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Resumo

Trypanosoma cruzi € um membro da ordem Kinetoplastida e, como tal, possui
uma mitocondria unica e modificada, chamada de cinetoplasto. O cinetoplasto
possui diversas caracteristicas Unicas em comparagdo com a mitocéndria de
outros eucariotos. Apesar de diversas proteinas de sistemas de reparo de DNA
ja terem sido descritas como presentes na mitocondria destes parasitos, ndo
existem muitas informacdes sobre as vias de reparo que estao envolvidas na
manutengdo do DNA do cinetoplasto (kDNA). Neste trabalho investigamos
possiveis vias de reparo de DNA que podem estar envolvidas com o
metabolismo do kDNA de T. cruzi. Estudamos o fendtipo de uma cepa
superexpressora da proteina do reparo por excisdao de bases TcMYH. Foi visto,
por PCR quantitativa, que este superexpressor possui mais danos no kDNA no
primeiro momento, em comparagao com a cepa selvagem. Foi visto também,
utilizando um reagente desenhado para causar danos especificamente no DNA
mitocondrial, que este mutante € mais sensivel que a célula selvagem e que esta
superexpressao gera mais sitios AP no DNA total do parasito. Estes resultados
sugerem que o parasita é capaz de lidar com dano oxidativo em seu kKDNA. Uma
das caracteristicas unicas do cinetoplasto é a presenca de proteinas especificas
chamadas de proteinas associadas ao cinetoplasto (KAP). Apesar de alguns
trabalhos descreverem a localizacdo destas proteinas nos sitios antipodais,
regides na qual varios processos do metabolismo do kDNA ocorrem, suas
funcdes ndo sao claras ainda. Neste trabalho também estudamos a fungao da
proteina TcKAP7, que possui homologia com o fator de transcrigdo mitocondrial
A (TFAM). Nossos resultados demonstraram que a falta de TcKAP7 esta
relacionada com a sensibilidade a radiacdo UV e cisplatina, além de resisténcia
a altos niveis de estresse oxidativo no parasita. Este mesmo fendtipo de
sensibilidade foi observado em heminocautes de um homaélogo de TcKAP7 em
outro tripanossomatideo, o parasita de insetos Angomonas deanei. Nossos
resultados demonstram que TcKAP7 esta envolvida na resposta ao dano de DNA
mitocondrial. Além de investigar os mecanismos de reparo do kDNA, neste
trabalho também investigamos a troca de material genético em diferentes cepas

de T. cruzi. Nossos resultados demonstram que T. cruzi € capaz de realizar troca



de material genético dentro de uma populagao e que, as diversas cepas distintas,
sdo capazes de trocar material genético entre elas. Esta troca também parece
estar diretamente ligada ao nivel de TcRad51 nestas cepas. Estes resultados
mostram que este parasita € capaz de trocar material genético e que a

recombinagcdo homéloga pode ter papel fundamental neste processo.



Abstract

Trypanosoma cruzi is a member of the Kinetoplastida and as so, present
a single and unique mitochondria, called kinetoplast, which possesses several
distinct features in comparison with other eukaryotes mitochondria. Although
several proteins of the DNA repair systems have already being described as
present on the parasite mitochondria, there’s not much information about the
DNA repair pathways involved on the kinetoplast DNA (kDNA) maintenance. In
this work we investigate possible DNA repair pathways that could be involved on
T. cruzi KDNA metabolism. To first investigate the repair proteins related to the
kDNA metabolism we analyzed the effect of overexpressing the protein TcMYH,
which is involved in base excision DNA repairin T. cruzi. As shown by gPCR, the
overexpressor strain of TcMYH has more damages on the kDNA at the first
moment, when compared to the wild type strain. Also, when we used a reagent
designed to specifically cause damage on the mitochondrial DNA, we could
observe that this mutant is more sensitive than the WT control strain, and that the
overexpression of the protein generates more AP sites on the parasite organelle.
These results suggest that the parasite is able to deal with oxidative damage that
attacks the kDNA. One of the unique features of the kinetoplast is the presence
of specific proteins called kinetoplast associated proteins (KAP). Although some
works described the location of those proteins on the antipodal sites, regions of
DNA metabolism on the kinetoplast, their function are not yet clear. In this work
we study the function of the proteinTcKAP7, which has sequence homology with
the Mitochondrial transcription factor A (TFAM). Our results demonstrate that the
absence of TcKAP7 is related to a long-term sensitivity to UV radiation and
cisplatin; and a resistance to high levels oxidative stress on the parasite. The
same phenotype has been observed for Angomonas deanei mutants, another
trypanossomatid and an insect parasite. In this work we also investigate the
genetic exchange events in different T. cruzi strains. Our results demonstrate that
T. cruzi is able to perform genetic exchange among individuals in a same
population. Also, the variety of T. cruzi strains are able to perform genetic
exchange among them. This exchange is also linked to the levels of TcRad51 on

these strains. Together, these results demonstrate that this parasite is able to



perform genetic exchange and that the homologous recombination could be

linked to this process.
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1. Introducao

As doengas tropicais negligenciadas (NTD do inglés Neglected tropical
diseases) fazem parte de uma categoria cuja nomenclatura surgiu nos anos
2000, englobando doengas que afetam populagdes de diversas partes do
mundo, mas com origem em regides tropicais e em paises do terceiro mundo
(MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2016). Atualmente, a Organizagdao Mundial
da Saude (OMS) categoriza as NTD’s como um grupo de doengas presentes em
149 paises no mundo, afetando cerca de um bilhdo de pessoas no total (a
maioria de regides de pobreza) e com agdes de controle principalmente locais e
voltadas para controle de vetores, saneamento basico e prevencgao de infeccdes
(WHO, 2014).

Dentre as 19 principais doencas desta classe estdo doencgas parasitarias
causadas por membros da familia Kinetoplastida, como Trypanosoma cruzi,
parasito causador da doenga de Chagas (ou tripanossomiase americana) que,
estima-se, afeta oito milhdes de pessoas diretamente e expde outras 25 milhdes
de pessoas ao risco de infeccdo (WHO, 2014). Apenas na América Latina a
doenca é responsavel pela morte de cerca de 14 mil pessoas por ano (HOTEZ
et al., 2012) e possui uma variedade de sintomas relacionados com o sitio de
colonizacdo do parasito, a cepa associada a infec¢cdo, a resposta imune do
hospedeiro, dentre outros fatores ainda sendo estudados, como a alta
variabilidade genética dentre grupos distintos do parasito (ANDRADE et al.,
2002; BUSCAGLIA; DI NOIA, 2003; KAYAMA; TAKEDA, 2010).

Os membros da ordem Kinestoplastida, da qual T. cruzi faz parte, sdo
caracterizados principalmente por conterem uma mitocéndria unica e alongada
(Figura 1) que percorre o corpo celular do parasito e contém uma regiao, na qual
se encontram as coépias do DNA mitocondrial do organismo, denominada
cinetoplasto. O DNA mitocondrial é formado por uma rede de anéis
concatenados chamados de minicirculos e maxicirculos (SIMPSON et al., 1980),
denominado kDNA, e é localizado proximo ao corpo basal do flagelo dos
tripanossomatideos. O flagelo, por usa vez, se localiza na bolsa flagelar, de onde

ele pode ou néo se exteriorizar dependendo da forma que o protozoario va



assumir (BRISSE et al., 2003). Mais detalhes sobre o DNA mitocondrial serdo

discutidos posteriormente.

Citéstoma

|
Axonema -

Rede paraflagelar -

Cinetoplasto

Glicossoma

Microtdbulos
Subpeliculares

Figura 1 - Morfologia basica da forma epimastigota de Trypanosoma
cruzi - Representagdo esquemdtica da forma n&o infectiva
epimastigota de T. cruzi, destacando as principais estruturas
celulares como a mitocondria unica e alongada percorrendo o
corpo celular do parasito, o cinetoplasto, a bolsa flagelar e o
nucleo (Adaptado de DoCampo, 2005)

O Trypanosoma cruzi, descrito como agente etiolégico da doenga de
Chagas €& um parasita protozoario flagelado pertencente a familia
Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida que inclui, além do género
Trypanosoma, também o género Leishmania. Os tripanossomatideos divergiram
evolutivamente entre 200 milhdes e 500 milhdes de anos atras, colocando este
grupo entre a emergéncia dos artrépodes e dos mamiferos (DA SILVA,
MARCELO S. et al., 2017). Esta posigao evolutiva faz com que estes organismos

possuam diversas caracteristicas Unicas em eucariotos, como a transcricao



policistrénica (TEIXEIRA, S. M.R., 1998), a edicdo de RNA’s (RAMIREZ,
CESAR; PUERTA; REQUENA, 2011), dentre outras.

