilidades
a essas drogas. Atualmente, varios tipos de drogas estdo sendo estudadas como
candidatas para o combate a doenca de Chagas, estas drogas seriam principalmente:
inibidores do metabolismo de tripanotiona; inibidores de cisteina protease; inibidores
de fosfolipideos; inibidores do metabolismo de pirofosfato; inibidores da sintese de
proteinas ou purinas; e inibidores de ergosterol (Coura & Castro, 2002; Apt, 2010;
Maya et al., 2010).

Apesar do grande numero de estudos envolvendo a descrigdo e a classificagao
das diversas cepas de T. cruzi, a origem da variabilidade intraespecifica do parasito é

pouco estudada, mas é de grande importancia, pois auxilia na melhor compreenséao
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da interacd@o existente entre este protozodrio e seus hospedeiros, principalmente os

vertebrados, permitindo o desenvolvimento de novas abordagens farmacologicas.

A baixa frequéncia de reprodugéo sexuada em Trypanosoma cruzi leva a crer
que a estabilidade do genoma do parasito seja mantida por mecanismos de controle
de mutacgdes, como as vias de reparo de DNA. Desse modo, nosso grupo de pesquisa

tem feito estudos acerca deste assunto.

1.3.1.Estresse oxidativo e T. cruzi

O T. cruzi possui um complexo ciclo de vida, no qual tem que lidar com
variacbes ambientais. Em todos estes ambientes o parasito tem que enfrentar o
estresse oxidativo, a fim de manter-se vivo (Piacenza et al., 2009; Gupta et al., 2009;
Rassi et al.2010; Garcia et al., 2010).

No hospedeiro vertebrado, diversos mecanismos de defesa sé&o
utilizados contra a infec¢do por T. cruzi. Macréfagos produzem o6xido nitrico (NO) e
espécies reativas de oxigénio, como Oz* e H202, sendo que estas moléculas podem
produzir intensos danos aos componentes celulares do parasito, como oxidacdo de
proteinas, lipideos e do DNA (Bogdan & Réllinghoff, 1999). Além disso, cardiomidcitos
infectados por T. cruzi produzem altos niveis de EROs, devido a distarbios no
potencial de membrana das mitocondrias, constituindo mais uma fonte de estresse

oxidativo para o parasito (Gupta et al., 2009).

No hospedeiro invertebrado o T. cruzi também tem que lidar com o
estresse oxidativo, sendo este proveniente de enzimas das glandulas salivares e do
estbmago do triatomineo, como fatores hemoliticos e catepsinas, e das alteracées do
pH intestinal do hospedeiro (Ratcliffe et al., 1996; Garcia et al., 2010).

Para conseguir sobreviver a todas essas fontes de estresse oxidativo,
além do estresse gerado por seu préprio metabolismo celular, o Trypanosoma cruzi
apresenta uma série de defesas bioquimicas. O parasito conta com enzimas do
sistema redox, que convertem as espeécies reativas em substancias mais estaveis e
menos danosas. Este sistema antioxidante € baseado em vias interligadas entre os
diferentes compartimentos celulares, nas quais os equivalentes redutores de NADPH
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sdo levados as enzimas através da tripanotiona (T(SH)2), um ditiol de baixo peso
molecular que esta presente nos tripanossomatideos (Flohé, 2012). Dentre as enzimas
envolvidas neste sistema, € possivel citar as superoxido dismutases, que metabolizam
O2+, as peroxidases dependentes de tripanotiona, que reduzem H202, e a triparredoxina
peroxidase, que reduz peroxinitritos (ONOO") e H.O., entre outras (Irigoin et al., 2008).
Para conter os danos causados por espécies reativas que ndo foram neutralizadas, o
T. cruzi possui um sistema de reparo de DNA eficiente contra o estresse oxidativo.
Assim, o entendimento do metabolismo de DNA do Trypanosoma cruzi pode auxiliar
em um maior conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na infectividade do

parasito (Aguiar et al., 2013).

1.3.2.Reparo de danos oxidativos em T. cruzi

O sequenciamento completo do genoma de Trypanosoma cruzi por El-
sayed e colaboradores em 2005 revelou que este parasito apresenta a maioria dos
genes da maquinaria de reparo de DNA, inclusive do reparo de lesdes oxidativas. Uma
revisdo destes genes foi feita por Passos-Silva e colaboradores em 2010. Vérios dos
componentes do reparo de danos oxidativos em T. cruzi ja foram caracterizados por

grupos de pesquisa.

Em relagdo ao BER, que € a principal via de reparo de danos oxidativos,
nao se sabe se a via curta (short-patch) pode ser realizada no ndcleo, uma vez que
homologos de LIG3 e XRCC1 nao foram identificados nesse parasito e que a DNA
polimerase beta de T. cruzi (TcPolB) foi identificada no cinetoplasto, mas n&do no
nacleo (Lopes et al., 2008). A enzima TcPol3 mostrou atividade de polimerizacao de
DNA e desoxiribose fosfato liase e foi localizada no cinetoplasto do parasito, ao
contrario das Polf3 de eucariotos superiores que se localizam no nucleo, evidenciando
a importancia do reparo mitocondrial em T. cruzi. Também foram descritas duas AP
endonucleases de T. cruzi (TCAP1 e TcAP2), que se mostraram presentes e ativas
em todas as formas do parasito (tripomastigota, amastigota e epimastigota) e
possuem localizacdo nuclear (Sepulveda et al., 2013). Além disso, a superexpressao
de TcAP1l aumentou a viabilidade de epimastigotas submetidas a tratamento com

EROs e espécies reativas de nitrogénio.
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Outras vias de reparo envolvidas na resposta ao dano oxidativo em T.
cruzi também foram descritas, como o reparo por erro de pareamento (MMR), a
recombinacdo homoéloga (HR) e a sintese translesao (TLS) (Schofield & Hsieh, 2003;
Passos-Silva et al., 2010). A enzima TcMSH2 foi largamente caracterizada e mostrou
possuir um papel no combate ao estresse oxidativo, sendo esta funcéo independente
da sua atuacdo no MMR (Machado-Silva et al., 2008; Campos et al., 2011). Em
relacdo a recombinacdo homologa, TcRad51 exibiu uma relacdo com a
susceptibilidade do parasito a peréxido de hidrogénio (Regis-da-Silva et al., 2006). As
polimerases de sintese translesdo TcPolk e TcPoln foram capazes de sintetizar
através da lesdo 8-oxoG e aumentaram a resisténcia do parasito a H202 quando

superexpressas (Rajao et al., 2009; de Moura et al., 2009).

1.3.2.1. O sistema GO em Trypanosoma cruzi

A anotacéo do genoma de Trypanosoma cruzi em 2005 (El-Sayed et al.)
mostrava que o parasito possuiria homoélogos apenas das proteinas OGG1 e MutY.
Porém, estudos realizados por nosso grupo demonstraram que T. cruzi também
possui um homologo da proteina MutT (Aguiar et al., 2013).

A proteina MutT de T. cruzi, TcMTH, quando superexpressa nos
parasitos, € capaz de aumentar a resisténcia destes a peroxido de hidrogénio, em
relacdo as células controle. Além disso, TcMTH complementa bactérias deficientes
para MutT (Aguiar et al., 2013). Estes resultados, em adi¢éo a outros demonstrados
no artigo da caracterizacdo desta proteina, mostram que Trypanosoma cruzi possui
um homologo de MutT, que é importante para a manutencédo da viabilidade celular do
parasito.

A descricdo de TcOGGL1 foi iniciada no doutorado de Carolina Furtado
(2009). Primeiramente, foi observado que a expressdo de TcOGG1 em bactérias E.
coli DH5a e em bactérias selvagens e deficientes em Fpg foi toxica para as bactérias
(Figura 6). Tendo em vista esta toxicidade, passou-se para o modelo leveduriforme,
como pode ser visto na secdo Resultados, para a realizagdo de ensaios de

complementacao funcional heteréloga.
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Figura 6: A expressdo de TcOGGL1 é toxica para bactérias. Bactérias E. coli
eletrocompetentes foram transformadas com vetor vazio (pMAL-c2G) ou com pMAL_TcOGG1
e em seguida foram crescidas em meio sélido ou liquido, com ou sem IPTG. Pode-se observar
gue para bactérias contendo o gene de T. cruzi, na presenca de IPTG (expressao do
plasmidio; Anexo 2), o crescimento é nulo ou insignificante. A) Crescimento de bactérias E.coli
DH5a em placas de agar contendo ampicilina (Amp), ou ampicilina+IPTG. Os diferentes
nameros referem-se a diferentes clones. B) Crescimento de bactérias E. coli AB1157 (fpg+)
em meio liquido, com ou sem IPTG. C) Crescimento de bactérias E. coli BH20 (fpg-) em meio
liqguido, com ou sem IPTG. OD600: densidade 6ptica em 600 nm.

16



Em seguida, foi construida uma linhagem de Trypanosoma cruzi CL
Brener superexpressora de TcOGG1. Foram realizadas curvas de crescimento e de
sobrevivéncia a peroxido de hidrogénio com estes parasitos (Figura 7). Apesar de
possuirem crescimento similar ao de parasitos controle (plasmidio vazio), quando
tratados com agua oxigenada os superexpressores de TcOGG1 mostraram-se mais
sensiveis do que o controle. Também foram medidos os niveis de 8-oxoguanina no
ndcleo e na mitocondria dos superexpressores de TcOGG1 (Figura 8). Em ambas as
organelas, com ou sem tratamento com H202, a superexpressao de TcOGGL1 reduziu
0s niveis da lesdo 8-0x0G, quando comparados com o0s niveis obtidos para o controle.

Nesse trabalho, prosseguimos com a caracterizacao da DNA glicosilase
OGG1, assim como estudamos a DNA glicosilase MutY. O entendimento de como o
Trypanosoma cruzi é capaz de lidar com as lesdes oxidativas no DNA é importante
para entendermos como a geracédo de variabilidade genética ocorre no parasito. Além
disso, estes estudos poderao fornecer informacdes importantes sobre a biologia do T.

cruzi e a doenca de Chagas.
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Figura 7: Curvas de crescimento e de sobrevivéncia a peréxido de hidrogénio
do clone CL Brener transfectado com pROCK ou com pROCK_TcOGG1. A) As culturas
foram crescidas em meio liquido sem tratamento com agentes genotdxicos. Os parasitos vivos
de cada cultura foram contados em camara citométrica, na presenga do corante vital
eritrosina, apés 0, 29, 47, 76 e 106 horas. Ndo houve diferenca de crescimento entre as
diferentes linhagens. B) As culturas foram submetidas ao tratamento com 0, 100, 200 e 300
UM de H;O,. Apés 72h, os parasitas vivos de cada cultura foram contados em camara
citométrica, na presenca do corante vital eritrosina. Os valores de y indicam a sobrevivéncia
das culturas, em termos porcentuais, em relacdo a cultura ndo tratada correspondente. A
célula transfectada com o gene TcOGGL1 foi mais sensivel a H,O» do que a célula controle, o
gue pode ser visto pela menor sobrevivéncia daquela em relagdo a esta. Cada ponto

representa a média de trés experimentos independentes; as barras representam o desvio
padréo.
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Figura 8: Niveis de 8-0xoG nos genomas nuclear e mitocondrial de Trypanosoma
cruzi, com e sem tratamento com peréxido de hidrogénio. As linhagens transfectada com
TcOGG1 (pROCK_TcOGG1, barras brancas) e selvagem (pROCK, barras pretas) passaram
por tratamento com 200 uM de H.O, por 20 minutos (células tratadas). As células, tratadas e
ndo-tratadas, foram fixadas em laminas e incubadas por uma hora com FITC-avidina. Feito
isto, as laminas foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia. A intensidade de
fluorescéncia foi mensurada com o programa ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) e foi plotada
como unidades arbitrarias de fluorescéncia (intensidade de fluorescéncia média medida em
100 células, apos a subtracéo da intensidade média do background). Pode-se observar que
na linhagem transfectada com pROCK_TcOGG1 houve reducado dos niveis de 8-0xoG tanto
no ndcleo quanto na mitocdndria (kDNA), em parasitos tratados (H.O,) e ndo-tratados (NT).
A diferenca na quantidade de 8-o0xoG vista entre a linhagem superexpressora e a linhagem
selvagem foi estatisticamente significativa (*** = p value < 0,001). Os graficos foram gerados
utilizando-se a média de diferentes experimentos, com o desvio-padrdo, e as andlises

estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism 5, com o teste de Mann Whitney.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Estudar os homadlogos das proteinas 8-oxoguanina DNA glicosilase (OGG1) e
MutY DNA glicosilase de Trypanosoma cruzi e caracterizar estes homélogos através

de ensaios in vivo e in vitro.

2.2. Objetivos especificos

1- Verificar a conservacao existente entre as sequéncias protéicas de OGG1 e

de MYH de Trypanosoma cruzi e as sequéncias de enzimas de outras espécies.

2- Verificar o efeito de TcOGG1 em leveduras e de TcMYH em bactérias.

3- Analisar a acado de TcMYH em ensaios in vitro.

4- Investigar os efeitos da superexpressao de TcOGG1l e de TcMYH em

Trypanosoma cruzi.

5- Localizar as proteinas TcOGG1 e TcMYH em T. cruzi.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos e predicao de localizacao

subcelular

O alinhamento de sequéncias e a andlise de residuos conservados foram feitos
por meio do uso das interfaces Multalin (Corpet, 1988; disponivel em
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e Boxshade 3.21 (Hofmann & Baron, 1992;
disponivel em http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). A analise de
dominios foi feita com os softwares Pfam (Punta et al., 2012: disponivel em
http://pfam.sanger.ac.uk/) e CDD (Conserved Domains Database, Marchler-Bauer et
al.,, 2013; disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd). Foram utilizadas as

sequéncias listadas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Organismos e nUmeros de acesso das sequéncias utilizadas no
alinhamento de MutY/MYH.

Organismo Numero de acesso NCBI/GenBank
Arabidopsis thaliana NP_193010.2

Escherichia coli YP_491160.1

Homo sapiens Q9UIF7.1

Leishmania major XP_001684497.1

Mus musculus NP_001153053.1

Trypanosoma brucei CAD59974.1

Trypanosoma cruzi XP_807715.1

Tabela 2: Organismos e nimeros de acesso das sequéncias utilizadas no
alinhamento de Fpg e OGG1.

Organismo Numero de acesso NCBI/GenBank
Escherichia coli NP_418092.1

Homo sapiens NP_002533.1

Saccharomyces cerevisiae AAC49312.1

Trypanosoma cruzi XP_804159.1
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Para a predicdo da localizacdo subcelular de TcOGG1 e de TcMYH foram
utilizadas as sequéncias de T. cruzi citadas nas Tabelas 1 e 2, que foram analisadas
pelos softwares Mitoprot (Claros & Vincens, 1996; disponivel em http://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/ihg/mitoprot.html) e NucPred (Brameier et al., 2007; disponivel em

http://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/).

3.2. Células e meios de cultura

3.2.1. Escherichia coli

As linhagens de E. coli utilizadas neste estudo foram DH5a (supE44, lacU169,
hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl) (Hanahan,1983), AB1157 (F- thr-1, leuB6,
thi-1, argE3, his-G4, A(gpt-proA), 62lacY1, galk2, xyl-5, ara-14, rpsL31, kdgK51 mtl-1,
txs-33, supE44 (strR) rfbD1) (Bachmann, 1972) e BH980 (como CC104 (ara4(gpt- lac)5
(F’ lacl378lacz461 pro A*B*)), mas mutY::kanR) (Cupples & Miller, 1989), provenientes
do laboratério do Dr. Serge Boiteux (Laboratoire de Radiobiologie de I’ADN,
Départament de Radiobiologie et Radiophatologie, Centre National de la Recherche

Scientifique, France).

As bactérias foram crescidas a 37°C, sob agitacdo constante (180 rpm), em
meio 2xYT (1,6% de triptona, 1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, pH 7,0)
(Sambrook, 2001) esterilizado por autoclavagem. Dependendo da linhagem utilizada,
foi adicionado ao meio ampicilina (100 pg.mL?), kanamicina (10 pg.mL?) ou
estreptomicina (10 pg.mLt). Para a confeccdo de meio 2xYT sélido, foi adicionado
1,5% de &gar, anteriormente ao processo de autoclavagem. O crescimento bacteriano

em meio sélido foi realizado em estufa a 37°C.

3.2.2. Saccharomyces cerevisiae
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As linhagens hapléides de S. cerevisiae utilizadas foram FF18733 (MATa, his7,
leu2, lysl, ura3, strpl) (Aboussekhra et al., 1992) e sua derivada CD138 (MATa, his7,
leu2, lysl, ura3, oggl::TRP1) (Thomas et al., 1997).