A alta variabilidade genética entre os membros da espécie levou a
classificagdo do parasito em unidades taxonémicas distintas (DTU do inglés
discrete taxonomic unit), dividindo o parasito em seis grupos, hoje nomeados de
T. cruzi | a T. cruzi VI, levando-se em conta caracteristicas como a disposi¢ao
geografica, marcadores moleculares e caracteristicas genotipicas dos parasitos
(BAPTISTA et al., 2014; ZINGALES, BIANCA et al., 2012). Esta variabilidade
genética se reflete em diferencgas fenotipicas entre as cepas, como resisténcia
alterada a determinados agentes citotoxicos e genotoxicos (GRYNBERG et al.,
2012; VIEIRA et al., 2014) e diferentes ativagbes de resposta imune de seus
hospedeiros (KAYAMA; TAKEDA, 2010).

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi € complexo, envolvendo dois
hospedeiros e uma forma intracelular replicativa obrigatéria (Figura 2). Em cada
um destes hospedeiros e fases de desenvolvimento o parasito assume uma
diferente morfologia. A infecgao se inicia no momento do repasto sanguineo pelo
hospedeiro invertebrado que no ambiente natural pode ser um dos mais de 130
hemipteros da familia Reduvidae. Durante este processo, o inseto vetor defeca
préximo ao local da ferida. Estas fezes contaminadas com a forma tripomastigota
do parasito, quando atingem a corrente sanguinea, infectam as células do
hospedeiro vertebrado. Dentro destas células, o parasito se diferencia para sua
forma amastigota replicativa que se divide por divisdo binaria. Apds varios ciclos
de replicagao, o parasito volta a se diferenciar na forma tripomastigota e a célula
hospedeira é destruida, liberando-os na corrente sanguinea. Neste momento
ocorre um ciclo de reinfecgdo, aumentando a quantidade de parasitos no
hospedeiro, resultando em alguns dos sintomas clinicos da doenga. Outro inseto
vetor que se alimentar do sangue deste hospedeiro vertebrado infectado adquire
esta forma tripomastigota sanguinea e, no trato digestivo deste inseto, estas
células se diferenciam em sua forma epimastigota replicativa. Apos a replicagao,
o parasito novamente se diferencia na forma infectiva tripomastigota metaciclica
que ao ser eliminada nas fezes, durante o préximo repasto, podem iniciar o novo
ciclo de infeccdo (BRENER, 1973; PRATA, 2001). O homem é um hospedeiro

acidental do Trypanosoma cruzi, resultado da retirada do inseto vetor de seu
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ciclo silvestre habitual. A sua infeccado se da, principalmente, pelo contato com
fezes infectadas de hemipteros da subfamilia Triatominae durante a sua
alimentacdo. Além disso, a infecgdo também pode ocorrer por transfusio
sanguinea, transplante de 6rgaos, infeccdo congénita, acidentes em laboratérios
e alimentos contaminados (PRATA, 2001).

O tratamento da Doenga de Chagas, comumente feito com as drogas
Benzonidazol, ou BZ, (N-benzyl-2-nitro-imidazole-1-acetamida) e Nifurtimox
(4[(5-nitrofurfurylidene)amino]-3-methylthiomophorline-1,1-dioxide) e
dispendioso e envolve varios efeitos colaterais para o paciente, além de existirem
cepas com diferentes susceptibilidades a estas drogas, possuindo uma
proporgao de cura de aproximadamente apenas 5% a 20% (CANCADO, 2002).
Ja foram também reportados relatos de resisténcia, natural ou adquirida, ao
tratamento, juntamente com os mecanismos que poderiam fazer esta resisténcia
surgir em populagdes de T. cruzi (FILARDI; BRENER, 1987; MEJIA et al., 2012).
Varios estudos tentam desvendar mecanismos ou possiveis drogas para o
tratamento, partindo de funcdes de proteinas essenciais a sobrevivéncia do
parasito ou proteinas especificas da mitocondria (SILVA PAES et al., 2011),
como abordagens de bioinformatica buscando inibidores especificos (BELLERA
et al., 2013). O metabolismo de DNA ja foi demonstrado como alvo para o
mecanismo de acdo do benzonidazol (RAJAO et al., 2014) e alguns trabalhos
tentam estudar aspectos unicos do metabolismo de DNA do parasito, visando
minimizar a toxicidade do tratamento para o paciente (ZUMA et al., 2011). Dessa
forma, compreender o metabolismo de DNA em T. cruzi poderia elucidar os
mecanismos envolvendo a biologia do parasito e permitir potenciais novas vias

de tratamento para a doenca.



Hospedeiro Invertebrado Hospedeiro vertebrado

O inseto vetor se alimenta e defeca no local.
Fezes contaminadas causam a infecgao

entrarem em contato com o sangue Tripomastigotas metaciclicas invadem as
do hospedeiro células do hospedeiro e se diferenciam em
F ' sua forma replicativa amastigota
LI, < f\
Tornam-se tripomastigotas @
Ocorre a multiplicagao %

k O inseto vetor se alimenta

do sangue de um hospedeiro

contaminado com parasito:

Os parasitas tranformam-se tripomastigotas.
em formas epimastigotas

g

Os amastigotas intracelulares
replicam-se de forma assexuada

Em um ciclo de reinfecgao,
ds tripmastigotas podem
infectar novas células do corpo,
transformarem-se em amastigotas,
aumentaodoo nimero de parasitas.

Os amastigotas transformam-se em
tripomastigotas, destroem a célula hospedeira
e séo liberados na corrente sanguinea.

Figura 2 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi - O esquema representa o ciclo de vida do
parasito, destacando suas formas (tripomastigota metaciclica, amastigota intracelular,
epimastigota e tripomastigota) bem como os hospedeiros vertebrado e invertebrado que
fazem parte do ciclo de vida do parasito. (Figura adaptada de CDC — Center for Disease

Control, disponivel em www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html)

Além dos tripanossomatideos causadores de doencga, como T. cruzi, T.
brucei e Leishmania spp., existem também membros do grupo Trypanosomatida
que sao parasitos de insetos e que ndo causam doengcas em mamiferos. Uma
destas espécies é o parasito de insetos Angomonas deanei. Dentre as varias
caracteristicas unicas deste organismos, uma das mais interessantes € a
presenca de uma bactéria endossimbidtica em seu interior, o que faz com que
este parasito possua 3 genomas: o genoma nuclear, o genoma do cinetoplasto
e o genoma do endossimbionte (HARMER et al., 2018).

Desde que foi proposta a teoria da endossimbiose, a influéncia do
processo na evolugao dos eucariotos levantou diversas questdes. A associacao
entre bactérias e eucariotos ja foi descrita em diversos grupos dos dois principais
dominios da vida e em diversos estagios distintos do processo de assimilagéo e

integracdo do metabolismo entre o hospedeiro e sua bactéria (NOWACK;



GROSSMAN, 2015). Neste processo de integragdo, geralmente o genoma
bacteriano se reduz com a perda de genes que ndo s&0 essenciais ao seu
hospedeiro, criando uma dependéncia da bactéria de seu hospedeiro
(MCCUTCHEON; MORAN, 2012; MOYA et al, 2008). Os mecanismos
moleculares que coordenam este processo, porém, estdo comecando a ser
elucidados. Muitas questbes acerca de como ocorre a perda do material
genético; como ocorre a troca de moléculas durante o processo de
endossimbiose; qual o sinal faz com que a célula ndo combata a bactéria, mas
sim faga uma relacao simbidtica com a mesma; como ocorre a coordenagao do

ciclo celular entre os dois organismos; dentre outras, ainda estdo em aberto.

Os membros do grupo Kinetoplastida apresentam alguns organismos que
possuem endossimbiontes. Membros dos géneros Angomonas, Strigomonas e
Kentomonas s&o organismos que possuem uma associagao simbibdtica com uma
Unica B-proteobactéria em seu citoplasma (ALVES, JOAO M.P. et al., 2013) e
este processo de endossimbiose em tripanossomatideos parece ter uma origem
monofilética (ALVES, JOAO M.P. et al., 2013; HOLLAR; LUKES; MASLOV,
1998). Estudos utilizando a subunidade menor do DNA ribossomal
demonstraram que, provavelmente, os simbiontes destes grupos tém origem na
B-proteobactéria do género Bordetella (DU; MASLOV; CHANG, 1994; HOLLAR,;
LUKES; MASLOV, 1998; TEIXEIRA, MARTA M.G. et al., 2011). De fato, além
destes géneros, apenas a espécie Novymonas esmeraldas, outra espécie de
tripanossomatideo, adquiriu também um endossimbionte, mas em um processo
que, até o momento, é considerado como um evento independente dos demais
(KOSTYGOV et al., 2016).

Em Angomonas deanei, tripanossomatideo parasito de insetos que antes
era denominado Crithidia deanei (TEIXEIRA, MARTA M.G. et al., 2011), o
simbionte apresenta um envelope composto por duas membranas e uma parede
de peptidoglicanos presente, ainda que reduzida (MOTTA, MARIA CRISTINA M.
et al., 1997). Com as novas tecnologias de sequenciamento, o genoma de
ambos, parasito e simbionte, foram elucidados e foi demonstrado que o
endossimbionte tem um genoma de 0.8Mb, reduzido em comparagédo com (3-
proteobactéria de vida livre (ALVES, JOAO M.P. et al., 2013; MOTTA, MARIA
CRISTINA MACHADO et al., 2010). A analise do genoma dos dois revelou que
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o simbionte é capaz de complementar vias essenciais de sintese de A. deanei,
como a producdo de heme (ALVES, JOAO M.P. et al., 2011), aminoacidos
(ALVES, JOAO M.P. et al., 2013), vitaminas e bases nitrogenadas (KLEIN et al.,
2013; MOTTA, MARIA CRISTINA MACHADO et al., 2013).

Nesta interagdo entre A. deanei e seu endossimbionte, um fato marcante
€ o controle da diviséo celular sincronizado entre os dois. Ao contrario de T.
brucei e outros tripanossomatideos nos quais a primeira organela a se dividir é
o cinetoplasto (HAMMARTON, 2007), a divisdo de A. deanei comeg¢a quando
seu simbionte se alonga e permanece préximo ao nucleo do parasito, onde
ocorre sua divisdo. Apds isso, o simbionte migra para a porgao posterior da
célula e ocorre a replicagéo do cinetoplasto e do flagelo. Somente ent&do o nucleo
também se divide e a célula é capaz de terminar seu ciclo (MOTTA, MARIA
CRISTINA MACHADO et al., 2010). Um aspecto interessante no estudo com A.
deanei é o fato de que problemas no genoma e na replicagdo séo refletidos em
seu simbionte. Tratamentos com agentes genotoxicos, como camptotecina e
afidicolina, ou com agentes que inibem a sintese proteica como a cicloheximida,
levam a filamentagao do simbionte (CATTA-PRETA et al., 2015). Este feno6tipo
claro permite que seja facil a deteccdo de problemas de replicagdo e no

metabolismo de DNA neste parasito.

Os resultados deste trabalho foram divididos em dois capitulos. No
primeiro capitulo sdo apresentados os resultados e discussdo acerca das
investigacdes sobre vias de reparo mitocondrial que poderiam estar associados
com a manuteng¢ao do DNA do cinetoplasto de Trypanosoma cruzi e Angomonas
deanei. Fomos capazes de identificar genes relacionados com o metabolismo do
DNA mitocondrial apds tratamentos com diversos agentes genotoxicos e
demonstramos que estes parasitas possuem caracteristicas unicas com relacao
ao metabolismo do genoma mitocondrial apdés tratamento com agentes

genotoxicos.

No segundo capitulo, apresentaremos os resultados obtidos sobre o
processo de recombinagao e troca de material genético em T. cruzi. Apesar de
existirem evidéncias evolutivas de que a recombinacdo teve um papel

fundamental na filogenia das diversas cepas deste parasito, a demonstragéo de



eventos de troca genética em condigdes laboratoriais e a extensao da influéncia
deste processo para o parasito ainda € alvo de muita discussdo e duvidas.
Mostramos que T. cruzi é capaz de realizar trocas genéticas entre individuos de
populagdes distintas e que este processo esta diretamente relacionado com a

recombinagcdo homologa.



Capitulo 1

Vias de reparo do DNA mitocondrial



1. Introducao

1.1. Caracteristicas do kDNA

Assim como todos os demais membros da ordem Kinetoplastidae,
Trypanosoma cruzi também apresenta uma mitocondria grande e Unica como ja
foi destacado. Esta mitocdndria, denominada cinetoplasto, possui um DNA
préprio chamado de KDNA. Este kDNA é composto por dois tipos de moléculas
circulares dispostas sob a forma de anéis concatenados: o minicirculo e o
maxicirculo. Em organismos relacionados a T. cruzi , como Chtridia fasciculata,
esta rede possui cerca de 5.000 minicirculos e 64 maxicirculos, porém o tamanho
e o numero de moléculas que constituem o kDNA é variado entre os organismos
(JENSEN; ENGLUND, 2012). Estudos sobre o metabolismo do kDNA foram
pioneiros em descrever processos de fungcdes importantes pro metabolismo dos
mais diversos organismos: foi em Trypanosoma brucei que a edigdo de RNA em
eucariotos foi descrita primariamente; também em T. brucei, estudos sobre o
complexo 1 da cadeia respiratoria foram cruciais para a descricao da variedade
existente em humanos; em T. cruzi a descricdo de canais transportadores de
célcio levou a descoberta de homdlogos em outros organismos (VERNER et al.,
2015).

A muito ja se conhece a estrutura unica desta organela (RIOU; DELAIN,
1969; SHAPIRO; ENGLUND, 1995), porém os mecanismos moleculares que sao
consequéncia desta estrutura estdo, aos poucos, sendo elucidados. O kDNA
consiste de uma associagao dos maxicirculos, em numeros variados entre os
organismo, mas T. brucei possui 12 moléculas de DNA contendo 18 genes
codificantes de proteinas, mais dois RNA’s com coédons de parada prematuros,
com milhares de moléculas de minicirculos (READ; LUKES; HASHIMI, 2016).
Também esta presente, na porgao final do cinetoplasto e préximo ao ponto de
insercao do flagelo, os sitios antipodais: locais de metabolismo de DNA nos quais
ocorre a aglomeragao do kDNA. Nestes sitios antipodais € descrito que ocorre a
replicacdo do KDNA e, por isso, estes locais sdo utilizados como pontos de
marcacao de localizagdo mitocondrial para proteinas (JENSEN; ENGLUND,
2012).
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A fungdo dos minicirculos consiste em codificar RNA’'s guia para o
processo de edicdo. A importadncia da necessidade de se manter tanto os
maxicirculos quanto os minicirculos fica evidente em T. brucei, no qual a perda
de alguma das classes de minicirculos leva a uma perda da viabilidade celular
(BORST, 1991). Mesmo parasitos que nao possuem essa rede de anéis
concatenados, existem mecanismos para manter estas classes ou estrutura
semelhantes. O parasita de peixes, Trypanosoma borreli, ndo possui o KDNA
formado em anéis concatenados (e sim uma estrutura denominada mega-kDNA,
caracterizado por um anel denso de DNA em seu cinetoplasto), porém possui
sequéncias semelhantes a minicirculos inseridas em tandem em moléculas de
DNA circular (LUKES et al., 2002).

A historia evolutiva desta organela unica ainda necessita de mais estudos,
porem é descrito e aceito que a estrutura do kDNA de Crypyobia helicis
(chamada de pan-kDNA, que apresenta minicirculos dispostos em mondmeros,
de forma semelhante a organizagdo de plasmideos e maxicirculos
superenovelados) seria a forma ancestral de estrutura do kDNA. Desta
organizacao teria havido uma separacao entre aqueles que apresentam anéis
concatenados (como T. cruzi e T. brucei) e os que apresentam a estrutura de
mega-kDNA (como T. borreli). A perda deste superenovelamento levou a
compactagdo dos minicirculos e organizagdo destes nos foci onde sao
necessarios para outros processos, como a edicdo de RNA (explicado mais
adiante). Esta compactacgao levaria a organizagdo em disco e ao aumento da
complexidade desta estrutura com a agregagao de mais copias destas moléculas
pequenas de DNA (LUKES et al., 2002).