As leveduras foram crescidas a 30°C, sob agitacdo constante (240 rpm), em
meio rico liquido YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, pH 7,0 e 2% de
glicose ou galactose) esterilizado por autoclavagem. Também foram utilizados meio
rico solido YPD (acrescido de 2% agar) e meio minimo sélido SD (Synthetic Drop-Out
Medium; 0,5% de sulfato de amonio, 0,17% de YNB (yeast nitrogen base), 2% de agar,
pH 5,8 e 2% de glicose ou galactose), esterilizados por autoclavagem. O meio minimo
foi suplementado com histidina (20 ug.mL™?), leucina (100 pg.mL™?) e triptofano (20
Mg.mL?) (Thomas, et al., 1997).

3.2.3. Trypanosoma cruzi

Neste estudo foi utilizada a cepa CL Brener de Trypanosoma cruzi, originaria
do laboratério do Prof. Egler Chiari, do Departamento de Parasitologia da
Universidade Federal de Minas Gerais. As culturas foram mantidas a 28°C por
passagens regulares em meio LIT (0,5% de liver digested neutralized, 0,5% de
triptona, 0,2% de dextrose, 0,4% de NacCl, 0,04% de KClI, 0,8% de Na2HPO4, 20 pg.mL"
! de hemina, pH 7,3) esterilizado por filtracdo com filtro de 0,2 um, suplementado com
10% de soro fetal bovino (Cultilab; Gibco) e acrescido de penicilina (100 U.mL?) e

estreptomicina (100 pg.mL™?) (Invitrogen), como descrito por Camargo (1964).

3.3. Oligonucleotideos e amplificacdo de DNA por PCR

Os oligonucleotideos utilizados neste trabalho, que estédo listados nas Tabelas
3 e 4, foram sintetizados pelas empresas Alpha DNA e Sigma-Aldrich. Eles foram
desenhados utilizando-se as sequéncias putativas de 8-oxoguanina DNA glicosilase
(nimero de acesso no GenBank: XM_799066.1) e MutY DNA glicosilase de
Trypanosoma cruzi (numero de acesso no GenBank: XM_802622.1). Os

oligonucleotideos foram diluidos em agua deionizada e estocados a -20°C, em
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aliquotas na concentracdo de 200 pmol.uL®. A utilizacdo de cada par de

iniciadores/oligonucleotideos esté indicada na Tabela 5.

Tabela 3: Sequéncias dos iniciadores utilizados para TcOGG1. Os sitios de

restricdo estdo sublinhados.

Iniciador
TcOgg.Xba-F
TcOgg.Bam-F
TcOgg.Sac-R
TcOgg.Xho-R
TcOgg.Mfe-R

Sequéncia

5 - TCT AGA ATG CAC GCG TGG TAT GCG - 3

5 -GGATCCATG CACGCGTGG TATG -3

5 -GAG CTCTCAGTTGTCTCTTTGCC -3
5-CTC GAG TCAGTT GTCTCT TTG CCC - 3'
5-CAATTG GTTGTCTCT TTG CCC TCT TCG - 3

Tabela 4: Sequéncias dos iniciadores e oligonucleotideos utilizados para
TcMYH. Os sitios de restri¢cdo estdo sublinhados. GO = 8-oxoguanina. O nimero 6 no inicio
da sequéncia indica marcacao com fluoresceina.

Iniciador
TcMutY.Xba-F
TcMutY.Eco-R
TcMutY.Hind-R
TcMutY.Xhol-R
8-oxoguanina
AdeninaFluor

CitosinaFluor

Sequéncia

5- TCT AGA ATG AAT GAG CTT TACCGG GC - 3’

5 -GAATTCCTTATCACCGGTTTITTCT TAAGTTTTTCC -3’
5-AAGCTTTTACTT ATC ACCGGT TTT TCT TAAGTT - 3

5 -CTCGAG TTACTT ATCACCGGTTTT -3

5 - GAT CCT CTA GAG TC(GO) ACC TGC AGG CATGCA -3

5 - 6TGC ATG CCT GCA GGT AGA CTC TAG AGG ATC - &

5 - 6TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC - &

Tabela 5: Aplicacdo dos diferentes pares de iniciadores/oligonucleotideos.

Par de iniciadores

Uso

TcOgg.Bam-F e TcOgg.Sac-R Clonagem de TcOGG1 em pYEDP

26



TcOgg.Xba-F e TcOgg.Xho-R Clonagem de TcOGG1 em pROCK-HIGRO

TcOgg.Xba-F e TcOgg.Mfe-R Clonagem de TcOGG1 em pTREX-GFP
TcMutY.Xba-F e TcMutY.Hind-R Clonagem de TcMYH em pMAL-c2G
TcMutY.Xba-F e TcMutY.Xho-R Clonagem de TcMYH em pROCK-HIGRO
TcOgg.Xba-F e TcOgg.Eco-R Clonagem de TcMYH em pTREX-GFP
8-oxoguanina e AdeninaFluor Ensaio in vitro TcMYH

8-oxoguanina e CitosinaFluor Ensaio in vitro TcMYH

As amplificacdes de DNA para clonagem em vetores plasmidianos foram feitas
a partir de 50ng de DNA gendmico ou 2 ng de DNA plasmidiano, em reacdes de 20
uL contendo 5 pmol de iniciador forward, 5 pmol de reverse, 200uM de cada dNTP,
1X de tampéo IB (Phoneutria; 1,5mM de MgClz, 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI
(pH8,4) e 0,1% de Triton X-100) e 1U de Tag DNA polimerase (Phoneutria).

Nas reacdes de amplificacdo executadas para confirmar a presenca de insertos
em clones transformados de bactérias (PCR de colénia), pequenas porcbes de
colonias isoladas foram adicionadas a 10uL de reacédo contendo 2,5 pmol de cada
iniciador, 200 uM de dNTPs, 0,5 U de Tag DNA polimerase e 1X de tampéao IB. Nas
PCRs de colbnia de leveduras, colbnias isoladas foram colocadas em reacdes de 50
puL contendo 15 pmol de cada iniciador, 200 uM de dNTPs, 2,5 U de Taq DNA

polimerase e 1X de tampao IB.

Em algumas reacdes de amplificagdo, as quais denominamos “PCR de coldnia
de T. cruzi’, utilizamos como molde o DNA gendmico de populagdes clonais de T.
cruzi presente em baixo grau de pureza em uma aliquota (2-6 uL) de lisado celular.
Essas reacfes continham 5 pmol de cada iniciador, 200 uM de dNTPs, 1X de tampéao
IB e 2U de Taq DNA polimerase em um volume final de 20 pL.

As amplificagcbes foram realizadas em termocicladores M.J. Research PTC-100

(GMI Inc.). O programa de amplificacdo utilizado foi o seguinte:

1- 5 minutos (min) de desnaturacéo inicial a 94°C.

2- 30 ciclos de desnaturacgéo (94°C por 1 min), anelamento (55°C por 1 min) e
extensdo (72°C por 1 min).

3- 10 minutos de extensao final a 72°C.
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Os produtos das PCRs foram analisados em gel de agarose 1%, com o padrao
de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram corados com brometo

de etidio e analisados sob luz UV.

3.4. Plasmidios e clonagem de fragmentos de DNA

3.4.1. Vetores plasmidianos

Os plasmidios utilizados neste estudo foram pGEM®-T Easy (Promega; Anexo
1), pMAL-c2G (New England BioLabs Inc.; Anexo 2), pYEDP (cedido gentilmente pelo
Dr. Francisco Nobrega, da Universidade do Vale da Paraiba (UNIVAP), Sdo Paulo;
Anexo 3), pPROCK-HIGRO e pTREX-GFP (DaRocha et al., 2004; Anexos 4 e 5).

3.4.2. Clonagem

Nas clonagens de DNA no vetor pGEM®-T Easy, uma aliquota (2,5 pL) dos
produtos de PCR foi utilizada em reag¢des contendo 50 ng do vetor, 3U de T4 DNA
ligase e 1X de tampao Rapid Ligation Buffer (30mM de Tris-HCI (pH7,8), 10mM de
MgCl2, 10 mM de DTT, 1 mM de ATP e 5% de PEG MW8000), com um volume final
de 10 pL. As reagOes foram mantidas a 4°C, durante 16 horas. Todos os reagentes

foram fornecidos pelo fabricante Promega.

As clonagens nos plasmidios pMAL-c2G, pYEDP, pROCK-HIGRO e pTREX-
GFP foram incubadas por 16 horas, a 4°C, em reac¢0es de 15 pL contendo 50 ng do
vetor linearizado, 5 U de T4 DNA ligase (Invitrogen), 1X de tampao Reaction Buffer
(Invitrogen; 50mM de Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM de MgClz, 1ImM de ATP, 1 mM de DTT
e 5% de PEG 8000) descongelado no gelo e vortexado, e o inserto, presente em uma
razdo molar de 3:1 em relacdo ao vetor. Os vetores foram previamente digeridos (ver
secado 7) pelo par de enzimas de restricdo adequado, o que também foi feito com o

vetor pGEM®-T Easy para a liberacéo dos insertos. Os produtos das digestdes foram
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purificados de géis de agarose (item 8) e dosados em um NanoDrop™ (item 9). O
calculo da quantidade de inserto a ser utilizada foi feito da seguinte forma:

ng de inserto = ng de vetor X tamanho do inserto (Kb) X razdo molar inserto:vetor

tamanho do vetor (Kb)

Uma aliquota de 3 pL das ligacbes foi utilizada para a transformacdo de
bactérias eletrocompetentes (item 3.5).

3.5. Transformacdo de bactérias eletrocompetentes

As bactérias das linhagens previamente citadas (item 2) foram transformadas
seguindo o protocolo descrito por Sambrook em 2001. Uma cultura de bactérias em
fase exponencial de crescimento (DOeoo entre 0,6 e 0,8) foi centrifugada a 7500G por
10 minutos e lavada 3 vezes com agua deionizada a 4°C. Feito isto, as células foram
lavadas, solubilizadas em glicerol 10% e armazenadas a -80°C.

Uma aliquota destas bactérias foi incubada por 5 minutos no gelo na presenca
do DNA de interesse. A mistura foi transferida para uma cubeta Gene Pulser de 0,2
cm (BioRad) e submetida a um pulso de 2,5 kV (MicroPulser, BioRad). Apds a
eletroporacéo, as células foram colocadas em microtubos de ensaio contendo 500 pL
de meio 2xYT e incubadas por 45 minutos, a 37°C, sob agitacdo constante (180 rpm).
Feito isto, 150 uL da cultura foram plaqueados em meio 2xYT sélido suplementado
com ampicilina, além de, dependendo da linhagem, kanamicina, ou estreptomicina.

As placas foram incubadas por 16 horas a 37°C.

Colbnias isoladas resultantes de cada transformacdo foram testadas para a
presenca dos plasmidios contendo os insertos de interesse por meio de PCR de

colénia (item 3).

3.6. Obtencdo de DNA plasmidiano
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Bactérias contendo os plasmidios com os genes de interesse foram crescidas
em 5 mL de meio 2xYT suplementado com os antibiéticos necessarios, sob agitacao
constante (180 rpm), a 37°C, por 16 horas. Apés este periodo, as células foram
sedimentadas por centrifugacdo a 10000G por 2 minutos, passaram por lise alcalina
e cerca de 20 pg de DNA plasmidiano foram purificados em coluna de afinidade
utilizando o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Para
extracoes em larga escala utilizou-se o kit Wizard® Plus Maxipreps DNA Purification
System (Promega) e aproximadamente 1 mg do plasmidio de interesse foi obtido a
partir de 500 mL de cultura em fase estacionaria, que foram centrifugados a 5000G

por 10 minutos, o que foi seguido pela execucdo dos outros passos descritos no Kit.

3.7. Digestdo de plasmidios com enzimas de restricdo

As digestdes de DNA foram realizadas nas proporcdes de 1,5 U de cada enzima
de restricdo para cada 1 ug de DNA, contendo também 100 pg.mL-* de BSA (albumina
bovina sérica) e 1X do tampao especificado pelo fabricante (Fermentas), a 37°C, por

4 horas.

3.8. Purificacdo de DNA de bandas de gel de agarose

Bandas relativas a fragmentos de DNA e plasmidios de interesse foram
excisadas de gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, e o DNA contido nas
amostras foi purificado em membranas de fibra de vidro, utilizando-se o kit illustra
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life Sciences).

3.9. Dosagem de DNA
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DNA em solugdo foi quantificado através do uso do espectrofotdbmetro
NanoDrop™ NP 1000 (Thermo Fisher Scientific), em leitura da absorbancia a 260 nm.

O grau de pureza das amostras foi estimado pela razdo das leituras em 260 e 280 nm.

3.10. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA plasmidiano e de produto de PCR foi realizado em
ambas as direcdes, de acordo com o0 método descrito por Sanger et al. (1977), através
do sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems), utilizando-se polimero POP7 e
BigDye v3.1. Para isso, adicionou-se 100 ng de DNA plasmidiano purificado ou 10 ng
de PCR purificada para cada 100 pb de amostra e 10 pmol de cada iniciador especifico
(forward ou reverse; Tabela 6) a microtubos de 0,2 mL. As amostras foram
encaminhadas a empresa Myleus Biotechnology (http://www.myleus.com), que
procedeu com 0 sequenciamento e nos retornou as sequéncias obtidas. Tais
sequéncias foram analisadas no software DNA Baser v3 (DNA Baser Sequence

Assembler v3.x (2012); disponivel em http://www.dnabaser.com).

Tabela 6: Sequéncias dos iniciadores utilizados para sequenciar TcMYH. Os
sitios de restricdo estao sublinhados.

Iniciador Sequéncia

TcMutY.Xba-F 5'- TCT AGA ATG AAT GAG CTT TACCGG GC - 3’
TcMutY200R 5 - GAT ACC CAC CTT TGA AAG TAAGAA -3
TcMutY400F 5 -CCGGTATTG GTC CAT ACACT -3

TcMutY900R 5 - CAA CAT GCC ACCCAATAACCC -3

TcMutY1100F 5 - GAA GAG CCC AAAACCATATC-3&

TcMutY.Hind-R 5-AAGCTTTTACTT ATCACCGGT TTTTCT TAAGTT -3

3.11. Ensaios em Escherichia coli
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3.11.1. Taxa de mutacdao espontanea — Complementacdo funcional
heterdloga

Clones de bactérias AB1157 ou BH980 transformadas com pMAL vazio (Anexo
2) ou pMAL_TcMYH foram crescidos em 5 mL de meio 2xYT/ampicilina sob agitacao,
por 16 horas, a 37°C. Em seguida, 100uL de cada cultura foram diretamente
espalhados em 1 placa de Petri pequena de meio 2xYT/ampicilina solido acrescido de
rifampicina (100 ug.uL?, diluida em DMSO - dimetilsulféxido). O restante de cada
cultura foi sucessivamente diluido em meio 2xYT até a razdo de 1:10° (v/v). Da
suspensao celular mais diluida foi retirada uma aliquota de 100 pL, a qual foi inoculada
em 1 placa de meio 2xYT/ampicilina sélido. As placas foram entdo incubadas a 37°C
e apos 18 horas de crescimento o numero de clones em cada placa foi determinado

por contagem manual.

Finalmente, foi calculada a taxa de mutacdo usando ro = M (1,24 + In M), onde
ro € 0 numero médio de mutagbes que conferem resisténcia a rifampicina em um
namero de culturas independentes e M € o numero médio de mutagdes por cultura. O
valor de M é resolvido por interpolacéo utilizando o valor de ro conhecido e utilizado,
entdo, para calcular a taxa de mutacgédo r, onde r = M/N e N € o numero final de células

vidveis (Lea & Coulson, 1949).

3.12. Expressao e purificacao de proteinas

Bactérias BH980 (item 2), transformadas com o plasmideo pMALc2g_TcMYH
ou com pMALc2g vazio foram cultivadas por uma noite em 10mL de meio 2xYT
contendo 10uL de ampicilina (100 pg.mL!) e 1uL de kanamicina (10 pg.mLt) a 37°C
e 180rpm. No dia seguinte, esse volume foi diluido 50 vezes em 500mL de meio 2xYT
contendo 500uL de ampicilina (100 pg.mL?') e 50 uL de kanamicina (10 pg.mL™;
apenas BH980). Essa cultura foi incubada a 37°C, 180rpm, até atingir a DOeoo de 0,6.

Em seguida, foi adicionado IPTG obtendo-se uma concentracéo final de 0,6mM.

Apos a inducédo da superexpressao da proteina recombinante com a adicao de
IPTG, as culturas foram crescidas por 4 horas, a 30°C, 180 rpm. Durante esse periodo,
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foram retiradas aliquotas da cultura a cada 1 hora. Em seguida, a cultura foi
centrifugada por 10 minutos, a 4°C, 9000G. O pellet foi ressuspendido em 25mL de
tampéao de coluna (Tris HClI 20 mM pH 7,4, NaCl 200 mM e EDTA 1 mM). As células
bacterianas foram lisadas pelo tratamento com lisozima (concentracao final de 100
ng.mL?Y) por 15 minutos a temperatura ambiente. Além disso, as células foram
submetidas a trés choques térmicos (congelamento a -80°C e descongelamento a
37°C) e sonicadas em trés ciclos de 15 segundos, a uma amplitude de 30%, com 15
segundos de intervalo entre os ciclos. O extrato soltvel foi separado do extrato total,

através da centrifugacédo do lisado bacteriano a 9000G, 4°C, 30 min.

Para a purificacdo da proteina recombinante MBP-TcMYH, o extrato solavel
obtido foi diluido 5x em tampéo de coluna e passado em uma coluna de resina de
amilose (New England Biolabs). Apos 3 lavagens com 500 mL de tampéao de coluna,
a proteina recombinante foi eluida, em aliquotas de 1 mL, pela solucao de eluicao
(10mM de maltose em tampao de coluna). As frages eluidas foram analisadas por
gel SDS-PAGE 10% e dosadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

3.13. Ensaio in vitro com TcMYH

A habilidade da DNA glicosilase de T. cruzi de reconhecer e retirar do DNA uma
adenina pareada a GO foi avaliada pela retirada de nucleotideos de um
oligonucleotideo marcado com fluoresceina (Lopes Dde et al., 2007; Schamber-Reis
et al., 2012). Para isso, a proteina purificada em fusdo com a MBP (MBP-TcMYH) foi
incubada com o duplex de dois oligonucleotideos: um de 30-mer que possui uma base
8-oxoguanina e um de 30-mer (marcado com fluoresceina) que corresponde a fita
complementar do primeiro, contendo uma adenina ou uma citosina pareada a GO
(Tabela 4). Esses oligonucleotideos foram anelados na seguinte solucdo: 10uL de
Tris-HCI (100mM), 1uL de EDTA (100mM), 10uL de NaCl (1M), 71uL de ddH20 e 4uL
de cada oligo (20uM). Em seguida, essa mistura foi incubada ao abrigo de luz em um
banho a 80°C, que foi resfriado gradativamente, até voltar para a temperatura

ambiente.
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As reacOes para a averiguacao da funcdo de TcMYH foram montadas da
seguinte forma: 1 pyL de cada duplex de oligonucleotideos diluido 1:25 foi adicionado
alpL de proteinaa 0,5 pug.pL?, 1 puL de tampéo 10X REC™ Buffer 4 (10 mM HEPES-
KOH (pH 7,4), 100 mM KCI, 10 mM EDTA; R&D Systems, Inc.) e 7 yL de agua
deionizada. As proteinas utilizadas foram EcMutY (R&D Systems, Inc.), TCMYH e
MBP (purificadas como descrito no item 11.2). Tais rea¢fes foram incubadas a 37°C
durante 18 horas. Apos este periodo, foram adicionados a cada reacéo 2 uL de NaOH
1M (com o objetivo de finalizar a quebra da fita marcada) e as amostras foram
incubadas a 90°C por 30 minutos ou 1 hora. As reacfes foram interrompidas por
adicdo de 4 pL de solucdo de parada (95% Formamida/ 20mM EDTA/ 0,05%
Bromofenol/ 0,05% Xileno cianol) e pelo aquecimento a 90°C por 2 minutos, seguido
de resfriamento no gelo. Em seguida, as amostras foram resolvidas em gel de
acrilamida desnaturante, com uréia e formamida, no aparelho de sequenciamento
automéatico ALF DNA (Amersham Biosciences). Foram utilizados padrées de tamanho
de 34 e de 17 pb. As analises dos resultados foram realizadas no software

AlleleLocator, versdo 1.0.3 (Amersham Pharmacia, atualmente GE Healthcare).

3.14. Ensaios em Saccharomyces cerevisiae

3.14.1. Transformacdao de leveduras

As leveduras foram transformadas com o tratamento de acetato de litio (Gietz
& Woods, 2002). Células em crescimento exponencial foram sedimentadas por
centrifugacéo a 3000G, por 5 min, e entdo passaram por diversas lavagens com agua
deionizada. Em seguida, para cada transformacéao, adicionou-se a 107 células 240 puL
de PEG 3500 50%, 36 pL de LiAc (1 M), 50 pL de DNA de esperma de salméo (2
mg.mL™?) fervido e resfriado em gelo e 1 ug do plasmidio de interesse em solugéo
aguosa, resultando em volume maximo de 34 pL. Esta mistura foi homogeneizada e
submetida a choque térmico a 42°C por 45 min. Apos uma breve centrifugacéo (3000
G, 30 seq), o sobrenadante foi retirado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de
agua deionizada. Foram plaqueados 5, 50 e 500 L desta suspensdo em meio seletivo
(placas com meio sélido SD — URA).
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3.14.2. Analise do efeito da expresséo de TcOGGL1 sobre o crescimento de

leveduras

As leveduras das linhagens CD138 (oggl-) e FF18733 (WT) contendo vetor
vazio ou pYEDP_TcOGG1 foram crescidas até a fase estacionaria (densidade celular
determinada por contagem em camara de Neubauer) em meio YPD liquido, a 30°C,
sob agitacao (240 rpm). As culturas foram gotejadas (5 pL de cultura, contendo cerca
de 5 x 10° células.mL?) em placas de meio YPD, com glicose ou galactose, e
incubadas a 30°C por 3 dias (glicose) ou por 5 dias (galactose). As placas foram

retiradas da estufa e fotografadas com camera digital.

3.14.3. Frequéncias de mutacdes espontaneas - Complementacao

funcional heterdloga

Colbnias de leveduras das linhagens CD138 (oggl-) e FF18733 (WT) contendo
vetor vazio ou pYEDP_TcOGG1 foram crescidas até a fase estacionaria (nimero de
células determinado por contagem em camara de Neubauer) em meio YPD liquido, a
30°C, sob agitacao (240 rpm). As culturas foram plaqueadas em placas de meio SD
agar, sem lisina, com glicose ou galactose, em uma densidade celular de
aproximadamente 5 x 10° células.mL!. Todas as placas foram suplementadas com
histidina (20 pg.mL™1), leucina (100 pug.mL™?) e triptofano (20 pg.mL™1). As placas foram
incubadas a 30°C por 3 dias (glicose) ou por 5 dias (galactose) e em seguida as

colbnias de revertentes Lis* foram contadas.

3.15. Ensaios com Trypanosoma cruzi

3.15.1. Obtencao de DNA gendmico de T. cruzi
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O DNA gendmico de epimastigotas da cepa CL Brener foi obtido em alto grau
de pureza através de trés etapas principais: lise celular, desproteinizacdo e
precipitacdo, como descrito por Andrade e colaboradores (1999). Cerca de 1 x 108
parasitos em fase exponencial de crescimento foram lavados trés vezes com PBS,
sedimentados a 1500 g por 10 min a 4°C e incubados com 200 pL de solucéo de lise
(0,5% SDS, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 uM EDTA) contendo 20 ug.mL* de RNAse,
por 1 hora a 37°C. Em seguida, adicionou-se Proteinase K (100 ug.mL™?) e o lisado foi
incubado a 50°C por 3 horas. A desproteinizacdo ocorreu em trés estagios. No
primeiro deles, adicionou-se 200 uL de fenol ao lisado, homogeneizando
vagarosamente. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 1500G, por 10 minutos, a
4°C, gerando duas fases. A fase aquosa foi coletada e a ndo aquosa, descartada. No
segundo estagio adicionou-se a fase aquosa 200 uL de fenol/cloroférmio 1:1 (v/v) e
foram repetidos os procedimentos de homogeneizagéo, centrifugagéo e coleta da fase
aguosa. O terceiro estagio consistiu na adicdo de 200 uL de cloroférmio e repeticdo
dos demais procedimentos. A precipitacdo foi feita com etanol absoluto, na qual
adicionou-se 2 volumes de etanol absoluto e 0,2 volume de acetato de sédio 3M (pH
5,2) as solucdes, seguido por incubacédo a -20°C por 16 horas. O precipitado de DNA
foi obtido apos centrifugagdo a 20000 g por 15 min a 4°C. O DNA foi lavado duas
vezes com etanol 70%, solubilizado em agua e quantificado no NanoDrop ™.

A extracdo de DNA genbmico de T. cruzi em baixo grau de pureza para
realizacéo de “PCRs de colbénia” (item 3) foi feita a partir de culturas de epimastigotas
em fase estacionéaria de crescimento. Inicialmente, uma aliquota de 1 mL de cada
cultura foi centrifugada a 5000G por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e as células ressuspensas em 100 pL de agua miliQ. A suspenséo de células foi
fervida por 10 min e entdo centrifugada por 3 min a 11000G. O sobrenadante foi
coletado e imediatamente utilizado na reagéo de PCR.

3.15.2. Transfeccgéo

A transfeccdo de epimastigotas de T. cruzi foi realizada por eletroporagéo,

conforme descrito por DaRocha e colaboradores em 2004. Como preparacéo para a
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etapa de transfecc¢édo, 100 pg do vetor pPROCK-HIGRO possuindo o gene de interesse
foram linearizados com Notl, precipitados em isopropanol e solubilizados em 50 uL de
agua miliQ estéril. Parasitos em fase exponencial de crescimento foram lavados e
ressuspendidos em tampé&o de eletroporacao (120 mM de KCI, 0,15 mM de CaClz, 10
mM de K2HPO4, 25 mM de Hepes, 2 mM de EDTA pH 8,0 e 5 mM de MgCl2), a uma
concentracdo final de 1X108 células.mLl. Em uma cubeta de eletroporacdo Gene
Pulser de 0,2 cm (BioRad), 400 pL da suspenséao celular foram misturados aos 50 pL
da solucdo de DNA de interesse. Em seguida, foi aplicado o choque elétrico de dois
pulsos de 0,3 kV e 500 pF, intercalados por 30 seg. As células foram entéo transferidas
para garrafas de cultura contendo 5 mL de meio LIT completo, no qual sofreram
selecdo, por cerca de 6 semanas, através do cultivo na presenca de 200 pg.mL* de

higromicina.

3.15.3. Extracdo de RNA total e Northern blot

RNA total foi purificado de epimastigotas selvagens ou transfectadas com
pROCK_TcOGG1 ou pROCK vazio, tratadas ou néo tratadas com 300 puM de perdoxido
de hidrogénio, usando Trizol (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante.
O Northern blot foi feito de acordo com protocolo anteriormente descrito (Ausubel et
al., 1997). Apos extracdo do RNA total, foi feita eletroforese de 15 ug de RNA em gel
de agarose (1,2% agarose e 2% formaldeido em tampao MOPS 1x (MOPS 10x -
200mM de MOPS, 50mM de acetato de s6dio10Mm, EDTA pH 8,0)). O gel foi tratado
por 20 minutos em SSC 10x (SSC 20x - NaCl 3M, citrato triss6dico.2H20 0,3M, pH
7,0) e posteriormente transferido para uma membrana Hybond-N+ (GE Healthcare),

por capilaridade, por uma noite.

A sonda de TcOGGL1 foi obtida por PCR do vetor pGEM_TcOGG1 com os
iniciadores TcOgg.Xba-F e TcOgg.Mfe-R e purificando a banda referente a TcOGG1
por eletroforese em gel de agarose. A marcagcéo da sonda com [a-32P]dCTP foi feita
usando o Kit MegaPrimer (Amersham), conforme especificacbes do fabricante. A
membrana de Northern blot foi submetida a pré-hibridizac&o por 1 hora a 60°C. Apés
desnaturacdo com NaOH 1 M, a sonda radioativa foi adicionada aos tubos contendo
as membranas e foi feita hibridizagéo por 24 horas a 60°C.
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ApGs hibridizacao, foi feita lavagem das membranas com SSC 1x (0,1% SDS)
e em seguida a leitura no aparelho STORM 840 (Amersham Biosciences).

3.15.4. Curva de crescimento

O crescimento de populacdes clonais de T. cruzi pPROCK e pROCK_TcOGG1
foi comparado por sete dias em meio liquido, na auséncia de agentes mutagénicos.
Culturas contendo inicialmente 5 x 10% células mL?! foram incubadas a 28°C e
contadas diariamente por 8 dias. Os ensaios foram feitos em placas de 24 pogos, em
triplicatas, e cada poco apresentava inicialmente 1 mL de cultura. As culturas foram

contadas em camara citométrica na presenca do corante vital eritrosina.

3.15.5. Curvas de sobrevivéncia

Culturas de T. cruzi em fase exponencial de crescimento foram submetidas ao
tratamento com peroxido de hidrogénio ou benzonidazol. Em seguida, a sobrevivéncia
das culturas foi determinada por contagem de células vivas em camara citométrica,
na presenca do corante vital eritrosina. A densidade celular das culturas tratadas foi
comparada, em termos percentuais, a densidade das culturas controle ndo tratadas

crescidas sob as mesmas condicdes.

3.15.6. Tratamento com peréxido de hidrogénio

Os ensaios foram feitos em placas de 24 pocos, em triplicatas. 2 x 108 células
de cada cultura foram centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. Cada cultura
foi ressuspensa em 20 mL de PBS 1X estéril (PBS 10X - 0.15M KCI, pH 7,2, 0,003M
KH2PO4, 0,092M Na2HPO4, 0,15M NaCl), que foram distribuidos em tubos do tipo
Falcon, 4 mL por tubo. Em cada tubo foi adicionada a quantidade apropriada de H202,
solubilizada em agua estéril, ou nenhuma H20:2 foi adicionada, no caso do controle.
As concentragdes utilizadas foram 75, 100 e 125 pM de peroxido de hidrogénio. Tais
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amostras foram homogeneizadas e incubadas a 28°C por 20 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos, a 4°C e o pellet foi
ressuspendido em 4 mL de meio LIT completo. Essa ressuspenséo foi distribuida na
placa de cultura, 1 mL em cada poco (1 mL de cultura a densidade de 1 x 107
células.mL™?). As placas foram vedadas e incubadas a 28°C, por 72 horas. Ap6s o
periodo de crescimento, as células vivas foram contadas em camara de Neubauer.
Os valores de y foram determinados como a sobrevivéncia das culturas tratadas, em
termos percentuais, em relacdo as culturas nao tratadas. Foram realizados 3

experimentos independentes.

3.15.7. Tratamento com benzonidazol

Os ensaios foram feitos em placas de 24 pocos, em triplicatas. Cada poco
apresentava inicialmente 1 mL de cultura a densidade de 1 x 107 células.mL. Nos
pocos tratados, foi adicionada a quantidade apropriada de benzonidazol (BZ), em um
volume fixo, solubilizado em DMSO. As concentracdes utilizadas foram 60, 120 e 240
MM de BZ. Nos pogos controle, foi adicionado apenas o solvente, em um volume
correspondente ao utilizado no tratamento. As placas foram vedadas e incubadas a
28°C, por 48 ou 72 horas. Ap6s o periodo de crescimento, as células vivas foram
contadas em camara de Neubauer. Os valores de y foram determinados como a
sobrevivéncia das culturas tratadas, em termos percentuais, em relagéo as culturas

nao tratadas. Foram realizados pelo menos 3 experimentos independentes.

3.15.8. Analise do numero de lesdes por QPCR

3.15.8.1. Tratamento genotéxico para analise de numero de lesdes

Culturas de parasitos contendo 1 x 107 células foram coletadas através de
centrifugacéo a 3000 rpm por 10 minutos. Para cada ponto do experimento, 5 mL de

cultura foram coletados. O meio sobrenadante (meio condicionado) foi guardado para
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uso posterior e as células foram entdo ressuspensas em PBS. As células foram
tratadas através da adicao de 200 uM de peréxido de hidrogénio ao PBS, durante 15
minutos. As células foram entdo coletadas imediatamente apds o tratamento ou
deixadas para recuperar por até 24 horas (neste caso, na presenca do meio
condicionado original). Todas as células coletadas (pellets) foram guardadas a -80°C

para posterior extragdo do DNA.

3.15.8.2. Extragcdo de DNA de alto peso molecular

Os procedimentos de extracdo, quantificacdo, amplificacdo por QPCR e analise
dos resultados foram realizados como descrito por Santos e colaboradores (2006). O
DNA gendmico foi isolado usando o kit QIAGEN Genomic Tip Kit. Este kit permite a
purificacdo de fragmentos longos de DNA (de até 150 kb) sem o uso de fenol ou
cloroférmio (que danificam o DNA), possibilitando uma posterior amplificacdo de
longos trechos de acido desoxirribonucléico. O protocolo utilizado neste trabalho é
baseado no protocolo de extracao de tecido — sugerido pelo fabricante — com algumas
alteracdes. ApoOs a eluicdo do DNA, a etapa de precipitacdo em isopropanol foi
realizada incubando os tubos com o mesmo a -80°C por uma noite. Apos as etapas
de lavagem com etanol 70%, as amostras de DNA ficaram dissolvendo em 50 pL de

TE por pelo menos 2 dias a 4°C.