Ja foram descritos alguns processos do metabolismo de
tripanossomatideos que envolvem o cinetoplasto, como a replicagdo (SHAPIRO;
ENGLUND, 1995) e a edigédo de RNA (ALFONZO; THIEMANN; SIMPSON, 1997;
STURM; SIMPSON, 1990), porém, apesar de alguns trabalhos descrevendo
localizagdo de proteinas que atuam no reparo de DNA ainda ndo se possui

evidéncias de quais vias desse processo que atuam na manutencido do kDNA.
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1.1.1. Metabolismo do kDNA

Os tripanossomatideos possuem processos unicos de metabolismo
devido a organizagao e estrutura de seu kDNA. A edigao de RNA, por exemplo,
€ um processo presente em varios organismos eucariotos. Primeiramente
demonstrado em Trypanosoma brucei, o processo foi descrito como sendo a
insercao ou delecdo de uridinas da molécula de RNA mensageiro do gene da
citocromo c oxidase 2 (Cox2). Este processo levaria a uma alteragcdo do
frameshift do gene, levando a correcéo da transcricao e posterior expressao do
mesmo (BENNE et al., 1986). O mecanismo exato pelo qual as possiveis edi¢gdes
de RNA ocorrem estao sendo estudados, porém, em tripanossomatideos, esta
intrinsecamente ligado com a estrutura de seu kDNA. De todos os transcritos
presentes no maxicirculo de T. brucei, 12 necessitam a insercado ou delecéo de
uridinas para gerarem mRNA'’s funcionais, sendo que alguns deles necessitam
da insercdo de varias uridinas em sequéncia para serem corretamente
traduzidos (READ; LUKES; HASHIMI, 2016).

Para lidar com os anéis concatenados dos minicirculos e maxicirculos, os
tripanossomatideos criaram mecanismos para garantir a replicagao fiel e a
segregacao correta das moléculas filhas, ja que durante a fase S da mitocéndria
a rede do kDNA dobra seu tamanho e volume para que cada organela filha
receba uma copia de cada molécula. Dois mecanismos principais sdo propostos
na literatura cientifica. O mecanismo em anel (usado por T. cruzi e Leishmania
major) no qual o disco de KDNA gira em relagdo ao sitios antipodais; e o
mecanismo polar (usado por T. brucei), no qual os sitios antipodais permanecem
fixos (JENSEN; ENGLUND, 2012). No mecanismo de anel, os sitios antipodais
flanqueiam o disco do kDNA e o sistema se movimenta de forma circular. A cada
turno, o mecanismo continua sintetizando a préxima molécula de DNA em uma
espiral. O movimento relativo entre o disco do kDNA e os sitios antipodais que é
responsavel pelo progresso da replicagdo. Os detalhes do mecanismo (como
quais proteinas sao necessarias, se os sitios antipodais que se movimentam ou
o kDNA que se movimenta) ainda ndo foram elucidados (JENSEN; ENGLUND,
2012; LIU, BEIYU et al., 2005).

Ao contrario do mecanismo em anel, o0 mecanismo polar ja é mais

compreendido. Inicialmente, minicirculos que sdo fechados covalentemente
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iniciam o processo de replicagao (ainda ndo se sabem os detalhes sobre o inicio
deste processo). Neste processo ocorre a migragao de algumas das moléculas
do minicirculo para os sitios antipodais e, enquanto a replicagao continua, ocorre
o acumulo destas moléculas recém-sintetizadas nas zonas polares, acarretando
no elongamento da rede de KDNA. Com a continuidade do processo, ocorre a
diminuicdo da largura da regi&do central, até o ponto em que todas as moléculas
dos minicirculos e maxicirculos estdo replicadas. Ao final da replicagdo e
segregacao, em um processo possivelmente catalisado pela proteina Topo Il, as
redes irmas se remodelam e os maxicirculos se tornam corretamente distribuidos
entre os dois cinetoplastos (JENSEN; ENGLUND, 2012).

1.1.2. Proteinas associadas ao cinetoplasto

As proteinas associadas ao cinetoplasto (KAP, do inglés Kinetoplast
Associated Protein) s&o proteinas geralmente pequenas, de 15 a 27kDa, com
caracteristicas basicas e conteudo elevado de arginina e lisina (MORINI, 2015).
A identificagdo destas proteinas foi feita inicialmente no cinetoplasto do
tripanossomatideo Crithidia fasciculata. Foram identificadas cinco destas
proteinas KAP em C. fasciculata, que foram denominadas CfKAP1 a CfKAP5
(XU et al., 1996). Apesar de ainda nao ser claro, é sugerido que os nove
primeiros aminoacidos da sequéncia destas KAPs estd associada com a
importacdo destas proteinas para o cinetoplasto deste parasito (HINES; RAY,
1997; XU et al., 1996), porém estes mesmos aminoacidos ndo estao presentes

em todas as proteinas KAPS de outros organismos.

A fungao destas proteinas ainda n&o é bem elucidada, e algumas parecem
estar envolvidas com o metabolismo do kDNA. O nocaute de CfKAP1 levou a
desorganizacdo da rede de seu kDNA (LUKES et al., 2001), ao passo que o
nocaute de CfKAP2 e CfKAP3 acabaram causando problemas de replicagao,
reducao na taxa de consumo de oxigénio e um aumento na expressao de genes
do maxicirculo do parasito (AVLIYAKULOV; LUKES; RAY, 2004) indicando que

elas estdo envolvidas com mais de um processo do metabolismo do kDNA.

Um dos trabalhos mais recentes a respeito destas proteinas foi feito em
T. brucei, com a caracterizagao da proteina TbKAP6. Assim como todas as

outras proteinas desta familia, foi mostrado que esta proteina também esta
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associada exclusivamente ao cinetoplasto e que a diminui¢gao dos niveis de sua
expressao por RNAI levam a perda do cinetoplasto (WANG, JIANYANG et al.,
2014), fendtipo semelhante ao observado em tratamentos com berenil em
algumas células (ZUMA et al., 2014). Esta perda do cinetoplasto é também
acompanhada pela desorganizacdo do mesmo e encolhimento aparente do
disco de kDNA, junto de problemas de replicagdo dos minicirculos e
maxicirculos. Um ponto interessante apontado neste estudo € que, assim como
a deplecao levou a estes fendtipos, a superexpressdo desta mesma proteina
também causou fendtipos claros de problemas na replicacdo do kDNA do
parasito (WANG, JIANYANG et al., 2014). Até o momento esta é a proteina

associada ao cinetoplasto mais bem caracterizada.

Em T. cruzi poucos trabalhos enderecaram a funcao destas proteinas
associadas ao cinetoplasto. Ja foram descritas as proteinas TcKAP4, TcKAPG6 e
TcKAP3 neste parasito. Foi demonstrado que TcKAP4 e TcKAPG6 se localizam
no disco de kDNA destes parasitos, mas sua localizagao é dependente do da
fase do ciclo celular de T. cruzi (CAVALCANTI et al., 2009). Também ja foi
descrito os efeitos do nocaute de TcKAP3 no parasito. A deplecao de TcKAP3
nao alterou a proliferacao, diferenciagcdo ou infectividade do parasito, nem
mesmo na estrutura do kDNA e na estrutura celular (SOUZA, FLAVIA SA
PEREIRA DE et al., 2010). Todos estes resultados levaram a sugestao de que
talvez as fungbes das proteinas associadas ao cinetoplasto sejam diversas,
atuando desde o controle transcricional de proteinas mitocondriais até o arranjo
estrutural do kDNA. A falta de fenétipo observavel em alguns destes nocautes,
como TcKAP3 é uma sugestdo de que elas possam ser essenciais aos

organismos e terem, portanto, fungdes redundantes dentro da célula.

T. cruzi apresenta, até o momento, seis possiveis proteinas KAP, quando
foram buscadas com base na similaridade com as sequéncias de C. fasciculata
(CAVALCANTI 2009). Este conjunto de proteinas exclusivas do cinetoplasto,
com fungdes ja descritas relacionadas ao metabolismo do kDNA nos levou a ter
interesse no estudo funcional destas proteinas. Como dito anteriormente, estes
organismos possuem apenas uma mitocdndria € uma organizagao unica de seu
DNA mitocondrial, ainda que com um numero variavel de coépias (JENSEN;

ENGLUND, 2012). Desta forma, estudar as fun¢des destas proteinas KAP pode
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elucidar pontos do metabolismo do DNA de T. cruzi. Neste trabalho estudamos

os efeitos do nocaute de TcKAP?7.

1.2. Fontes de dano ao DNA

Além da replicacado, o reparo € uma das vias de metabolismo de DNA
essenciais a todos os organismos, que estao continuamente sendo expostos a
agentes causadores de danos ao DNA (Figura 3). A estrutura primaria do DNA
pode sofrer com a acido de diversos fatores fisicos e moléculas que estao
presentes no ambiente celular normal. Ja foi descrito, por exemplo, que podem
ser perdidos por dia, aproximadamente 18.000 residuos de purina, devido ao
processo de hidrolise da ligagcdo entre a base nitrogenada e o esqueleto de
fosfato do DNA (LINDAHL; NYBERG, 1972).