3.15.8.3. Dosagem das amostras de DNA

Apols a extracado de DNA, as amostras tiveram suas concentracdes acertadas
para 3 ng/uL. Para tal, foi feita uma dosagem aproximada de cada amostra extraida,
utilizando o espectrofotémetro NanoDrop. De posse da concentracdo aproximada de
cada amostra, foi feita uma diluicdo das mesmas para a concentracdo de 3 ng/uL. Em
seguida, foi realizada uma dosagem precisa dessas amostras diluidas fazendo uma
curva padrdo, usando o corante especifico para DNA dupla fita, PicoGreen

(Invitrogen). A leitura da curva padréo foi obtida no fluorimetro de placa Synergy 2
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(Biotek), através da leitura dos picos de fluorescéncia na regido do espectro entre 505
e 525 nm. As amostras diluidas tiveram sua concentracdo corrigida — diluindo ou
concentrando — de forma que a diferenca de concentracdo entre a amostra mais

concentrada e a menos concentrada deve ser menor que 5%.

3.15.8.4. Amplificagcdo por QPCR

O ensaio de quantificacbes de lesdes foi realizado comparando-se a
amplificacdo de um fragmento longo de DNA de uma amostra tratada com a
amplificagdo de um controle ndo tratado. Uma reagédo “branco”, sem DNA molde,
também foi amplificada visando descontar a presenca de iniciadores e dNTP das
outras reacoes. Iniciadores especificos foram utilizados para amplificar fragmentos
longos (de aproximadamente 10 kb) e curtos (de aproximadamente 250 pb) dos

genomas do nucleo e da mitocéndria do T. cruzi, e estdo listados na tabela abaixo.

Tabela 7: Iniciadores usados no ensaio de QPCR.

Iniciador Sequéncia

QPCRNuc2F 5 - GCA CAC GGC TGC GAG TGAC CAT TC AACTTT -3
QPCRNuc2R 5 -CCTCGCACATTTCTACCTTGT CCTTCAATGCCTGC -3
QPCRNuc2Int 5 -TCG AGC AAG CTG ACACTC GAT GCAACCAAAG -3
QPCRMiItF 5-TTT TAT TTG GGG GAG AAC GGAGCG - 3

QPCRMItR 5-TTG AAACTG CTT TCC CCAAACGCC -3

QPCRMitInt 5 - CGC TCT GCC CCC ATAAAAAACCTT -3

A amplificacdo do fragmento nuclear longo foi realizada com o par de
iniciadores QPCRNuc2F e QPCRNuc2R. A amplificagdo do fragmento mitocondrial
longo foi realizada com o par de iniciadores QPCRMitF e QPCRMitR. Como a
probabilidade da ocorréncia de danos em uma regiao pequena de DNA é muito baixa,
os fragmentos curtos (250 pb) foram usados para normalizar os resultados das
amplificagbes obtidos com os fragmentos longos (10 kb). Isso foi feito para eliminar
qualquer viés resultante de alteracdes nas proporcdes entre os genomas nuclear e
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mitocondrial do parasito. O fragmento nuclear curto foi amplificado com o par de
iniciadores QPCRNuc2Int e QPCRNuc2R. O fragmento mitocondrial curto foi
amplificado com o par de iniciadores QPCRMitint e QPCRMItR (tabela abaixo).

Tabela 8: Aplicacéo dos diferentes pares de iniciadores.

Par de iniciadores Uso

QPCRNuc2F e QPCRNuc2R Amplificagéo do fragmento nuclear longo
QPCRNuc2Int e QPCRNuc2R Amplificagdo do fragmento nuclear curto
QPCRMitF e QPCRMiItR Amplificacdo do fragmento mitocondrial longo
QPCRMitInt e QPCRMItR Amplificacéo do fragmento mitocondrial curto

Todas as reacdes de amplificacdo foram feitas utilizando o kit GeneAmp XL
PCR Kit (Applied Biosystems), em reacdes do tipo hot start, utilizando as seguintes
guantidades de reagentes para cada reacao de 50 uL: 9,6 pL de ddH20, 15 uL de
3.3x Buffer, 5 uL de BSA (1 mg.mL1), 4 uL de dNTP (2,5 mM cada nucleotideo), 2,4
puL de MgO(Ac)2 (25 mM), 2 uL de iniciador forward (10uM), 2 pyL de iniciador reverse
(10 uM). A DNA polimerase é adicionada depois (hot start), em seu devido tampéao, e
as quantidades para cada reagao de 50 pL sdo: 0,5 pL de rTth XL DNA Polymerase,
3,13 pL de ddH20 e 1,36 pL de 3.3x Buffer.

As amplificacdes dos fragmentos de DNA foram feitas em termocicladores,
usando um numero de ciclos no qual a reacao termina ainda na fase exponencial da
amplificacdo. Dessa forma, para cada experimento € feito um controle de 50%,
constituido de uma reacdo de QPCR contendo 50% do DNA ndo-tratado. A
amplificacéo € considerada valida quando a amplificacdo deste DNA controle gera um
produto de amplificacdo com 40 — 60% do valor da amplificagdo da reagédo contendo
100% do DNA néo-tratado. As reacdes de QPCR foram realizadas utilizando os

programas descritos a seguir.

Fragmentos longos (10 kb):

Passo 1: 75°C por 1 min e 30 segundos
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Passo 2: pausa em 75°C para adicdo da DNA polimerase rTth XL

Passo 3: 94°C por 1 minuto

Passo 4: 94°C por 15 segundos

Passo 5: 64°C (fragmento nuclear) ou 60°C (mitocondrial) por 12 minutos

Passo 6: aproximadamente 28 ciclos (fragmento nuclear) ou 21 ciclos

(mitocondrial) entre os passos 4 e 5
Passo 7: 72°C por 10 minutos

Passo 8: 4°C indefinidamente

Fragmentos curtos (250 pb):

Passo 1: 75°C por 1 minuto e 30 segundos

Passo 2: pausa em 75°C para adicdo da DNA polimerase rTth XL

Passo 3: 94°C por 1 minuto

Passo 4: 64°C (fragmento nuclear) ou 60°C (mitocondrial) por 45 segundos
Passo 5: 72°C por 45 segundos

Passo 6: aproximadamente 22 ciclos (fragmento nuclear) ou 19 ciclos

(mitocondrial) entre os passos 3 e 5
Passo 7: 72°C por 10 minutos
Passo 8: 4°C indefinidamente

As amostras amplificadas foram quantificadas por fluorimetria, como descrito

anteriormente.

3.15.8.5. Anélise dos resultados
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A andlise do nimero de lesdes foi feita comparando a amplificacdo dos
fragmentos longos das amostras tratadas em relagdo a amplificagdo do controle ndo
tratado. Para tal, além de descontar o valor de amplificacédo da reagao “branco” dos
valores obtidos em todas outras amplificacdes, foi feita a normalizacdo usando os
fragmentos curtos. Dessa forma foi obtido o valor de amplificacdo relativa
(amplificacdo tratado/amplificacdo ndo tratado). O namero de lesdes por 10 kb foi
obtido aplicando a férmula —Ln (amplificac&o relativa), uma vez que o aparecimento
de lesdes no DNA segue uma distribuicdo de Poisson. Os valores apresentados para
cada amostra sdo a média dos valores obtidos através de duas reacdes de QPCR de
dois experimentos biolégicos diferentes.

3.16. Microscopia confocal e de fluorescéncia

Formas epimastigotas de T. cruzi transfectadas com pTREX-GFP ou com
PTREX-GFP_TcOGGL1 foram, 24 horas apés a eletroporacdo, lavadas uma vez em
PBS e centrifugadas a 3000G por 10 minutos. Os precipitados celulares foram
ressuspensos em PBS de forma a concentrar as amostras em cerca de 100 vezes e
entdo foram fixados em paraformaldeido (PFA) 4% por 15 min a 4°C. Estas células
foram lavadas com PBS, tratadas com 0,1 mg.mL! de RNAse por 15 min a 37°C e
incubadas com 20 pug.mL™ de iodeto de propideo por 15 min, para corar o DNA. Estas
epimastigotas foram novamente lavadas em PBS e colocadas em laminas. As
imagens foram capturadas por microscopio Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss AG),
utilizando-se lasers de 488 e 543 nm para excitacdo das sondas, com abertura de
pinhole ajustada para 0,5 pm. As imagens foram analisadas através do uso do

software Zeiss LSM Image Browser (Carl Zeiss AG).

Para TcMYH, 1 mL ou 100 pL de formas epimastigotas de T. cruzi transfectadas

com pTREX-GFP ou com pTREX-GFP_TcOGG1 foram, 24 ou 48 horas apos a
eletroporacédo, centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. As células foram
ressuspensas em PBS 1X, em volume igual ao inicial, e centrifugadas a 3000 rpm por
5 minutos. Esse passo de lavagem foi repetido mais uma vez, e em seguida as células
foram ressuspensas em 100 pL de paraformaldeido (PFA) 4%. Aplicou-se 40 ou 10
uL da cultura em laminas e incubou-se por 30 minutos a 4°C. A gota de PFA+cultura
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foi retirada das laminas e estas foram lavadas com PBS. Foram adicionados 40 puL de
DAPI (4-6-diamino-2-fenilindol, Invitrogen) diluido 1:1000 em PBS, seguido por 1
minuto de incubac&o a temperatura ambiente. Feito isto, as laminas foram lavadas
com PBS por trés vezes e o anti-fading (Slowfade Antifade kit, Invitrogen) foi
adicionado. Laminulas foram posicionadas sobre as laminas e a selagem foi feita com
esmalte incolor. As imagens foram capturadas por microscopio Nikon Eclipse Ti (Nikon
Instruments Inc.), utilizando-se lasers de 408 e 561 nm para excitacdo das sondas,
com abertura de pinhole ajustada para 1 um. As imagens foram analisadas através do
uso dos softwares NIS Elements (Nikon Instruments Inc.) e ImageJ (Schneider et al.,
2012). Todas as imagens foram feitas no CAPI (Centro de Aquisicéo e Processamento
de Imagens do ICB/UFMG).

3.17. Andlise estatistica

Nos ensaios de complementacdo funcional heter6loga em S. cerevisiae, 0s
graficos foram gerados utilizando-se mediana e as andlises estatisticas foram feitas
com o teste de Kruskal-Wallis de andlise de variancia simples (One way ANOVA).
Para as curvas de crescimento e de sobrevivéncia de T. cruzi, bem como para 0s
experimentos de QPCR, utilizou-se teste t ndo-pareado. Todas as andlises estatisticas

deste trabalho foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS
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4.1. TcOGG1

4.1.1. TcOGG1 em Saccharomyces cerevisiae

Como descrito na introdugéo, uma vez que a expressao de TcOGG1 mostrou-
se toxica para bactérias, decidiu-se averiguar se esta expressao também seria toxica
para leveduras. Caso ndo houvesse toxicidade, os ensaios de complementacao
funcional heteréloga seriam realizados com S. cerevisiae, a fim de gerar mais

evidéncias da funcionalidade de TcOGG1.

Para os experimentos em Saccharomyces cerevisiae, foram utilizadas
leveduras selvagens (FF18733) e leveduras deficientes para OGG1 (CD138). Estas
linhagens foram transformadas com o plasmidio pYEDP (Anexo 3) vazio, ou contendo
o0 gene de T. cruzi (pYEDP_TcOGG1), que foi inserido com a utilizacdo das enzimas
BamHI e Sacl. Este plasmidio possui promotor indutivel por galactose. Assim, 0 gene

clonado neste vetor € expresso apenas na presenca deste aculcar.

Células de S. cerevisiae selvagens e oggl- transformadas com pYEDP ou
pYEDP_TcOGG1 foram plagueadas em meio contendo glicose ou galactose. Apos o
periodo de incubacao, observou-se o crescimento de colonias. Na Figura 9, pode-se
ver que o crescimento nos dois tipos de meio foi similar. Isto demonstra que a
expressao de TcOGGL1 néo interferiu no crescimento das leveduras, tanto para células
WT (FF18733) quanto em células deficientes (CD138, oggl-), ambas portando
pYEDP_TcOGG1. Desse modo, deu-se prosseguimento aos estudos com S.

cerevisae.
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Figura 9: A expresséo de TcOGGL1 néo é toxicaem leveduras. As linhagens CD138

(oggl-) e FF18733 (WT) de Saccharomyces cerevisiae, transformadas com pYEDP ou
pYEDP_TcOGG1, foram gotejadas e crescidas, a 30°C, em placas agar YPD, com glicose
(fotos a esquerda) ou galactose (fotos a direita). O crescimento foi similar em ambas as placas,
mostrando que a expressdo de TcOGG1, na placa com galactose, ndo interferiu no
crescimento das leveduras. Em ambas as placas foram utilizados os mesmos clones para

cada tipo de célula.

48



No ensaio de complementacdo funcional heteréloga, também referido aqui
como ensaio de mutacao, utiliza-se uma linhagem deficiente no gene em estudo, na
qual o gene de outra espécie é inserido. Em seguida, é verificado se este gene
exdgeno € capaz de complementar a linhagem deficiente, isto €, se ele leva ao
fendtipo selvagem, observado na linhagem WT. Se o gene inserido complementar as
células deficientes, ele possui atividade similar ao gene que foi deletado.

Neste trabalho, empregou-se o0 ensaio de mutacdo de lisina (Thomas et al.,
1997) para a observacao da geracdo de mutantes espontaneos. As linhagens CD138
e FF18733 sdo auxotréficas para lisina, portanto, se crescidas em meio sem este
aminoacido, os mutantes espontaneos Lis*, que sdo capazes de sintetizar lisina, sdo
selecionados. A linhagem de Saccharomyces cerevisiae deficiente no gene OGG1
(CD138; Thomas et al., 1997) possui niveis de mutacao maiores que a WT (FF18733),
devido a deficiéncia no sistema de reparo de DNA. Portanto, se TcOGG1 possuisse
atividade de 8-oxoguanina DNA glicosilase, esperava-se que fosse capaz de reduzir
as taxas de mutantes Lis* das leveduras ogg1l-.

As leveduras foram crescidas em meio YPD liquido (meio rico) até a fase
estacionaria e entdo foram plagueadas em meio SD agar (meio minimo) contendo os
aminoacidos necessarios (com excec¢do da lisina, que estava ausente), e glicose ou
galactose, permanecendo a 30°C por 3 a 5 dias. Em seguida, as placas foram

fotografadas e os clones mutantes contados (Figuras 10 e 11).

Em placas com glicose, onde ndo ha expressdo do plasmidio, as frequéncias
de mutantes sao similares para oggl- com pYEDP vazio (CD.pYEDP) e com
pYEDP_TcOGG1 (CD.pY_TcOGG1), sendo que ndo houve diferenca estatistica entre
estas células. Porém, as duas linhagens mostraram maiores nimeros de mutantes do
que a célula WT (FF.pYEDP) (p value < 0,001 para ambas) (Figura 11).
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WT.pYEDP ogg1- .pYEDP ogg1-.pY_TcOGG1

Figura 10: Ensaio de mutacdo (complementacdo funcional heter6loga) com
leveduras FF18733 (WT) e CD138 (ogg1l-) - qualitativo. As células foram transformadas
com pYEDP (WT e oggl-) e com pYEDP_TcOGGL1 (apenas oggl-). As leveduras foram
gotejadas e cresceram em placas SD agar contendo glicose (sem expressado do plasmidio)
ou galactose (expressdo do gene contido no plasmidio, devido ao promotor de galactose),
sem lisina (crescimento apenas de mutantes Lis*), a 30°C. Como pode ser observado, a
expressao de TcOGG1 (CD.pY_TcOGG1 em galactose) reduziu a quantidade de colbnias
mutantes em células oggl-. GLI: placas contendo glicose como fonte de aclcar; GAL: placas

contendo galactose como fonte de acgucar.
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Figura 11: Ensaio de mutacdo (complementacdo funcional heter6loga) com
leveduras FF18733 (WT) e CD138 (0gg1-) - quantitativo. Os mutantes obtidos no ensaio
mostrado na Figura x foram contados, originando os graficos acima. A) Namero de mutantes
a cada 10’ células, nas placas contendo glicose. Os resultados de CD.pYEDP (oggl- com
vetor vazio) e CD.pY_TcOGG1l (oggl- com pYEDP_TcOGG1) foram estatisticamente
diferentes (***) de FF.pYEDP (WT), mas nao diferiram entre si. B) NUmero de mutantes a cada
107 células, nas placas contendo galactose. O nimero de mutantes de CD.pYEDP foi
estatisticamente diferente de FF.pYEDP (***) e o nUmero de mutantes de CD.pY_TcOGG1
diferiu de CD.pYEDP (**), mas ndo houve diferenga estatistica entre CD.pY_TcOGGL1 e
FF.pYEDP, mostrando que a expressdo de TcOGGL1 foi capaz de reduzir a frequéncia de
mutacao em leveduras oggl-. Os gréficos foram gerados utilizando-se mediana e as analises
estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism 5, com o teste de Kruskal-Wallis de

analise de variancia simples (One way ANOVA). ** = p value < 0,01; *** = p value < 0,001.
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Em galactose, onde ha a expresséo do gene inserido no plasmidio, a expressao
de TcOGG1 na linhagem deficiente reduziu a frequéncia de mutantes para niveis
similares aos da linhagem WT, nado havendo diferenca estatistica entre
CD.pY_TcOGG1 e FF.pYEDP. Porém, a frequéncia de mutantes diferiu entre oggl-
com o plasmidio vazio e oggl- com pYEDP_TcOGG1 (p value < 0,01) e entre CD.
pPpYEDP e WT (p value < 0,001) (Figura 11). Assim, TcOGG1 complementou leveduras
deficientes em OGG1, pois foi capaz de reduzir o numero de mutantes Lis*, mostrando

gue a proteina em estudo provavelmente possui atividade glicosilasica.