As fontes de danos endogenos ao DNA sao aquelas decorrentes
geralmente de processos de hidrolise e reagbes de oxidagdo causada por
metabdlitos comuns ao ambiente interno celular (FRIEDBERG et al., 2006).
Dentre as principais modifica¢des e lesdes resultantes desse tipo de dano temos
as alteragdes espontaneas (como a desaminagédo da citosina em uracila, a
desaminacao da 5-metilcitosina em timina e também, apesar de mais raras, a
desaminagao de guanina e adenina) e alteracbes como metilagdes e oxidagdes
de bases que sdo dependentes da acdo de agentes metilantes ou oxidantes
(FRIEDBERG et al., 2006; MARNETT; PLASTARAS, 2001).

Dentre as fontes fisicas externas de dano ao DNA podemos citar a
radiacdo ionizante e ultravioleta, ambas com potencial citotéxico e mutagénico
(HOEIJMAKERS, 2001). A radiagao ionizante espacial, por exemplo, é capaz de
transferir energia e causar modificagbes em biomoléculas que podem ser
nocivas a saude dos organismos. A medida em que cada organismo €
susceptivel a um tipo de agente genotoxico € bem ampla: células humanas em
cultura podem sentir os efeitos da radiagao ionizante em doses tdo pequenas
quanto 4Gy (YONETANI et al., 2005), enquanto alguns organismos resistem a
doses mais de 100 vezes superiores (LIU, YONGQING et al., 2003). E bom
ressaltar que as fontes de danos ao DNA sao capazes de causar mais de um

tipo de dano (embora as mais estudadas causem uma proporgdo maior de
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apenas uma modificagdo no DNA). A prépria radiagéo ionizante, por exemplo, é

capaz de gerar dano oxidativo dependendo da fonte radioativa utilizada.

1.21. Radiacao ultravioleta

Historicamente a radiagao ultravioleta (UV) possui um papel central dos
estudos sobre o metabolismo de DNA e da via de reparo por excisao de
nucleotideos, marcando o inicio dos estudos de reparo de DNA e, ao lado do
estresse oxidativo, € uma das fontes de dano ao DNA mais relevantes para os
organismos (FRIEDBERG et al., 2006). A radiagao UV € subdividida em trés
espectros, de acordo com seu cumprimento de onda. A radiacdo denominada
UV-A cobre dos comprimentos de onda de 320nm a 400nm; a radiagdo UV-B de
295nm a 320nm; e a radiagdo UV-C de 100nm a 295nm, sendo esta a mais
relevante na literatura pois cobre o pico de absor¢ao de radiagao do DNA que é
de 260nm (MITCHELL; JEN; CLEAVER, 1991). Assim como qualquer radiagao,
ela é capaz de causar alteragbes em todas as moléculas do organismo, e a luz
solar € especialmente rica em radiagao do espectro UV-A e UV-B. A capacidade
destes dois tipos de radiacao UV de serem absorvidos por compostos aromaticos
e ciclicos, além da continua exposicao dos organismos a este tipo de radiagao,
fazem dela uma importante fonte de ambiental de mutagénese (FRIEDBERG et
al., 2006).

A exposicao do DNA a UV-C leva a formacéao de fotoprodutos a partir da
ligagcao covalente entre pirimidinas adjacentes. Dentre os fotoprodutos gerados
pela radiacdo UV estéo as lesdes fotoinduzidas capazes de alterar a ligagao de
purinas (como dimero 8,8 de adenina), a timina glicol, os hidratos de pirimidina
(adicdo de moléculas de agua a citosinas e timinas presentes no DNA e no pool
de nucleotideos), os dimeros de ciclobutano (CPD) e o fotoproduto 6-4 (6-4 PP,
também chamado de fotoproduto pirimidina-pirimidona 6-4) (MITCHELL; JEN;
CLEAVER, 1991), sendo estes dois ultimos os mais comuns e importantes com

relacao as lesdes causadas ao DNA.

Os dimeros de ciclobutano sé&o os fotoprodutos mais presentes apds a
exposicao a UV-C e UV-B. Eles sao formados a partir da ligagédo covalente entre
duas pirimidinas adjacentes, levando a saturagdo da ligacdo 5,6 entre estas

bases. Sdo modificacbes extremamente estaveis que podem resistir a altas
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temperaturas e condicoes extremas de pH. O interesse deste tipo de leséo se
da, principalmente, devido a alta capacidade de distorcdo da estrutura do DNA,
que € a principal forma de reconhecimento utilizada por enzimas do sistema de
reparo deste dano. A parada da replicagao, a alteragdo na capacidade de se ligar
a proteinas especificas do metabolismo, parada de mecanismos de transcricdo
sdo exemplos de eventos causados pela distor¢do aguda da dupla fita de DNA
apos exposicao a este tipo de radiagdo (MITCHELL; JEN; CLEAVER, 1991;
RAVANAT; DOUKI; CADET, 2001).

Os tipos de CPD formados durante este processo dependem,
principalmente, do comprimento de onda da radiacdo UV e da composicao de
DNA do organismo. Para a maioria das formas de DNA, a propor¢ao de dimeros
de timina (T-T) formados é cerca de 5 vezes maior que quaisquer outros dimeros
de pirimidinas possiveis (FRIEDBERG et al., 2006; LEE et al., 2013). Outros
fatores, como os nucleotideos que flanqueiam estas pirimidinas, presenca de
proteinas especificas também podem influenciar a formagcdo ou ndo destes
sitios. A presenca de adenina dos dois lados de uma sequéncia de duas timinas
(TT) é capaz de aumentar a proporgao da formagédo dos dimeros de timina
quando comparado com sequéncias flanqueadas por adenina na porcéo 5’ e
guanina ou citosina na porgao 3° (POVIRK; SHUKER, 1994; RASTOGI et al.,
2010).

Os fotoprodutos 6-4 sdo resultados da ligagdo da posicdao C6 de uma
pirimidina com o carbono C4 da pirimidina adjacente (figura 3). A distor¢cao
causada por esta modificacdo € proeminente devido a qualidade quase
perpendicular que as bases assumem apos a irradiacdo. Assim como os CPD'’s,
a formacéo desta lesdo depende da sequéncia em questdo porém a razdo da
quantidade CPD’s formados em relacdo ao fotoproduto 6-4 é aproximadamente
de 3:1 (FRIEDBERG et al., 2006).
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Figura 3 - Modificagoes no DNA causadas pela radiagao UV — As duas
principais modificagdes causadas pela exposicdo do DNA a radiagdo UV.
A) O dimero de ciclobutano (CPD) é o tipo de lesdo mais comum decorrente
desta exposicdo. B) O fotoproduto 6-4 é o segundo tipo mais comum de
modificagdo causado no DNA apds exposigédo a radiagdo UV. A distorgédo

causada por este tiop de modificagdo na dupla fita de DNA é mais drastica.

Além das modificacdes de bases descritas, ela também é capaz de causar
crosslink entre DNA e proteinas. A irradiagdo de organismos com altas doses de
radiagcao UV-C também foi capaz de causar quebras na cadeia de DNA de uma
forma indireta causada pelo processamento da alta quantidade de danos
gerados (MARTI et al., 2006; RASTOGI et al., 2010). Moléculas presentes nas
células também podem absorver parte da radiagao ultravioleta e entao transferir
esta energia diretamente a bases no DNA, em uma reagéo indireta que também
€ capaz de afetar o metabolismo celular. Os mecanismos pelos quais este tipo
de dano pode ocorrer sao variados porém bem estabelecidos na literatura (EPE,
2012).

1.2.2. Cisplatina

.A cisplatina foi descrita pela primeira vez por Michele Peyrone, em 1845,

ficando conhecida como sal de Peyrone, porém sua atividade biolégica foi
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descrita por Barnett Rosenberg que tentava estudar o efeito de correntes
elétricas no crescimento bacteriano (FRIEDBERG et al., 2006). E um composto
conhecido por sua atividade antitumoral devido a seu efeito citotéxico para
células de replicagao rapida, sendo bastante estudada em células cancerigenas.
E tida como um agente alquilante bifuncional (embora ndo cause
necessariamente uma alquilagdo, seu mecanismo é descrito como semelhante
ao deste processo), capaz de interagir com DNA e proteinas (SIDDIK, 2003). Os
crosslinks gerados pela cisplatina sdo capazes de bloquear completamente a
transcricdio e a replicagdo celular devido a parada de fatores de
transcrigdo/replicagéo e polimerases. Apesar disso, a resisténcia a cisplatina ja
€ um mecanismo bem estudado e descrito e envolve sua inativagdo por
glutationa, alterag6es das cascatas de sinalizagdes, reparo dos adutos de forma
mais eficiente e até mesmo o efluxo da droga pela célula alvo (WANG, DONG;
LIPPARD, 2005).