4.1.2. TcOGG1 em Trypanosoma cruzi

Na introducéo deste trabalho, pode-se ver que para os estudos com TcOGGL1
em T. cruzi foi construida uma linhagem do parasito que superexpressa este gene.
Foram observados alguns fenétipos desta linhagem, como o aumento da sensibilidade
a peroxido de hidrogénio e a reducéo da quantidade de 8-oxoguanina no ndcleo e na
mitocéndria do parasito, em comparagdo com células selvagens. Desse modo, nesta
dissertacdo foi dada continuidade aos experimentos com esta linhagem

superexpressora, para melhor caracteriza-la.

Para confirmar a superexpressédo do gene TcOGG1 em T. cruzi, foi utilizada a
técnica de Northern Blot. Amostras de RNA total de epimastigotas néo tratadas e
tratadas com 300 uM de peroxido de hidrogénio foram extraidas e utilizadas para

sintetizar o RNA usado nos experimentos.

ApoOs a incubacdo das amostras com a sonda radioativa especifica para
TcOGG1, pode-se observar bandas no tamanho esperado para o gene (cerca de 1,4
Kb) apenas na linhagem superexpressora néo tratada e tratada com H202 (Figura 12,
canaletas 2 e 4). Este resultado mostra que 0s parasitos superexpressores
apresentam uma quantidade maior de RNA mensageiro de TcOGG1 do que as células

controle (transfectadas com o plasmidio vazio).
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Figura 12: Superexpressédo de TcOGG1 em T. cruzi. Formas epimastigotas tratadas
por 20 minutos com 300 uM de peréxido de hidrogénio ou néo tratadas tiveram seus RNAs
totais extraidos, que foram utilizados para sintetizar o RNA usado nos experimentos. Sondas
radioativas especificas para TcOGG1 foram incubadas com tais amostras. A revelacdo da
membrana mostrou que ha bandas do tamanho esperado para o gene TcOGG1
(aproximadamente 1,4 Kb) apenas no parasito superexpressor. Parte superior da figura:
revelacdo da membrana de Northern Blot. Parte inferior: gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo contendo os RNAs extraidos. 1: T. cruzi pPROCK néo tratado; 2: T. cruzi
pROCK_TcOGG1 néo tratado; 3: T. cruzi pROCK tratado com H;O; 4: T. cruzi
pROCK_TcOGG1 tratado com HO,.
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4.1.1.1. A superexpressao de TcOGG1 nao altera aresposta

de T. cruzi ao tratamento com benzonidazol

Benzonidazol (BZ) (Coura & Castro, 2002) é uma das drogas utilizadas
para o tratamento da doenca de Chagas. Acredita-se que o benzonidazol possui agao
tripanossomaticida pela geragéo de estresse oxidativo. Assim, decidiu-se avaliar o
efeito desta droga sobre os parasitos superexpressores de TcOGGL1.

Formas epimastigotas de CL Brener pROCK e CL Brener
pROCK_TcOGG1 em fase exponencial de crescimento foram tratadas com 0, 60, 120
e 240 uM de benzonidazol. Foram feitas contagens 48 e 72 horas ap0s o tratamento
das células. Como poder ser visto na Figura 13, ndo houve diferenca entre os
parasitos controle e 0s parasitos superexpressores, em quaisquer concentragdes de
droga.

4.1.1.2. Analise das lesdes no DNA mitocondrial e nuclear

de T. cruzi superexpressor de OGG1

A técnica de analise de dano no DNA por PCR quantitativa (QPCR) foi
empregada para comparar a extensao de lesées nos genomas mitocondrial e nuclear
das linhagens de T. cruzi utilizadas neste trabalho. Este ensaio baseia-se no principio
de que muitos tipos de lesbes no DNA podem atrasar ou bloguear a progressao da
DNA polimerase durante a amplificacdo do material genético (Santos et al., 2006).
Sendo assim, se quantidades iguais de DNA de amostras diferentes sdo amplificadas
por QPCR em condi¢des iguais, 0 DNA que possuir menos lesdes vai apresentar uma
amplificagdo maior do que o DNA mais danificado. A técnica de QPCR tem como
vantagem uma alta sensibilidade, uma vez que utiliza a metodologia de PCR longa,
com a amplificacao de fragmentos de DNA de 10 Kb ou mais. Isto permite a detecc¢do
de baixos niveis de lesGes (aproximadamente 1 por 10° Kb). Outra vantagem é a
possibilidade do uso de pequenas quantidades de amostra de DNA gendmico total
(poucos nanogramas), por se tratar de uma técnica baseada em PCR. Este método

foi padronizado por nosso grupo de pesquisa para a analise de lesbes em T. cruzi
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Figura 13: A superexpressao de TcOGG1 nédo altera a resposta de T. cruzi ao
tratamento com benzonidazol. Epimastigotas de T. cruzi transfectadas com vetor vazio
(empty vector, linha tracejada) ou pPROCK_TcOGG1 (TcOggl, linha cheia) foram tratadas com
0, 60, 120 e 240 uM de benzonidazol. Foram feitas contagens 48 e 72 horas ap0s o tratamento
das células, em camara de Neubauer com corante vital eritrosina. Os valores de y indicam a
sobrevivéncia das culturas, em termos porcentuais, em relacdo a cultura nao tratada
correspondente. Em quaisquer concentracdes de droga, ndo houve diferenca na resposta
entre parasitos controle (empty vector) e superexpressores (TcOggl). Os graficos foram
gerados utilizando-se média e as barras representam o desvio padrédo. As andlises estatisticas

foram feitas no programa GraphPad Prism 5 utilizando-se teste t ndo-pareado.
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(Rajéo, M., tese de doutorado da P6s Graduagdo em Bioquimica e Imunologia, 2011)
e mostrou-se bastante eficiente na mensuracédo de danos oxidativos no DNA deste
parasito (Furtado et al., 2012; Aguiar et al., 2013; Rajao et al., in press).

Células das linhagens de Trypanosoma cruzi pROCK e
pROCK_TcOGG1 foram tratadas com 200 uM de H202 por 20 minutos e, apés
lavagem, foram incubadas a 28°C por 24 horas. Apo0s este periodo, amostras de DNA
gendmico total foram extraidas destas células. Tais amostras foram utilizadas para a
amplificagéo de fragmentos curtos de 250 pb (utilizados para normalizar os resultados,
uma vez que o KDNA (DNA mitocondrial) corresponde a 25% do DNA nuclear de T.
cruzi) e fragmentos longos, de 10 Kb (nos quais esperava-se encontrar lesdes), com
iniciadores nucleares e mitocondriais. A figura 14 mostra que parasitos
superexpressores de TcOGG1 apresentaram maior numero de lesdes no DNA nuclear
do que os parasitos controle (pROCK), com p value menor do que 0,1. Este resultado
corrobora os resultados obtidos para estas mesmas linhagens em curvas de
sobrevivéncia e medicdo da quantidade de 8-oxoG apds tratamento com agua
oxigenada, mostrados na Introducé&o. Em contraste, no kDNA (DNA mitocondrial) os
superexpressores tiveram uma menor quantidade de lesées do que o controle (p value

menor do que 0,01).
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Figura 14: T. cruzi superexpressor de OGG1 possui maiores niveis de lesdes no
DNA nuclear, mas ndo no DNA mitocondrial. Amostras de DNA gendmico total foram
extraidas de formas epimastigostas das linhagens pROCK (controle) e pROCK_TcOGG1
(superexpressor), apés tratamento com 200 uM de peréxido de hidrogénio e periodo de
recuperacao das células. Tais amostras foram utilizadas em reagfes de PCR longa, gerando
amplicons que foram quantificados (técnica de QPCR), possibilitando a mensuracao da taxa
de lesdes no material genético. Pode-se observar que pROCK_TcOGG1 (barra branca)
possui maior quantidade de lesées no DNA nuclear do que pROCK (barra preta), enquanto
gue no DNA mitocondrial (KkDNA) o superexpressor possui uma taxa de lesées menor do que
o controle. Os gréficos foram gerados utilizando-se a média de 2 experimentos, com as barras
de erros representando o desvio padrdo. As analises estatisticas foram feitas no programa

GraphPad Prism 5, com o teste t ndo pareado. * = p value < 0,1; ** = p value < 0,01.
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4.1.1.3. TcOGG1 localiza-se no nucleo e na mitocondria de

Trypanosoma cruzi

Apébs o estudo da fungdo de TcOGG1l em células de levedura e de
Trypanosoma cruzi, decidiu-se localizar esta proteina no parasito, para verificar onde
ocorre sua atividade.

Através da andlise da sequéncia protéica de TcOGGL1, observou-se que
ha sequéncias de enderecamento tanto nucleares quanto mitocondrial (Figura 15A).
A fim de confirmar esta predicdo, seguiu-se para a localizacdo da proteina em CL
Brener. Utilizamos o vetor pTREX-GFP (DaRocha et al., 2004; anexo 7.5.), que
permite a insercao do gene de interesse nos sitios de restricdo de Xbal e EcoRI (Mfel),
levando a expressédo da proteina em fusdo com GFP, o que gera uma fluorescéncia
verde. Transfectamos parasitos da cepa CL Brener com pTREX-GFP e com pTREX-
GFP_TcOGG1, sendo os transfectantes estaveis selecionados em meio liquido
acrescido de neomicina.

Epimastigotas com vetor vazio, ou com pTREX-GFP_TcOGG1, foram
fixadas com paraformaldeido, tratadas com RNAse e entdo incubadas por 15 minutos
com iodeto de propideo, a fim de corar o DNA presente nas células. Feito isto, as
células foram colocadas em laminas e observadas em microscopio confocal, sendo
as imagens analisadas através do uso do software Zeiss LSM Image Browser.

Em células transfectadas com o vetor vazio, conforme o esperado, houve
geracao de fluorescéncia verde por todo o parasito (dado ndo mostrado). Em células
portadoras de pTREX-GFP_TcOGG1, foi possivel observar a geracdo pontual da
fluorescéncia (Figura 15B). TcOGGL1 colocalizou com a marcagéo feita com iodeto de
propideo (que cora DNA), nas regifes do nucleo e da mitocéndria. OGGL1 de T. cruzi
mostrou maior direcionamento para o nucleo (fluorescéncia mais intensa) do que para
a mitocondria (fluorescéncia menos intensa). O resultado obtido da localizacéo de
TcOGGL1 esta de acordo com as predi¢cdes de enderecamento subcelular (Figura 15A)
e com os resultados para niveis de 8-oxoG em ceélulas superexpressoras da proteina
(Figura 8) e de QPCR (Figura 14) confirmando a atuacao de TcOGG1 nos genomas

mitocondrial e nuclear de Trypanosoma cruzi.
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MHAWYALPSPAAVNLPMTLCGGOCFRWRRTPRGTWVGVVERGAYELSDAAHPPEFQAVHPRGEE
KRGMRSSLSHPSDDLSGDVEFWEFRCLHREPKNALDLSTEACFLRHYLALDVDLOKLWRRWTRDNP
MRDHPLVRYLTSNAGKGPSVNIRHLRONTHETLLAFLCSQNNNVORITGLVEKLATSYGDHLCD
YNLETGDVRNVGYLNHTSTRPTKNAKRDDTGDGDWIPLHTMPSMDELARRSEDELRTLGEGYRS
KYIVQCASI IQSSGAT-EEGVNCFCSSMQSYKWYDDLLDPCLSLYDRREKLLSLPGVGRKV
ADCILLFAVGHHE IVPVDTHMAQVATEYLAGTATCGKKVLCNGMGG_NSEGKS SLTAVSTD
GSCWEKVLADWYRKGKERDMKMPALLHKHHDAIQLGFWHLFGDYCGWAHSILEFYARMRRGQORDN

B)

K _—

Propidium lodide

Figura 15: Localizacdo de TcOGG1l em Trypanosoma cruzi. A) Predicdo de
localizacdo subcelular para a sequéncia de TcOGG1l. A sequéncia de enderecamento
mitocondrial estd em amarelo, e as sequéncias de enderecamento nuclear estdo em
vermelho. As predicdes foram feitas com os softwares MitoProt e NucPred. B) Epimastigotas
de CL Brener transfectadas com pTREX-GFP_TcOGG1 foram fixadas com paraformaldeido,
tratadas com RNAse e incubadas com iodeto de propideo, a fim de corar o DNA. Estas células
foram colocadas em laminas e observadas em microscépio confocal (Zeiss LSM 510 META).
As imagens foram analisadas com o software Zeiss LSM Image Browser. Propidium iodide
(iodeto de propideo- imagem B): mostra as regides que contém DNA, sendo K correspondente
a mitocondria (cinetoplasto) e N ao nucleo. TcOGG1 (Oggl-GFP; TcOGG1 em fusdo com
GFP, imagem A) colocalizou com a marcacéo feita por iodeto de propideo (D), indicando que
OGGL1 de T. cruzi localiza-se tanto na mitocondria quanto no nucleo do parasito, sendo
direcionada em maior quantidade para o nucleo (fluorescéncia mais intensa) do que para a
mitocondria (menor intensidade). DIC: contraste de interferéncia diferencial; Merge:
sobreposi¢cdo das imagens com marcacdo com GFP e com iodeto de propideo. Barra de

escala: 5 pm.
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4.2. TcMYH

Uma vez que as enzimas MTH e OGG1 de Trypanosoma cruzi foram descritas
por nosso grupo de pesquisa (Aguiar et al., 2013; Furtado et al., 2012), decidimos

estudar a enzima MYH, a fim de caracterizarmos todo o Sistema GO em T. cruzi.

4.2.1. Trypanosoma cruzi possui um homaologo de MutY

ApoOs a busca no banco de dados do genoma de T. cruzi (EI-Sayed et al., 2005;
The Kinetoplastid Genome Resource: TriTrypDB - http://tritrypdb.org/tritrypdb/), foi
observado que o parasito possui um homélogo de MutY. Alinhamos esta sequéncia
com as sequéncias proteicas de MutY de Trypanosoma brucei, Leishmania major,
Arabidopsis thaliana, Mus musculus, Homo sapiens e Escherichia coli (Figura 16).
Neste alinhamento, podemos observar que ha muitos aminoacidos e motivos
conservados, como 0 motivo a-helix-hairpin-a-helix-Gly/Pro-Asp, caracteristico da
familia HhH-GPD/K de DNA glicosilases e AP liases, na qual MutY esta inserida.
Também ha a conservacao do residuo catalitico de aspartato (marcado com * na
figura), dos residuos de ligagdo ao DNA e reconhecimento de 8-oxoguanina
(marcados com &) e dos residuos de ligacdo ao substrato (marcados com #)
(Brinkmeyer et al., 2012; Punta et al., 2012; Marchler-Bauer et al., 2013; Markkanen
et al., 2013).