Os agentes alquilantes bifuncionais sdo capazes de reagir com dois
centros nucelofilicos no DNA, podendo, portanto, formar crosslink entre as fitas
da molécula. Caso estes sitios se encontrem na mesma cadeia nucleotidica a
reacao forma um aduto intrafita. Caso os dois sitios de interagao se encontrem
de forma oposta a molécula, é formado um crosslink entre fitas (interstrand DNA
crosslink) (WANG, DONG; LIPPARD, 2005). Além disso, é descrito que a
cisplatina, assim como outros agentes bifuncionais, & capaz de formar crosslink
entre moléculas de DNA e proteinas, porém o DNA parece ser o alvo biolégico
primario do composto (BASU; KRISHNAMURTHY, 2010; SIDDIK, 2003)

A cisplatina induz, primariamente, a apoptose das células sendo esta
cascata de morte celular mediada por diversas proteinas distintas. Apds a
entrada na célula ocorre o processo de troca de seus ions cloro por moléculas
de agua. A entrada é feita por difusdo passiva ou mediada pelo transportador de
cobre CTR1 em células de mamiferos (ISHIDA et al., 2002). Apos isso, a
cisplatina pode se ligar a tidis (como a glutationa) e ser transportada dentro do
ambiente celular. Quando encontra a molécula de DNA seu atomo de platina é
capaz de se ligar covalentemente a posigdo N’ de purinas, sendo capaz de
catalisar entdo a formacao dos adutos intrafitas e entre fitas (Figura 4A). A

determinacgdo de qual aduto sera formado é dependente da orientagcédo das fitas
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com relagdo ao atomo de platina, da sequéncia de DNA e da dose utilizada
(BASU; KRISHNAMURTHY, 2010; SIDDIK, 2003; WANG, DONG; LIPPARD,
2005). As formas mais comum de danos encontrados no DNA s&o crosslinks
intrafitas 1,2 ApG e GPG, que correspondem a até 90% do efeito da droga
(Figura 4B) (HUANG, YALING; LI, 2013; SIDDIK, 2003). Todas estas
modificagdes sdo capazes de causar grandes distor¢gdes na dupla-hélice de
DNA, o que leva a parada tanto de forquilnas de replicagdo quanto da RNA
polimerase, porém o dano com a maior distorcdo € causado na formacao do
crosslink entre fitas (SIDDIK, 2003; WANG, DONG; LIPPARD, 2005).

As respostas causadas pela cisplatina s&o, portanto, variadas e envolvem
tanto varias proteinas de reparo (para ser capaz de lidar com o dano de crosslink
entre fitas) e vias de sinalizagao especificas. Como sera abordado depois, os
adutos DNA-cisplatina s&o reparados primariamente pelo reparo por excisao de
nucleotideos no caso do crosslink intrafitas (DEANS; WEST, 2011; WANG,
DONG; LIPPARD, 2005). O reparo, porém, de crosslink entre fitas é mais
trabalhoso e envolve mais de uma via de reparo. Para este tipo de dano é
necessario um processo de iniciacdo, o desacoplamento entre as duas fitas,
uma sintese pelo local de leséo (pela via de sintese translesao), o envolvimento
do reparo por excisdo de nucleotideos e, por fim, a recombinagdo homodloga
(HUANG, YALING; LI, 2013).
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Figura 4 — Danos causados pela exposicdao do DNA a cisplatina - A) Estrutura da cisplatina
(a esquerda) e os dois principais tipos de ligagdes que ela é capaz de realizar na molécula de
DNA, tanto frente a uma adenina quanto a uma guanina (a direita). Em contato com o DNA a
cisplatina é capaz de interagir com a posigao 7 destas purinas e, desta forma, formar adutos de
DNA que bloqueiam tanto a transcricdo quanto a replicagdo. B) Principais consequéncias da
ligagao de cisplatina na dupla fita de DNA. Os dois tipos de danos mais comuns sédo os adutos
intrafitas GpG e GpA (duas estruturas superiores). Estes dois tipos de adutos sdo os mais
comuns causados pela droga, podendo totalizar até 90% de todos os danos causados. Nas duas
estruturas da parte inferior da figura estao dois outros adutos possiveis de serem formados pela
droga. O crosslink intrafitas GpxpG que pode corresponder a até 15% dos adutos formados; e o

crosslink entre fitas, que pode corresponder a até 2% dos danos gerados pela droga.

1.2.3. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € inevitavel para todas células como consequéncia
de viver em uma atmosfera rica em oxigénio. Espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés reactive oxygen species) sao geradas continuamente tanto
como resultado do metabolismo natural das células como a partir da exposicéo
a diversos agentes, externos ou ndo (BARZILAI; YAMAMOTO, 2004). Entre os
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agentes que sao capazes de gerar ROS se encontram as reagdes ciclicas do
tipo Fenton, reacdes catalisadas por metais, agentes ambientais, metais de
transicédo, a prépria respiragédo celular e agentes quimicos externos, como € o
caso da agua oxigenada (DITCH; PAULL, 2012; MARNETT; PLASTARAS,
2001). As espécies reativas de oxigénio reagem com uma gama de
macromoléculas, como lipidios, proteinas, fosfolipidio e acidos nucleicos
(BARZILAI; YAMAMOTO, 2004),

A maior parte do ROS intracelular € gerado a partir de erros e
“vazamentos” da cadeia transportadora de elétrons associada com a reducao do
oxigénio durante a respiracdo mitocondrial (SIA, 2017), apesar de outras fontes
também serem descritas (HU et al., 1995). As reagdes do tipo Fenton, descritas
por Henry John Horstman Fenton na década de 1890, tem papel fundamental na
geracao dos danos ao DNA. Em seu artigo, Fenton descreve como o peréxido
de hidrogénio age como um oxidante muito mais forte quando € decomposto por
ions de ferro, resultando em um radical hidroxila livre. A maior fonte de danos ao
DNA seria devido a partir da formacao de oxidantes do tipo Fenton a partir de
reagbes catalisadas por Fe?* ou outros metais de transicdo. Na presenca de
agentes redutores, como NADH, cria-se um ciclo de produc&o de oxidantes no

organismo, como demonstrado nas reagdes da figura 5.

Em T. cruzi diversas proteinas associadas a resposta ao estresse
oxidativo ja foram identificadas e caracterizadas (em verde na figura), sendo as
mais importantes as superoxido dismutases (que catalisam a formacdo de
oxigénio molecular a partir de superéxido), as proteinas TSH, TcMPX e TcCPX
(que catalisam a quebra do perdoxido em agua). A catalase , proteina muito bem
caracterizada em diversos organismos esta em vermelho pois ndo € encontrada
em T. cruzi, embora ja se tenha caracterizado os efeitos da superexpressao de

uma catalase heterdloga no parasito (FREIRE et al., 2017).
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Figura 5 — Reagodes celulares em resposta ao estresse oxidativo causado pro peréxido de
hidrogénio — Dentro da célula o perdxido de hidrogénio (endégeno ou exdégeno), pode sofrer
reagdo de Fenton, causado principalmente pelo ferro que atua como cofator de determinadas
proteinas. Ao reagir com o Fe?* intracelular pode ocorrer a oxidagao deste ion de ferro (gerando
Fe3+), um radical hidroxila e um ion hidréxido, que é altamente reativo. Este ion hidroxido pode
reagir com moléculas de DNA (principalmente em guaninas) causando modificagbes de bases e
lesbes no DNA. Dentre as proteinas capazes de evitar as agdes do perédxido de hidrogénio estéo
as dismutases e peroxidases. Em verde: proteinas descritas e caracterizadas em T. cruzi; Em

vermelho: a proteina catalase que nao existe em T. cruzi.

1.2.4. Mt-OX

Algumas dificuldades surgem ao se tentar estudar o metabolismo de DNA
mitocondrial que se relaciona com o reparo do DNA desta organela. Uma delas,
e talvez a mais dificil de ser contornada, € a fonte de dano utilizada, ja que se
espera que as fontes convencionais de dano utilizadas em laboratério, como
radiacao (tanto UV quanto ionizante), peréxido de hidrogénio, cisplatina, dentre
outros, sejam capazes de causar danos no DNA total das células, além de efeitos

em outras macromoléculas como lipidios e proteinas.

Afim de lidar com esta situagcdo, alguns reagentes direcionados ou
especificos a mitocondria tém sido desenvolvido ao longo dos anos
(CHAMBERLAIN; TULUMELLO; KELLEY, 2013; FONSECA et al., 2011;
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HORTON et al.,, 2008; WISNOVSKY; JEAN; KELLEY, 2016). Um destes
reagentes, recentemente descrito, foi denominado Mt-OX e desenvolvido pelo
grupo da professora Dra. Shana O. Kelley, do Departamento de Bioquimica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Toronto, Canada (WISNOVSKY;
JEAN; KELLEY, 2016).

O Mt-OX foi desenvolvido a partir do uso de sequéncias peptidicas que
alternam aminoacidos catibnicos e hidrofébicos, que tornam ele capaz de
atravessar membranas internas na célula e se acumular na mitocondria de
células vivas (FONSECA et al., 2011; HORTON et al., 2008). O Mt-OX possui
um espectro de agao similar de agentes oxidativos classicos, como o peroxido
de hidrogénio, porem com acdo especifica na mitocondria de células de
mamiferos. Em células HelLa e de cancer de ovario o Mt-OX, quando utilizado
em uma dose de 2uM, causa dano ao DNA mitocondrial, sem quase nenhum
dano detectavel no DNA nuclear (WISNOVSKY; JEAN; KELLEY, 2016). A
reducdo dos niveis de transcritos e, portanto de proteinas, relacionadas a
resposta ao estresse oxidativo, também aumento o nivel de danos ao DNA
mitocondrial destas células, bem como o numero de mutagdes, comprovam que
o reagente é especifico para mitocdndrias de mamiferos (WISNOVSKY; JEAN;
KELLEY, 2016). Em Trypanosoma cruzi, o reagente nado foi ainda utilizado e

fizemos os primeiros testes da droga neste trabalho.

1.3. Reparo de DNA

O reparo de DNA consiste em um conjunto de vias metabdlicas cuja
finalidade é garantir a fidelidade da informagao genética e sua replicagdo. Como
ja dito anteriormente, existem varias fontes de danos ao DNA, e para cada tipo
de fonte de dano ao DNA existe uma ou mais vias de reparo associadas que

lidam com esta lesdo (Figura 6).

A maior parte das modificagdes ocorridas no genoma serao reparadas
pelas vias de excisdo de base (BER, do inglés base excision repair) e de
nucleotideos (NER, do inglés nucleotide excision repair) que serado discutidas
mais adiante. De formal geral, o NER é capaz de lidar com lesdes de diversas
fontes, mas que causem distorcdes na dupla fita do DNA. Ele pode ser dividido

em duas vias principais: o reparo global do genoma e o reparo acoplado a
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transcricdo. O BER, por sua vez, é capaz de reconhecer bases modificadas ou
danificadas no DNA, e agir excisando estas bases e permitindo o recrutamento
do resto da maquinaria de reparo (HOEIUMAKERS, 2001).

A) AQ?A & @ B) G2\M

Checkpoint
Radiagao Ultravioleta Re?g.oes espc?nté'm?a.s Radiagao lonizante Erros de replicacao
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Figura 6 - Fontes de dano ao DNA e principais vias de reparo — A) Diversas fontes de dano ao DNA ativam
vias especificas de reparo de DNA. Dependendo do tipo de modificagdo de base ou lesdo as vias de reparo
podem ser ativadas para lidar com o dano. B) As vias de reparo sdo dependentes do ciclo celular. Na figura
estdo representados, por fase do ciclo, as principais vias de reparo em cada fase do ciclo celular, além de ser

destacado dois pontos de checkpoint que podem causar parada do ciclo celular dependente de dano ao DNA.

Bases erroneamente incorporadas também podem gerar mutagdes apés
a replicagao celular, caso persistam no genoma. Para lidar com estas situagoes,
o reparo por erro de pareamento (MMR do inglés mismatch repair) é acionado
para evitar a geragao destas mutag¢des. Células que possuem problemas na via
de reparo por erro de pareamento apresentam um aumento significativo em sua
taxa de mutagao (LI, GUO MIN, 2008).

Quebras duplas que possam ser causadas por agentes externos
possuem, em eucariotos superiores, duas vias de reparo preferenciais: o reparo
por recombinagao homologa (HRR, do inglés homologous recombination repair)
e a jungao de pontas nao-homologas (NHEJ, do inglés non-homologous end
joining) (HOEIJMAKERS, 2001). A via de reparo NHEJ é susceptivel a erros,
porém €& a via mais comum para lidar com estas quebras em eucariotos

multicelulares. Esta via envolve modificagdes nas duas pontas da quebra para
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torna-las compativeis para que possam ser reconectadas. Essa via, porém, pode
levar a perda da informacéao contida na regido da quebra (LIEBER et al., 2003).
A recombinagdo homodloga € uma via presente nos organismos que € capaz de
reparar danos ao DNA de uma forma dependente de um molde. O reparo
realizado por esta via é de alta fidelidade e, além do reparo de DNA, este
processo possui papel fundamental em outros processos do metabolismo como
a meiose e a mitose (HEYER, WOLF DIETRICH, 2007). A escolha da via para
lidar com a quebra dupla parece estar relacionada com a presenca ou nao de
uma segunda coépia idéntica do local lesionado e a fase do ciclo celular. A falta
de uma copia para a homologia necessaria ao reestabelecimento da informagéo
perdida no local da quebra, leva o organismo a optar pela via NHEJ
(HOEIJMAKERS, 2001).

Em situagdes nas quais os sistemas de reparo nao conseguem lidar com
os danos, mas a célula ndo pode continuar com um bloqueio de seu ciclo celular
0s organismos podem ativar uma via de tolerancia ao erro, que permite a
sobrevivéncia, ainda que ao custo da geracdo de mutagdes. Este processo de
sintese translesio é uma via de salvamento, parte da resposta SOS, que permite
a continuidade do ciclo celular (ZHAO; TODD WASHINGTON, 2017).

Enquanto as vias de reparo evitam ao maximo a incorporacado de erros
frente a agentes mutagénicos, o processo de sintese translesdo insere
nucleotideos em situagdes nas quais existe uma lesdo que ndo possa ser
reparada naquele momento (PRAKASH; JOHNSON; PRAKASH, 2005). Em
alguns casos esta inserg¢do pode néo ter efeito mutagénico, porém, em outros,
este sistema pode gerar mudancgas drasticas nas porgdes de DNA expostas a
agentes mutagénicos. Grande parte da mutagénese causada pela radiagéo UV,
por exemplo, tem sua base molecular em DNA polimerases translesdo que
inserem nucleotideos em pareamento errado (FRIEDBERG et al., 2006). Estas
DNA polimerases translesdo séo encontradas tanto em procariotos (como as
enzimas DinB e UmuC) como em eucariotos (polimerases das familias Y e B)
(PRAKASH; JOHNSON; PRAKASH, 2005).

A escolha da ativacao correta das vias de reparo frente ao dano também
depende de fatores além do tipo de dano gerado. Além das cascatas de
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sinalizagao, ja descritas como importantes na ativagao destas vias, o controle do
ciclo celular e o ponto no qual a célula se encontra é de fundamental importancia
para o reparo (BRANZEI; FOIANI, 2008). Durante o ciclo celular existem
estruturas especificas de cada fase do ciclo (como forquilhas de replicagédo
colapsadas que sdo encontras apenas na fase S). Estas estruturas, juntamente
com o fato de que algumas vias, como a recombina¢gdo homologa, dependem de
fatores além da presenca do dano apenas para serem completadas, cria uma
relacdo entre a fase do ciclo celular e a via a ser ativada (Figura 6B). A
recombinagdo homologa, por exemplo, € uma via preferencial durante a fase S,
quando existe a oferta de um DNA molde para o reparo. Durante a fase S
também ja foi descrita uma ativagdo maior das vias de salvamento (TLS) na
presencga de grandes distor¢des na dupla hélice (BRANZEI; FOIANI, 2008), um
fato de facil racionalizacao se for considerado que € importante que a célula
garanta a replicagcdo do DNA, mesmo que a custo do surgimento de algumas
mutacgdes. O reparo de erros de pareamentos também é caracteristico de fase
S.