A sequéncia Tc00.1047053511803.20 de MYH foi amplificada com os pares de
primers listados na Tabela 4, gerando fragmentos de cerca de 1350 pb (Figura 17A).
Os diferentes pares de primers amplificavam exatamente a mesma regido, porém,
possuiam caudas com sequéncias alvo para diferentes enzimas de restricao,
possibilitando a clonagem do fragmento nos diferentes vetores utilizados. Apos a
amplificacdo do fragmento de MutY do DNA gendmico de T. cruzi (Figura 17A), este
fragmento foi clonado no vetor pPGEM T Easy (Anexo 7.1). Clones positivos resultantes
da transformacé&o com o produto da clonagem foram selecionados através de PCR de
colbnia (Figura 17B) e utilizados para a obtengdo de DNA plasmidiano. Os plasmidios

obtidos foram digeridos com as endonucleases apropriadas e os insertos liberados
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Figura 16: Alinhamento das
sequéncias protéicas de MutY de T.
cruzi, T. brucei, L. major, A. thaliana,
M. musculus, H. sapiens e E. coli. Os
residuos conservados estao em preto e
as substituicbes conservativas em cinza.
O motivo a-helix-hairpin-a-helix-Gly/Pro-
Asp, caracteristico da familia HhH-
GPD/K, esta marcado pelas caixas
pretas; o residuo catalitico de aspartato
(D) esté sinalizado com um asterisco (*);
os residuos de ligacgdo ao DNA e
reconhecimento de 8-oxoguanina estéo
marcados com & e os residuos de
ligagdo ao substrato marcados com #. O
alinhamento foi feito com o programa
Multalin e os residuos conservados e as
substituicbes foram marcados com o
programa BOXSHADE 3.21.
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Figura 17: Amplificacdo e clonagem de TcMYH. Imagens de géis de agarose 1%
corados com brometo de etideo. A) Fragmento de TcMYH amplificado por PCR a partir de
DNA gendmico de CL Brener (demarcado pelo retangulo). 50 ng= 50 ng de DNA; 100ng=
100ng de DNA. B) TcMYH amplificado por PCR de colbnia a partir de clones resultantes da
transformacdo com pGEM_TcMYH. 1-7: diferentes clones de E. coli transformados com
pGEM_TcMYH. C) Digestdo de pGEM_TcMYH, com liberacdo do fragmento de TcMYH. As
fotos mostram experimentos com o par de primers TcMutY.Xba-F e TcMutY.Hind-R e com as
enzimas Xbal e Hindlll, mas resultados similares foram obtidos com todos os pares mostrados
na Tabela 4. 1 Kb: padréo de peso molecular (1Kb Plus DNA Ladder); C- : controle negativo

das reacdes de PCR, feito sem DNA molde; C+: controle positivo feito com plasmidio contendo
TcMYH.
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foram purificados de géis de agarose (Figura 17C) e usados nas subclonagens nos
vetores adequados (pMAL, pROCK e pTREX).

Feitas as constru¢cbes dos plasmidios pMAL_TcMYH, pROCK_TcMYH e
pPpTREX_TcMYH, estas foram sequenciadas, utilizando-se os iniciadores listados na
Tabela 6. Os sequenciamentos foram realizados com o sequenciador ABI 3130
(Applied Biosystems), pela empresa Myleus Biotechnology (http://www.myleus.com).

As sequéncias geradas foram analisadas no software DNA Baser v3.

Os resultados mostraram que todas as constru¢des possuiam duas mutacdes
em relacdo a sequéncia de MutY depositada para Trypanosoma cruzi (Figura 18):
T->C, naposicao 1118, que ndo modifica 0 aminoacido codificado, e C->T, na posicéo
1257, que modifica 0 aminoéacido codificado de serina para prolina. Para descobrir se
essas mutacOes foram geradas durante a amplificacéo a partir do DNA gendmico de
T. cruzi, ou se ja existiam no DNA utilizado como molde, também foi sequenciado o
gene TcMYH de Trypanosoma cruzi CL Brener. Foi observado que uma das
mutacdes, a da posicao 1257, que modifica 0 amino&cido codificado, se encontra no
DNA de CL Brener (Figura 18). Uma vez que uma das mutagdes ndo modifica o
aminoacido, e a outra estava presente no DNA da cepa utilizada em todos os

experimentos, decidiu-se prosseguir com o uso dos plasmidios citados.

4.2.2. TcMYH complementa bactérias deficientes em MutY

A fim de caracterizar a acdo de TcMYH em organismos vivos, foram feitos
ensaios de complementacao funcional heter6loga em Escherichia coli. O principio € o
mesmo do experimento feito no item 4.1.1.2., porém, para TcMYH, foi utilizado o

ensaio de mutagdo espontanea em rifampicina.

As linhagens bacterianas AB1157 (mutY+) e BH980 (mutY-) foram utilizadas
nesse ensaio. Ambas séo sensiveis ao antibiético rifampicina. Assim, se plagueadas
em meio contendo este antibidtico, apenas clones mutantes crescem. A linhagem
AB1157 (WT), possui baixas taxas de mutacdo espontanea, enquanto que a linhagem
BH980 apresenta altas taxas de mutacdo. Estas células foram transformadas com
PMAL contendo ou ndo um inserto correspondente ao gene TcMYH, que foi inserido
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1 1
ATTGCATGCGCARTCCTTACCATGTCTGGGTTTGCGARGTTATGTCGCAGCAGACGCAARTGGGCACAGTTATTTCTTACTTTCARRGGTGGGTATCARTTTTTCCCACGGTGGCTGTTTTAGCCGAGGL
ATTGCATGCGCARTCCTTACCATGTCTGGGTTTGCGARGTTATGTCGCAGCAGACGCARATGGGCACAGTTATTTCTTACTTTCARAGGTGGGTATCARTTTTTCCCACGGTGGCTGTTTTAGCCGAGGL
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521 630 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
ACCCCARAGCTGCAARGACCATTARGGCAGTGAAACAGTGGGC TCARGAAT TGATGGATGAGGGGCCTTGTGARARCCCTGGAGCTTTTARTGAGGGTTTGATGARRATTGGTTCARGTGTGTGTARACC
ACCCCARAGCTGCAARGACCATTARGGCAGTGAAACAGTGGGCTCARGAAT TGATGGATGAGGGGCCTTGTGAAARCCCTGGAGCTTTTARTGAGGGTTTGATGARRATTGGTTCARGTGTGTGTARACC
ACCCCARAGCTGCAARGACCATTARGGCAGTGAAACAGTGGGC TCARGAAT TGATGGATGAGGGGCCTTGTGARARCCCTGGAGCTTTTARTGAGGGTTTGATGARRATTGGTTCARGTGTGTGTARACC
ACCCCARAGCTGCAARGACCATTAAGGCAGTGAAACAGTGGGC TCARGAAT TGATGGATGAGGGGCCTTGTGARARCCCTGGAGCTTTTARTGAGGGTTTGATGAARATTGGTTCARGTGTGTGTARACC

651 660 670 680 690 00 Ho 720 730 40 750 760 70 780
1 1
TTCTGGARGGCCTCTCTGTGARGAGTGTCCACTTCAGCGCTTCTGCARGTCGTATGCTGCARARGCACGTGGTGACATCGARGCCATTGAGGGCGTCATTCCATTARGGTCCATTGCAGCARAARAGARR
TTCTGGARGGCCTCTCTGTGARGAGTGTCCACTTCAGCGCTTCTGCARGTCGTATGCTGCARARGCACGTGGTGACATCGARGCCATTGAGGGCGTCATTCCATTARGGTCCATTGCAGCARRARAGARR
TTCTGGARGGCCTCTCTGTGARGAGTGTCCACTTCAGCGCTTCTGCARGTCGTATGCTGCARARGCACGTGGTGACATCGARGCCATTGAGGGCGTCATTCCATTARGGTCCATTGCAGCARRARAGARR
TTCTGGARGGCCTCTCTGTGARGAGTGTCCACTTCAGCGCTTCTGCARGTCGTATGCTGCARARGCACGTGGTGACATCGARGCCATTGAGGGCGTCATTCCATTARGGTCCATTGCAGCARAARAGAAR
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GARRACTGGAGTCGATGTCGATTTGGAARAACTTARGARARACCGGTGATARGTAR
GARRACTGGAGTCGATGTCGATTTGGAARAACTTARGARARACCGGTGATARGTAR
GARRACTGGAGTCGATGTCGATTTGGAARAACTTARGARARACCGGTGATARGTAR
GARRACTGGRAGTCGATGTCGATTTGGAARAACTTARGARARACCGGTGATARGTAR

Figura 18: Alinhamento das sequéncias de TcMYH obtidas por sequenciamento

e da sequéncia de TcMYH depositada no banco de dados. Em vermelho estdo os

nucleotideos iguais; em preto, os nucleotideos que diferem das demais sequéncias. A

sequéncia obtida do sequenciamento dos plasmidios (TcMYHplasm) divergiu da sequéncia

depositada (TcMYHdepo) nas posi¢cdes 1118 e 1257, enquanto o sequenciamento de CL

Brener (TcMYHCL) divergiu de TcMYHdepo apenas na posi¢cdo 1257, convergindo com

TcMYHplasm. As sequéncias foram alinhadas no software Multialin. As linhas tracejadas

destacam as posi¢ces das mutacoes.
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ampicilina ou apenas ampicilina. As colbnias crescidas nas placas foram contadas.
Posteriormente, determinou-se a relacdo entre o numero de mutantes (colénias que
cresceram em placas com rifampicina e ampicilina) e o numero total de bactérias
(titulado a partir das col6nias crescidas apenas em ampicilina) e foi calculada a taxa

de mutacao para cada célula.

A Figura 19 mostra que TcMYH complementou BH980, uma vez que a taxa de
mutacdo desta linhagem com pMAL vazio foi de 61 mutantes a cada 108 células,
enquanto que BH980 transformada com TcMYH apresentou aproximadamente 3
mutantes a cada 108 células, valor préximo ao da célula selvagem (AB1157 pMAL e
AB1157 TcMYH), de cerca de 1 mutante X 108 células. Assim, TcMYH possui acdo
similar a de EcMutY.

4.2.3. TcMYH é capaz de excisar uma adenina pareada com 8-

oxoguanina

Uma vez que TcMYH foi capaz de complementar a funcdo de EcMutY in vivo,
seguiu-se adiante para verificar se aquela proteina possuiria a atividade de MutY DNA
glicosilase. Para tal, foi feita, primeiramente, a clonagem, expresséo e purificacéo de
TcMYH. Dessa forma, foi obtida a proteina recombinante MBP-TcMYH, a qual foi

utilizada na realizacé&o de ensaios in vitro.

Amostras do extrato proteico total de culturas de E. coli BH980, transformadas
com pMALc2g ou pMAL_TcMYH, antes e apés adicdo de IPTG (que ativa o promotor
do plasmidio) foram analisadas por SDS-PAGE 10%, corado com Comassie Blue
(Figura 20). Apos a inducdo com IPTG, ocorreu o aparecimento de uma forte banda
na posicao de aproximadamente 93 KDa (Figura 20A, canaleta 4), indicando a inducao
da expressédo da proteina recombinante MBP-TcMYH. O aumento de expressao de
MBP (51 KDa), para as bactérias transformadas com o plasmidio vazio, também pode
ser observado (Figura 20A, canaleta 2). O extrato soluvel de culturas bacterianas apos
a inducédo com IPTG (Figura 20B, canaletas b e d) foi passado em uma coluna de

resina de amilose com o objetivo de purificar a proteina recombinante. As fracdes
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Figura 19: TcMYH complementa bactérias deficientes em MutY. AB1157 (mutY+)
e BH980 (mutY-) transformadas com pMAL contendo ou ndo um inserto correspondente ao
gene TcMYH foram plagueadas em meio contendo ampicilina+rifampicina ou apenas
ampicilina. Ap6s incubacéo por 16 horas a 37°C, as col6nias foram contadas e a taxa de
mutacédo foi calculada conforme o item 3.11.1. A expressdo de TcMYH em BH980 (barra
branca) reduziu a taxa de mutacéo cerca de 20 vezes em relagcdo a BH980 com pMAL vazio
(barra preta).
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Figura 20: Expressdo e purificacdo de MBP-TcMYH e de MBP. A) Apl6s a
transformacédo de bactérias BH980 com pMAL ou pMAL_TcMYH, as proteinas totais foram
extraidas antes (canaletas 1 e 3) e apés a adicdo de IPTG (canaletas 2 e 4), que ativa 0
promotor do plasmidio. 1 e 2: amostras MBP; canaletas 3 e 4: amostras de MBP-TcMYH. E
observado aumento da expressado tanto de MBP (2; aproximadamente 50 KDa) quanto de
MBP-TcMYH (4; 93 KDa). B) Extratos protéicos totais de amostras tratadas com IPTG foram
lisados e as fracGes sollveis (a e c) e insoluveis (b e d) foram analisadas em gel. Canaletas
a e b: MBP-TcMYH; canaletas ¢ e d: MBP. C) Purificagdo de MBP-TcMYH. el: primeira
passagem das proteinas, sem maltose. lav: ap0s a passagem de tampéo de coluna. 1 a 11:
amostras obtidas apés a adicdo de maltose, que elui as proteinas da coluna de amilose. D)
Purificacdo de MBP. 1 a 6: amostras obtidas ap6s a adicao de maltose. HR: High Range
(BioRad), padrdo de peso molecular. Os retangulos destacam as bandas referentes as

proteinas de interesse.
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eluidas da resina foram também visualizadas por SDS-PAGE 10%, sendo possivel
observar a presenca das proteinas purificadas MBP-TcMYH (Figura 20C, canaletas
6-11) e MBP (Figura 20D, canaletas 1-6).

O ensaio in vitro com MBP-TcMYH e MBP purificadas foi feito utilizando-se
duplexes de oligonucleotideos de 30-mer, no qual uma fita continha 8-oxoguanina na
posicdo 15, enquanto a outra fita, marcada com fluoresceina, continha uma adenina,
Ou uma citosina, na mesma posicdo. Tais duplexes foram incubados com MBP-
TcMYH, ou MBP, ou EcMutY (R&D Systems). Apds 18 horas de incubacéo, foi
adicionado NaOH as reacdes, a fim de finalizar a quebra da fita que sofreu exciséo,
uma vez que MutY é uma glicosilase monofuncional (Introducéo). Feito isto, as
reacoes foram incubadas a 90°C por 30 minutos e foi adicionada solucdo de parada e
feito o aquecimento e resfriamento das amostras. As reagdes foram aplicadas em gel
de acrilamida desnaturante no aparelho de sequenciamento automatico ALF DNA
(Amersham Biosciences). Foram utilizados padrdes de tamanho de 34 e de 17 pb
(Figura 21A).

Para o duplex contendo citosina (dCTP), observou-se apenas uma banda,
préoximo ao tamanho de 34 pb, para todas as enzimas, mesmo apés a adicao de NaOH
(Figura 21B), correspondente a fita integra (30 pb). Isso demonstra que nenhuma das
enzimas testadas (EcMutY, TcMYH e MBP) foi capaz de retirar a citosina pareada a
8-oxoguanina. Para o duplex com adenina (dATP), pode-se ver a presenca de mais
uma banda, proxima ao padrao de 17 pb, para as enzimas EcMutY (controle positivo)
e TcMYH, mas nao para MBP (controle negativo), apdés a incubacdo com NaOH
(Figura 21B). Essa banda corresponde a fita clivada, devido a acdo de MutY DNA
glicosilase das proteinas citadas. Para TcMYH ha a presenca de bandas adicionais,

provavelmente devido a existéncia de contaminantes do processo de purificacao.
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Figura 21: Excisdo de uma adenina pareada com 8-oxoguanina por TcMYH. A)

Esquema ilustrativo do ensaio in vitro. O oligonucleotideo contendo 8-oxoguanina (GO) foi
anelado a um oligonucleotideo marcado com fluoresceina (asterisco), contendo adenina (A)
ou citosina (C) na mesma posicao que GO. Os duplexes foram incubados com a enzima
(MutY) e NaOH. Para citosina (dCTP), esperava-se ver apenas uma banda no gel,
correspondente a fita integra. Para adenina (dATP), esperava-se ver duas bandas, uma da
fita integra e outra da quebra da fita, devido a acdo da enzima. B) Gel do ensaio in vitro. Para
dCTP, para qualquer proteina, observou-se apenas a banda da fita integra (~30 mer). Para
dATP, observou-se a presenca de duas bandas para EcMutY e TcMYH, apds tratamento com
NaOH: uma referente a fita integra (~30 mer) e outra referente a fita clivada (~15 mer). MBP
(controle negativo) ndo foi capaz de retirar a adenina, pois mesmo com NaOH apresentou
somente a banda da fita integra. + : presenca de NaOH; - : auséncia de NaOH.
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4.2.4. TcMYH em Trypanosoma cruzi

Uma vez que TcMYH foi capaz de complementar bactérias mutY- e de excisar
uma adenina pareada com 8-oxoguanina, optou-se por pesquisar os efeitos da
superexpressao desta proteina em Trypanosoma cruzi, bem como localizar onde esta

proteina atua no parasito.

42.4.1. A superexpressdao de TcMYH aumenta a

sensibilidade de T. cruzi a peréxido de hidrogénio

Foi realizada a transfecgédo do clone CL Brener com o vetor pROCK-
HIGRO _TcMYH, para a analise dos efeitos da superexpressdo de MYH em
Trypanosoma cruzi. A insercdo do gene TcMYH no vetor pPROCK (DaRocha et al.,
2004; anexo 7.4.), utilizando as enzimas Xbal e Xhol, removeu a sequéncia de GFP
previamente existente. Utilizamos este vetor pois ele promove em T. cruzi a expressao
estavel de um gene, integrando-se por recombinacdo homoéloga no cluster de a/p-
tubulina presente no genoma do parasito. O processamento correto do transcrito €
garantido pela presenca de sequéncias regulatérias no vetor.

Transfectantes estaveis de pROCK-HIGRO_TcMYH foram selecionados
em meio liquido acrescido de higromicina. Sob condic6es normais de cultivo (na
auséncia de tratamento genotoxico), as células transfectadas apresentaram
crescimento semelhante ao da populacdo controle (Figura 22) e ndo apresentam

nenhuma alteracao visivel em sua morfologia (dado ndo mostrado).

A cultura do clone CL Brener transfectada com o vetor pPROCK-HIGRO,
e a cultura transfectada com pROCK-HIGRO_TcMYH foram tratadas com 0, 75, 100
e 125 uM de H202. Ap6s 72 horas, a densidade celular das culturas foi determinada
por contagem de células vivas em camara de Neubauer. A sobrevivéncia em resposta
ao tratamento foi estimada por comparacao da densidade celular entre as culturas
tratadas e nao tratadas correspondentes. Como indicado pela curva de sobrevivéncia

na figura 23, as células superexpressoras de TcMYH apresentam maior sensibilidade
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Figura 22: Curva de crescimento do clone CL Brener transfectado com pROCK-
HIGRO_TcMYH. Culturas de CL Brener selvagem (circulo) ou transfectadas com pROCK-
HIGRO_TcMYH (retangulo) foram crescidas em meio liquido sem tratamento com agentes
genotoéxicos. Os parasitas vivos de cada cultura foram contados em camara citométrica, na
presenca do corante vital eritrosina, a cada 24 horas. Nao houve diferenca de crescimento
entre as diferentes linhagens. Cada ponto representa a média de trés experimentos

independentes; as barras representam o desvio padrao.
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Figura 23: Curva de sobrevivéncia do clone CL Brener transfectado com
pROCK_TcMYH em resposta ao tratamento com peréxido de hidrogénio. Culturas de CL
Brener controle (circulo) ou transfectadas com pROCK_TcMYH (retangulo) foram submetidas
ao tratamento com 0, 75, 100 e 125 uM de H20.. ApGs 72h, os parasitas vivos de cada cultura
foram contados em camara citométrica, na presenca do corante vital eritrosina. Os valores de
y indicam a sobrevivéncia das culturas, em termos porcentuais, em relacdo a cultura néo
tratada correspondente. A célula transfectada com o gene TcMYH (retdngulo) foi mais
sensivel a H,O, do que a célula controle (circulo), o que pode ser visto pela menor
sobrevivéncia daquela em relagcdo a esta. Cada ponto representa a média de trés
experimentos independentes; as barras representam o desvio padréo. As andlises estatisticas
foram feitas no programa GraphPad Prism 5 utilizando-se teste t ndo-pareado. ** = p value <
0,01; *** = p value < 0,001; **** = p value < 0,0001.
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ao estresse oxidativo gerado pelo tratamento com &gua oxigenada, quando
comparadas a populacéo controle. Esse aumento da sensibilidade foi observado para
todas as concentracbes de peréxido de hidrogénio, sendo estatisticamente

significativo.

4.2.4.2. A superexpressdo de TcMYH nao altera a

sensibilidade de T. cruzi a benzonidazol

Assim como foi feito para TcOGG1, formas epimastigotas de CL Brener
pROCK e CL Brener pPROCK_TcMYH em fase exponencial de crescimento foram
tratadas com 0, 60, 120 e 240 pM de benzonidazol. Foram feitas contagens 48 e 72
horas apds o tratamento das células. Na Figura 24, pode-se ver que nao houve
diferenca entre os parasitos controle e 0s parasitos superexpressores, em guaisquer
concentracbes de droga, de forma similar ao que ocorre para parasitos

superexpressores de TcOGGL1.

42.4.3. TcMYH estad localizada no nucleo e nos sitios

antipodais de Trypanosoma cruzi

Primeiramente, utilizou-se analises in silico para predizer onde TcMYH
estaria localizada no parasito. Obteve-se 60% de probabilidade de envio da proteina
para o nucleo com o software NucPred (Brameier et al., 2007) e a mesma
probabilidade de envio para a mitocéndria, através do programa Mitoprot (Claros &

Vincens, 1996) (dados nao mostrados).

A localizagcdo de TcMYH em Trypanosoma cruzi foi feita através da
expressao da proteina em fusdo com GFP, com o plasmidio pTREX (Anexo 5).
Epimastigotas de CL Brener com vetor vazio, ou com pTREX-GFP_TcMYH, foram
fixadas com paraformaldeido e colocadas em laminas. Feito isto, foram incubadas

com DAPI, a fim de corar o DNA presente nas células. Apés a adicao de anti-fading e
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Figura 24: A superexpressdo de TcMYH néo altera a sensibilidade de T. cruzi ao
tratamento com benzonidazol. Epimastigotas de T. cruzi transfectadas com vetor vazio
(pROCK, circulo) ou pPROCK_TcMYH (retangulo) foram tratadas com 0, 60, 120 e 240 uM de
benzonidazol. Foram feitas contagens 48 e 72 horas apds o tratamento das células, em
camara de Neubauer com corante vital eritrosina. Os valores de y indicam a sobrevivéncia
das culturas, em termos porcentuais, em relacdo a cultura nao tratada correspondente. Em
quaisquer concentracdes de droga, ndo houve diferenca na resposta entre parasitos controle
(PROCK) e superexpressores (pPROCK_TcMYH). Os graficos foram gerados utilizando-se
média e as barras representam o desvio padrdo. As andlises estatisticas foram feitas no

programa GraphPad Prism 5 utilizando-se teste t ndo-pareado.
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a colocacéo e o selamento das laminulas, as laminas foram analisadas no microscépio

de fluorescéncia Nikon Eclipse Ti.

Observou-se que TcMYH_GFP dirige-se tanto para o nucleo quanto para
os sitios antipodais do parasito (Figura 25). Essa distribuicdo dava-se de 2 formas
diferentes: apenas no nucleo (Figura 25A), ou no ndcleo e nos sitios antipodais (Figura
25 B e C). Os sitios antipodais séo regifes de multiplicacdo do material genético do
cinetoplasto, que ficam localizados lateralmente a mitocondria. Assim, pode-se
considerar que TcMYH distribui-se no ndcleo e na mitocéndria de T. cruzi, o que

corrobora os resultados de predigéo.
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Figura 25: Localizagdo subcelular de TcMYH. Epimastigotas de CL Brener foram
transfectadas com vetor vazio (dado ndo mostrado) ou com pTREX_TcMYH. Os parasitos
foram fixados com paraformaldeido e incubados com DAPI, a fim de corar o material genético
dos mesmos. As laminas montadas com estas células foram observadas no microscopio de
fluorescéncia Nikon Eclipse Ti. As imagens foram analisadas com os softwares ImageJ e NIS
Elements. A) TcMYH_GFP colocaliza com a marcacao do nucleo de T. cruzi. B) Tc(MYH_GFP
presente nos sitios antipodais (pontos imediatamente externos a mitocéndria) e no nucleo de
T. cruzi. C) TcMYH_GFP presente em um dos dois sitios antipodais e no ndcleo de T. cruzi.
TcMYH_GFP (A): proteina TcMYH em fusdo com GFP; DAPI (B): marcagéo do nucleo (N) e
da mitocéndria (cinetoplasto — K); DIC (C): contraste de interferéncia diferencial; Merge (D):

sobreposicéo das imagens com marcagdo com GFP e com DAPI. Barra de escala: 5 um.
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5. DISCUSSAO
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O sistema GO € um importante mecanismo para a manutencao da integridade
do material genético em diversos organismos. Isso pode ser comprovado tanto pela
conservacao das sequéncias das enzimas deste sistema em diferentes linhagens
(Jansson et al., 2010), quanto pela conservacao da funcéo destas enzimas (Takao et
al., 1999; Verjat et al., 2000; Chung et al., 2001; Morales-Ruiz et al., 2003; Bai et al.,
2005; Ali et al., 2008).

A anotagédo do genoma da cepa CL Brener de Trypanosoma cruzi, em 2005,
por El-Sayed e colaboradores, mostrou que este parasito possui homoélogos de FPG
(OGG1) e MutY de Escherichia coli. Um homdlogo de MutT néo foi anotado, mas
estudos posteriores de nosso grupo de pesquisa confirmaram a existéncia de MTH
em T. cruzi (Aguiar et al., 2013). O trabalho apresentado nesta dissertagao focou nos
estudos da 8-oxoguanina DNA glicosilase e da MutY DNA glicosilase de T. cruzi
(TcOGG1 e TcMYH), dada a importancia destas glicosilases para a manutencao do
genoma, bem como pela possibilidade de serem mecanismos geradores de

variabilidade no parasito.

Foram feitos alinhamentos de TcOGG1l e de TcMYH com as sequéncias
protéicas de outras espécies (Furtado et al.,, 2012 e Figura 16). Para ambas as
enzimas, observou-se uma consideravel conservacao, principalmente dos residuos de
aminoécidos que fazem parte dos sitios cataliticos e de dominios funcionais, como o
motivo a-helix-hairpin-a-helix-Gly/Pro-Asp, caracteristico da familia HhH-GPD/K de
DNA glicosilases e AP liases, na qual OGG1 e MutY estédo inseridas (Jansson et al.,
2010; Jacobs & Schar, 2012).

Uma vez que as sequéncias proteicas de TcOGG1 e TcMYH mostraram-se
conservadas, foi testado se as proteinas codificadas pelas sequéncias anotadas
possuiriam as funcBes de 8-oxoguanina DNA glicosilase e MutY DNA glicosilase,
respectivamente. Para responder a essa pergunta, foram feitos estudos utilizando
fragmentos amplificados a partir do DNA gendmico de Trypanosoma cruzi cepa CL
Brener (Figura 17, para TcMYH), com modelos celulares bacterianos, leveduriformes
e tripanossomatidicos, além de estudos in vitro. Os estudos com TcOGG1 foram
iniciados pela aluna Carolina Furtado, em sua tese de doutorado (2009), e

continuados neste trabalho.
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Primeiramente, foram realizados ensaios em modelos bacterianos. Para
TcOGG1, ndo foi possivel trabalhar com E. coli, uma vez que a expressao deste gene
nesta espécie foi toxica (Figura 6). Para TcMYH, a expresséo em E. coli n&o foi toxica,
provavelmente devido ao fato de que as enzimas MutY de ambas as espécies
possuem alto grau de conservagéo, principalmente em sitios funcionais (Figura 16).
Desse modo, foram feitos ensaios de mutacdo com rifampicina para TcMYH. Este
ensaio é baseado no fato de que a rifampicina liga-se a subunidade rpoB da RNA
polimerase, impedindo o crescimento das bactérias. Caso estas possuam alguma
mutacdo em rpoB, sdo capazes de crescerem em meio com rifampicina (Tajiri et al.,
1995; Régis-da-silva, 2002; Pope et al., 2008). Assim, foram utilizadas bactérias
deficientes em MutY (BH980), que possuem altas taxas de mutacado, e inseriu-se
TcMYH nestas células, a fim de observar o efeito da expresséo deste gene. Foi visto
gue a expressao de TcMYH reduziu as taxas de mutac&o a niveis proximos aos da
célula selvagem (AB1157, Figura 19), isto €, TcMYH complementou BH980. Este tipo
de ensaio é largamente utilizado e validado (Tajiri et al., 1995; Pope et al., 2008;
Schaaper & Mathews, 2013), portanto, o resultado obtido € um forte indicio de que
TcMYH possui atividade de MutY.

Com a impossibilidade da realizacdo de ensaios de complementacéo funcional
heterdloga em bactérias para o gene TcOGG1, prosseguiu-se para o modelo flngico,
mais especificamente para Saccharomyces cerevisiae, na qual a expressao deste
gene ndo foi toxica (Figura 9). Esta auséncia de toxicidade possivelmente deve-se ao
fato de S. cerevisiae ser eucariota como T. cruzi, possuindo mecanismos de
processamento pos-traducionais mais similares aos do parasito, em comparagao com
a procariota E. coli. Esta inexisténcia de toxicidade também pode ser explicada pela
maior semelhanca entre as proteinas OGG1 de T. cruzi e de S. cerevisiae, em relacao
a proteina Fpg de bactéria (Figura 26), resultando em interagbes mais especificas
entre as varias proteinas do reparo.

No ensaio de mutacdo de lisina, se TcOGG1 possuisse atividade de 8-
oxoguanina DNA glicosilase, esperava-se que fosse capaz de reduzir as taxas de
mutantes Lis* das leveduras oggl-, pois ha estudos que relatam que a expresséo de
OGGL1 de outras espécies, que ja tiveram esta proteina bem caracterizada, diminuiu
o nivel de mutacdes em diferentes tipos celulares (Michaels & Miller, 1992; Laval,
1994; Thomas et al., 1997; Glassner et al., 1998; Dahle et al., 2008). OGG1 de T. cruzi
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Figura 26: Comparacao entre os dominios das proteinas Fpg de E. coli e OGG1
de S. cerevisiae, T. cruzi e H. sapiens. Dominios: marrom claro — dominio N-terminal de
Formamidopiirimidina-DNA glicosilase; marrom escuro -- dominio N-terminal de 8-oxoguanina
DNA (glicosilase; verde -- Endonuclease Ill; amarelo -- dominio H2TH de
Formamidopirimidina-DNA glicosilase; azul — dedo de zinco encontrado em FPG e lleRS.
Observa-se a conservacdo de dominios em S. cerevisiae, T. cruzi e H. sapiens, mas nao em
E. coli. Niomeros de acesso as sequéncias proteicas: E. coli: AAB18612.1; S. cerevisiae:
AAC49312.1; T. cruzi: XP_804159.1; H. sapiens: AAB81132.1.
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levou a diminuicdo da frequéncia de mutantes em células deficientes em OGG1
(Figuras 10 e 11), mostrando que a proteina em estudo possui atividade glicosilasica,
pois os resultados estdo de acordo com o esperado.

Como TcMYH néo foi toxica para bactérias, foi feita a expresséo e a purificacdo
desta proteina, em larga escala, em E. coli. A proteina purificada foi utilizada em
ensaios in vitro utilizando oligonucleotideos marcados com fluoresceina. Ensaios com
oligonucleotideos sintetizados sdo comumente utilizados para caracterizar MYH
(Takao et al., 1999; Bai et al., 2005; Ali et al., 2008). Apos a incubacao de TcMYH e
NaOH com os duplexes de DNA, observou-se a presenca da banda correspondente
a fita quebrada apenas no duplex GO:A (Figura 21), corroborando a fun¢cdo de MutY
DNA glicosilase de TcMYH. Também ¢é possivel observar a presenca de bandas de
tamanhos intermediarios entre a banda da fita ndo-clivada e a da fita clivada. Essas
bandas provavelmente sdo resultantes da atividade de proteinas contaminantes, uma
vez que a purificacdo de TcMYH néo foi capaz de eliminar totalmente outras proteinas
(Figura 20).

Apés a analise in silico e a execuc¢do de experimentos em bactérias e leveduras,
foram realizados ensaios com Trypanosoma cruzi superexpressor de TcOGG1 e
superexpressor de TCMYH.

A confirmacao da superexpressdo de TcOGGL1 em T. cruzi foi feita por meio de
Northern Blot. Na figura 12, ap6s a incubag¢do com a sonda radioativa, € possivel ver
a banda correspondente a TcOGGL1 (aproximadamente 1,4 Kb) apenas na amostra
do parasito superexpressor. Além disso, nha amostra do parasito superexpressor
tratado com peroxido de hidrogénio, a intensidade desta banda estd aumentada. Este
aumento de expressdo provavelmente esta relacionado ao combate dos efeitos do
estresse oxidativo causado por H202. Além de atuar como uma enzima de reparo de
DNA, OGG1 também atua como molécula sinalizadora. Em 2012, foi descrito por
Boldogh e colaboradores que hOGGL1 liga-se a 8-0xoG livre, em um dominio diferente
do sitio ativo. O complexo hOGG1-8-0xoG atua como sinalizador, ativando pequenas
GTPases, como Ras, desencadeando uma cascata de sinalizagdo. Ademais, ja foi
observado que certas glicosilases, como MutY, tém sua expressdo aumentada sob
condicbes aerobicas, em relacdo a condicbes anaerobicas (Notley-McRobb et al.,
2002). Para o superexpressor de TcMYH, ensaios de Real Time PCR ja estdo sendo

preparados a fim de confirmar a superexpressao.
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Com estes parasitos superexpressores foram feitas curvas de crescimento e
de sobrevivéncia a 4gua oxigenada e ao benzonidazol, bem como ensaios de QPCR
(este ultimo apenas para TcOGGL).

As curvas de crescimento (Figuras 7 e 22) mostram que ndo houve diferenca
de crescimento entre a linhagem controle e as linhagens superexpressoras (tanto de
TcOGGL1 quanto de TcMYH).

A curva de sobrevivéncia de Trypanosoma cruzi apos exposicdo a H20:2
mostrou que células superexpressoras de TcMYH foram mais sensiveis a este
tratamento do que células selvagens (Figura 23), com um resultado similar ao obtido
para TcOGG1 (Figura 7). Nao ha relatos sobre efeitos citotoxicos resultantes da
expressdo de MutY, exceto em situacfes de estresse oxidativo intenso (Oka &
Nakabeppu, 2011; Sheng et al., 2012).

A maior sensibilizacdo a agentes exdgenos é comum em células que
superexpressam glicosilases (Kaasen et al., 1986; Coquerelle et al., 1995; Frosina,
2000; Fishel et al., 2003; Rinne et al., 2005; Ondovcik et al., 2013), sendo o resultado
por nés obtido um indicio de que a superexpressao de uma glicosilase que remove
danos oxidativos estd ocorrendo no clone de T. cruzi transfectado com
pROCK_TcMYH. Este fenétipo observado em células superexpressoras foi atribuido
ao desequilibrio na via do BER (Glassner et al., 1998b; Posnick & Samson, 1999; Oka
& Nakabeppu, 2011), isto €, como apenas a glicosilase esta sendo superexpressa,
nao sendo esta superexpressdo estendida as demais proteinas que participam do
reparo, lesbes intermediarias do processo de reparo, como sitios AP, sdo produzidas
e permanecem no DNA, alterando a resposta ao agente exdgeno. Portanto, a morte
acentuada da populagéao transfectada com TcMYH quando submetida a estresse
oxidativo pode ser explicada pelo processamento insuficiente do excesso de
intermediarios (sitios AP, quebras de fita simples (SSBs) com terminais bloqueados e
quebras de fita duplas (DSBs)) gerado pelos altos niveis de TcMYH em uma situacao
onde o substrato nado é limitante. Também ha a questéo de que MYH pode atuar como
sinalizadora de morte celular (Markkanen et al., 2013). Um modelo descreve essa
funcado, no qual o reparo por MYH gera quebras simples de fitas de DNA, o que leva
a sinalizacado para morte celular por vias dependentes de PARP ou de calpaina,
tornando essas SSBs toxicas, principalmente em ocasides de explosdo oxidativa.

Assim, esse modelo descreve porque em condi¢des de estresse oxidativo intenso a
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auséncia de MYH é benéfica para a sobrevivéncia das células (Oka & Nakabeppu,
2011). Seguindo esta linha de raciocinio, tem sido sugerido um papel de hMYH na
disfuncé&o mitocondrial da doenca de Parkinson (Fukae et al., 2007; Nakabeppu et al.,
2007). Entretanto, ainda nao foi esclarecido como MYH é capaz de iniciar a apoptose
em algumas circunstancias, enquanto que em outras protege da apoptose.

A fim de testar a hipotese de que o acumulo de intermediarios do BER leva ao
fendtipo de menor resisténcia a peroxido de hidrogénio, foram feitos ensaios de QPCR
para a linhagem superexpressora de TcOGG1. No ensaio de QPCR, os niveis de
lesbes no DNA podem ser medidos através da quantificacdo de amplificacdo de uma
dada amostra. Quanto mais les6es a amostra tiver, menor sera a amplificacéo, pois a
polimerase néo sera capaz de sintetizar frente a essas lesées. Os resultados obtidos
para o DNA nuclear de superexpressores de TcOGGL1 (Figura 14), que apresentou
maiores niveis de lesdo do que o controle, quando tratados com H202, corrobora a
hip6tese de que o acumulo de intermediarios do BER que leva & maior sensibilidade
dos superexpressores. Entretanto, os niveis de lesdes no DNA mitocondrial apés
tratamento mostraram-se reduzidos no superexpressor, em relacdo ao controle. Isto
pode ocorrer porque a superexpressdo de TcOGG1 provavelmente ndo leva ao
desacoplamento do BER no kDNA. Os experimentos de localizagdo mostram uma
reducdo da quantidade de TcOGG1 na mitocéndria do parasito, quando comparada a
quantidade presente no nucleo (Figura 15). Além disso, no cinetoplasto de T. cruzi ha
guantidades relativamente altas de DNA polimerase 3 (Lopes et al., 2008) e das
ligases ka e kB (Downey et al., 2005). Assim, mesmo com mais TcOGGL1 presente na
mitocéndria, como ha também maior quantidade das proteinas que atuam apdés ela no
BER, ndo ocorre desacoplamento e grande parte das lesGes consegue ser reparada.
Também ha a possibilidade de que outras vias de reparo estejam atuando
conjuntamente com o BER na mitocondria para o reparo de lesdes oxidativas. Thomas
e colaboradores (2007) sugeriram que o0 Trypanosoma cruzi apresenta altas taxas de
recombinacdo do kKDNA. Ademais, trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa
(Rajao et al., 2009) mostraram que T. cruzi utiliza recombinacéo para reparar o DNA
mitocondrial. Assim, € possivel que os sitios AP e/ou as quebras de fita de DNA
gerados pelo aumento da acdo glicosilasica ativem o reparo por recombinacao,

reduzindo os niveis de lesdo detectaveis pela técnica.
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O benzonidazol (BZ) € um 2-nitroimidazol (N-benzil-2-nitroimidazol acetamida),
sendo uma das principais drogas usadas no tratamento da doenca de Chagas. O seu
mecanismo de acdo ainda ndo € conhecido, mas acredita-se que o BZ possa agir
ligando-se a proteinas, lipidios e ao DNA (Coura & Castro, 2002; Maya et al., 2004)
ou produzindo radicais livres (mas ndao EROs; Moreno et al.,1982; Docampo &
Moreno, 1984) que levam a oxidacdo de componentes celulares do T. cruzi (Dhiman
et al., 2009).

A fim de auxiliar na elucidacdo do mecanismo de acdo de BZ sobre o DNA do
parasito, foram feitas curvas de sobrevivéncia com T. cruzi superexpressor de
TcOGGL1 ou de TcMYH. Para ambas as linhagens, foi visto que o tratamento com esta
droga ndo alterou o fenétipo do parasito, sendo similares os resultados obtidos para
as linhagens superexpressoras e para a célula controle (Figuras 13 e 24). Essa
similaridade de resposta provavelmente deve-se a pequena quantidade de 8-
oxoguanina gerada na molécula de DNA por BZ, ou até mesmo pela atuacao de outro
mecanismo de reparo sobre a 8-oxoguanina gerada por BZ, como o reparo de erro de
pareamento (MMR) e recombinacdo homodloga (HR) (Rajéo et al., in press). Também
h& a possibilidade de que a oxidacdo do pool de nucleotideos atue, até certo ponto,
como uma barreira de protecao a oxidacdo do DNA, uma vez que a superexpressao
de TcMTH (homélogo de MutT) levou ao aumento da sobrevivéncia de T. cruzi a BZ
e reduziu os niveis de 8-oxoguanina no DNA do parasito tratado com esta droga, em
relacdo ao controle (Rajao et al., in press). Estudos ja mostraram que as quantidades
relativas de 8-oxoguanina e 2-hidroxiadenina produzidas por EROs sdo maiores em
dNTPs livres do que no DNA gendmico (Mo et al., 1992; Kamiya & Kasai, 1995). Além
disso, recentemente foi demonstrado que quantidades elevadas de EROs em
bactérias levam a morte celular predominantemente pela oxidacdo de guanina do pool
nucleotidico (Foti et al., 2012). Assim, os resultados obtidos sugerem que o
benzonidazol oxida preferencialmente o pool nucleotidico de Trypanosoma cruzi.

As localizacbes de TcOGG1 e de TcMYH, feitas a partir da expressao destas
proteinas em fusdo com GFP, mostrou que ambas as proteinas de T. cruzi estao
presentes no nucleo e na mitocondria do parasito (Figuras 15 e 25). Em relagcéo a
TcOGG1, isto condiz com os dados obtidos no experimento de medi¢do dos niveis de
8-oxoG (Figura 8), bem como com o que ja foi descrito na literatura para a localizacdo

intracelular de OGG1 de outros organismos (Takao et al., 1998; Bohr et al., 1998;
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Nishioka et al., 1999; Bohr, 2002; Conlon et al., 2003) e com a predi¢éo de localizagao
subcelular (Figura 15). Quanto a TcMYH, a localizacado condiz com a predicdo de
exportacao, de aproximadamente 60% para ambos os compartimentos celulares, bem
como com a localizacdo em outras espécies (Takao et al., 1999; Ichinoe et al., 2004;
Markkanen et al., 2013).

A distribuicdo intracelular simultanea para o nucleo e para a mitocondria de
glicosilases deve-se a existéncia de uma Unica proteina que pode ser transportada
para ambos 0s compartimentos celulares, ou pela presenca de diferentes isoformas
da proteina. Estas variantes podem ser geradas por splicing alternativo ou por sitios
de iniciacdo de transcricdo divergentes, sendo que estas isoformas possuem
diferentes sinais de enderecamento (nuclear ou mitocondrial) (Takao et al., 1999;
Dianov et al., 2001; Nakabeppu, 2001; Maynard et al., 2009). Para OGG1 e MYH,
sabe-se que as proteinas humanas encaixam-se no ultimo caso, tendo sido descritas
duas isoformas de cada: a-hOGG1 e hMYH tipo 2, que sdo nucleares, e p-hOGG1 e
hMYH tipo 1, que sdo mitocondriais (Nishioka et al.,1999; Takao et al., 1999). As
sequéncias de TcOGG1 e TcMYH utilizadas em nossos experimentos possuem
sequéncias de enderecamento nuclear e mitocondrial (Figura 15 e dado né&o
mostrado), o que indica que possivelmente seja apenas uma uUnica forma das
proteinas que tenha acdo nos dois compartimentos celulares. Além disso, para
TcOGG1, a geracao de fluorescéncia mais intensa no nucleo possivelmente deve-se
ao maior direcionamento da proteina para este compartimento celular (probabilidade
de exportacdo nuclear de 61% com o programa NucPred, Brameier et al., 2007) do
gue para a mitocondria (probabilidade de 34%, predita pelo software MitoProt, Claros
& Vincens, 1996). A localizacdo de TcMYH nos sitios antipodais de Trypanosoma cruzi
esta relacionada a fase do ciclo celular na qual MutY (ou seus homologos) atua. Como
a formacéo do par de bases GO.A s0 € possivel com a replicagdo do DNA, MutY age
apenas depois desta replicagdo (Hayashi et al., 2002; Oka & Nakabeppu, 2011).
Boldogh e colaboradores (2001) reportaram que a isoforma nuclear de hMYH
colocalizou com BrdU (analogo de timidina utilizado para a deteccdo de células
proliferativas) e com o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e, assim como
PCNA, seus niveis aumentaram entre 3 e 4 vezes durante a fase S, em relacdo a fase
G1, enquanto que os niveis de hOGG1 e da isoforma mitocondrial de hMYH n&o

mudaram durante o ciclo celular. Estes estudos sugerem que MYH é direcionada para
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a forquilha de replicacdo para assegurar que sua atividade ocorra na fita de DNA
recém-sintetizada. Também foi descrito que a interacdo de hMYH com PCNA é critica
para a atividade da glicosilase (Hayashi et al., 2002). Estes dados corroboram a
associacdo da funcdo de MYH com a replicacao celular. Os sitios antipodais séo
pontos adjacentes ao KDNA de T. cruzi, onde ocorre a duplicacdo dos minicirculos
(Schamber-Reis et al., 2012). Assim, a localizacdo de TcMYH nestes locais ocorre
durante, ou apos, a fase S. Como os parasitos utilizados no experimento de
localizacdo n&o estavam sincronizados no ciclo celular, alguns apresentavam

marcacgao nos sitios antipodais, enquanto outros ndo (Figura 25).

Os resultados apresentados nesta dissertagdo mostram que o Trypanosoma
cruzi possui ortdlogos de OGG1 DNA glicosilase e de MutY DNA glicosilase. Essas
enzimas atuam no reparo por excisdo de bases (BER) do parasito, tanto no DNA
nuclear, quanto no DNA mitocondrial. Mais estudos serdo necessarios para a
conclusao da caracterizacdo destas proteinas, como a medicdo dos niveis de sitios
AP na linhagem superxpressora de TcMYH e ensaios de infectividade em macréfagos

utilizando as linhagens de T. cruzi superexpressoras de TcOGGL1 e de TcMYH.
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7.1. Anexo 1- pGEM®- T Easy Vector

Xmnl 2009 1
T7
Scal 1890 Nael 2707 Apal 121 start
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Amp' EStIZ] 4%
pGEM®-T Easy lacZ Sg(t;“ ig
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRlI 70
Notl 77
BstZ| 77
‘ Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl [118 &
Nsil 127 &
141 %
T sps 2

Mapa circular do vetor pGEM®-T Easy (Promega). Desenho esquematico do vetor
pGEM-T® Easy mostrando a origem de replicacdo (f1 ori), o gene de resisténcia a ampicilina
(AmpR), os promotores T7 e SP6 e os sitios de restricdo flanqueando o sitio multiplo de
clonagem, localizado na regido codificadora da enzima galactosidase (o0 que permite a selecéo
direta de clones positivos). O vetor pPGEM-T® Easy apresenta 3° T em ambas extremidades,
aumentando a eficiéncia de ligacdo direta de produtos de PCR. (Em

http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf).
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7.2. Anexo 2- pMAL-c2g

polylinker
lacZo.
malE
rrnB
\erminator
Ptac
pPMAL-c2X
pPMAL-p2X Amp'
lacl 9
-« - M13 ori
pBR322 ori
pMAL-c2G, pMAL-p2G Polylinker
SnaB | EcoR1  BamH| Xbal Sall Pst | Hind 1l

[ I [ 1 Il I [ |
malE...CCG GGT GCG GCA CAC TAC GTA GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG...lacZex
Pro Gly Ala Ala His Tyr
Genenase |
cleavage site

Mapa circular genérico dos vetores pMAL-c2 e sitio multiplo de clonagem
especifico do vetor pMAL-c2G. O sitio multiplo de clonagem esta localizado entre a
sequéncia de malE (que codifica MPB) e LacZa, codificador da B-galactosidase. A expressao
do gene de interesse em fusdo com MBP é promovida pelo promotor TAC (Pic), induzido por
IPTG, e por sinais de inicio de traducdo de MBP. O vetor possui 0 gene de resisténcia a
ampicilina (Amp") e origem de replicagcdo pBR322. Lacl’codifica o repressor Lac, que inibe a
expressdo basal do gene de interesse na auséncia de IPTG.(Em
http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/ExpressionSystems/NEBMaltose. pdf).
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7.3. Anexo 3- pYEDP

ind 1l 408 °
2 g PGK

ind 1 1776

Mapa esquemaético do vetor pYEDP. O vetor pYEDP possui um sitio maltiplo de
clonagem na regiao 3’ do promotor GAL10/CYC1, que € ativado pela presenca de galactose.
O plasmideo é capaz de replicar-se em E. coli e em S. cerevisiae. Possui o gene que confere
resisténcia a ampicilina (amp®) e os marcadores URA3 e ADE2, que permitem que leveduras
auxotroéficas cresgam em meio desprovido de uracila e adenina, respectivamente. O vetor foi

cedido pelo Prof. Francisco Nobrega, da Universidade do Vale do Paraiba, Séo Paulo.

103



7.4. Anexo 4- pPROCKGFP

Mot |

£- tubulin

Ribosomal
promaoter
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Mapa circular do vetor pROCK-HIGRO. Desenho esquematico do vetor pROCK-
HIGRO, utilizado para expresséo permanente em T. cruzi de um gene de interesse. O vetor
possui o promotor de rRNA, que assegura um alto nivel de transcricdo do gene reporter e a
sequéncia de Hx1 (derivada da regidao 5°UTR de TcP2p), um sinal altamente eficiente para o
processamento do mRNA por trans-splicing. Além disso, possui as regides intergénicas e
3'UTR do gene GAPDH, sinais para trans-splicing e poliadenilacao do transcrito de Higro-R,
que confere resisténcia a higromicina. A linearizacdo do vetor com Notl permite a integracdo
do vetor, através de recombina¢do homologa, no I6cus de B-tubulina do DNA genémico do

parasito.(Adaptado de DaRocha et al., 2004).
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7.5. Anexo 5- pTREXGFP
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Mapa circular do vetor pTREX-GFP. O vetor possui o promotor de rRNA, que
assegura um alto nivel de transcricdo e a sequéncia de Hx1 (derivada da regido 5’UTR de
TcP2B), um sinal altamente eficiente para o processamento do mMmRNA por trans-
splicing. Também possui as regides intergénicas e 3'UTR do gene GAPDH e sinais para trans-
splicing e poliadenilacdo do transcrito de NEO-R, que confere resisténcia a neomicina. O gene
de interesse é inserido nos sitios de restricdo de Xbal e EcoRlI, o que permite a expressao da

proteina em fusdo com GFP.

105



7.6. Anexo 6- Artigo publicado narevista PLoS ONE
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