Durante a fase G1 do ciclo celular as células de mamiferos dependem da
via de NHEJ para lidar com as quebras de fita dupla, e basicamente do NER
associado a transcrigdo para lidar com os adutos de DNA (BRANZEI; FOIANI,
2008). Importante salientar que, apesar de preferenciais, estas vias podem estar
envolvidas no metabolismo de DNA ou suas proteinas podem possuir fungoes
nao candnicas ou sobrepostas na célula (NEMZOW et al., 2015). Apesar de ser
didatica a separagao em vias para o estudo, o metabolismo de DNA ¢é integrado

com o metabolismo celular.

1.3.1. Reparo por excisao de bases

O reparo por excisao de bases (BER, do inglés base excision repair) ja foi
descrita como a via mais comum de ser utilizada na natureza, devido a
quantidade de proteinas capazes de reconhecer diversas bases modificadas e
da dbvia importancia que o estresse oxidativo tem para os seres vivos. A
ativacdo desta via se da a partir do reconhecimento de modificagdes nos

nucleotideos.
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A via do BER (Figura 7) se inicia a partir da acdo de uma classe de
enzimas denominadas DNA glicosilases que sdo capazes de catalisar a hidrolise
da ligacdo N-glicosil entra as bases nitrogenadas e o esqueleto de ribose e
fosfato do nucleotideo. Estas glicosilases sdo, muitas vezes, especificas para
um tipo de modificacdo de uma das bases, ou para bases que nao deveriam
estar presentes na molécula de DNA, como as uracil DNA glicosilases (JACOBS;
SCHAR, 2012; JURADO et al., 2004; KROKAN; DRABL@S; SLUPPHAUG,
2002). A delecao total ou parcial de copias das DNA glicosilases tem efeitos
diversos. A gravidade dos fendétipos observados varia de acordo com o gene
deletado e o organismo estudado, fato que pode estar relacionado com o tipo de
dano reconhecido. DNA glicosilases relacionadas com estresse oxidativo sdo
mais estudadas e sao importantes para o metabolismo de DNA dos diversos
organismos (JACOBS; SCHAR, 2012).

Apos a clivagem do DNA pelas DNA glicosilases ocorre a formagao de um
sitio apurinico\apirimidinico chamado de sitio AP, no qual apenas a base
nitrogenada modificada € retirada, mas nao ocorre clivagem da ligagcédo
fosfodiéster do esqueleto de fosfato-acucar da dupla-hélice de DNA. A partir
deste ponto a via pode seguir dois caminhos, denominados short-patch e long-
patch. Na via de short patch ocorre a remogao do esqueleto de fosfato-agucar
apenas do sitio AP da base danificada no DNA. Esta remocédo pode ser
catalisada por uma enzima especifica (chamada AP endonuclease) ou por
glicosilases bifuncionais, que possuem atividade de AP liase e s&o capazes de,
ao remover a base nitrogenada, também realizar a limpeza do local de incisao.
Nos dois casos, esta remocgao permite a exposicdo da ponta 3'-OH necessaria
para que ocorra a sintese por uma DNA polimerase e a ligagdo por uma DNA
ligase. ApGs a agao da AP endonuclease a via também pode optar pela via de
long-patch (a direita na figura 7), que se difere pelo numero de nucleotideos
removidos ao final do processo. Apds a limpeza da lesdo, a DNA polimerase ao
sintetizar a nova molécula de DNA ocasiona o deslocamento de uma porg¢ao de
até 13 nucleotideos. Isto ocasiona a formagao de uma aba 5’, no qual age uma
flap endonuclease (FEN1) clivando esta porgdo e gerando uma porgédo que
possa ser ligada pela DNA ligase (CHEN, JIA; FURANO, 2015)
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Figura 7 - Reparo por excisdo de bases — Esquema representativo do reparo por excisdo de
bases. Esta via lida com a remocdo de bases modificadas e, por isso, possui uma grande
variedade de DNA dlicosilases para o reconhecimento destas modificagées. Caso esta
glicosilase seja bifuncional, ela é capaz de catalisar tanto a remogéo da base quanto a quebra
do esqueleto acgucar-fosfato do DNA (reacbes a esquerda e ao centro). Caso ela seja
monofuncional, ocorre a atuagao de uma AP endonuclease, que faz a remocao do sitio apurinico
ou apirimidinico, para que ocorra a sintese e limpeza do nick gerado. Em uma terceira via
(destacada a direita), apds a excisdo da base e atuagédo da AP endonuclease, ocorre a sintese
de DNA, gerando uma aba que pode ser reconhecida por uma FLAP endonuclease, que faz a

limpeza do local de quebra. Em todas as vias, uma DNA ligase sela a quebra e conclui o reparo.
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Varios genes da via de BER ja foram descritos em Trypanosoma cruzi. Ja
foram descritas diversas DNA glicosilases, dentre elas as responsaveis pelo
sistema GO, um sistema de reparo especifico para lidar com a 8-oxoguanina
que é o principal dano geral pelas ROS (BOITEUX; COSTE; CASTAING, 2017;
MICHAELS; MILLER, 1992). O sistema GO (Figura 8) € uma subvia do BER
composta por trés diferentes enzimas em E. coli: OGG1, capaz de reconhecer
8-oxoguaninas inseridas na dupla fita de DNA e clivar esta base modificada;
MutY, capaz de reconhecer adeninas pareadas de forma errada frente a 8-
oxoguaninas e remové-las, permitindo que a enzima OGG1 depois catalise a
retirada da base oxidada; e a proteina MutT, capaz de hidrolisar 8-oxodGTP em
8-oxodGMP ainda no pool de nucleotideos, fazendo com que esta base
modificada nem seja inserida no DNA, evitando assim seus efeitos mutagénicos
(MICHAELS; MILLER, 1992).

Em Trypanosoma cruzi a analise do genoma revelou a presenga de
homologos para as trés proteinas. As enzimas TcOGG1 (com fungdo homdloga
a da enzima OGG1 de bactérias) e o homdlogo de MutT (TcMTH) ja foram
caracterizados em nosso laboratorio (AGUIAR et al., 2013; FURTADO et al.,
2012). TcMYH, homdloga a MutY e terceiro componente do sistema GO é um
dos alvos deste estudo. Esta proteina ja foi localizada no cinetoplasto do parasito
em experimentos prévios de nosso laboratério (KUNRATH-LIMA, 2013) e,
portanto, um dos objetivos deste trabalho é determinar como a superexpresséo
de TcMYH poderia afetar o metabolismo de DNA mitocondrial.
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Figura 8 — 8-oxoguanina e Sistema GO - A) Estrutura da 8-oxoguanina gerada apés a
exposicao ao estresse oxidativo. A modificagado ocorre a partir da oxidagao da posi¢do 8 da base,
tanto na fita de DNA quanto no pool de nucleotideos. Abaixo os dois pareamentos que a 8-
oxoguanina é capaz de realizar, tanto com a citosina quanto com a adenina (este pareamento
tem alto potencial mutagénico) B) Esquema do Sistema GO, responsavel por lidar com a
capacidade mutagénica da 8-oxoguanina. A presenc¢a da base modificada pode resultar, apds a
replicagdo, em uma transversao G:C para T:A. O sistema GO que é composto por trés proteinas
em E. coli, possui homélogos identificados no genoma de T. cruzi. TcOGG1, que é capaz de
catalisar a retirada da 8-oxoguanina na dupla fita de DNA e gerar um sitio AP; TcMYH que
reconhece e retira a adenina pareada de forma errada frente a 8-oxoguanina; TcMTH que é
capaz de evitar a incorporagéo de guaninas oxidadas no pool de nucleotideos a partir da hidrélise

da 0 8-0xodGTP em 8-oxodGMP, evitando assim a incorporacao da base na fita de DNA
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1.3.2. Reparo por excisao de nucleotideos

A via de reparo por excisao de nucleotideos (NER, em inglés nucleotide
excision repair) foi uma das primeiras vias a ser elucidada em células de
mamiferos, logo apdés o inicio da caracterizagdo da via em procariotos
(FRIEDBERG et al., 2006). De todas as vias de reparo, possivelmente o NER é
a via que reconhece mais tipos de danos distintos (HOEIUMAKERS, 2001)
variando desde o reconhecimento de CPDs e 6-4PPs causados por radiagao UV,
adutos causados por cisplatina e outros alquilantes, crosslinks entre fitas e
purinas modificadas por estresse oxidativo em alguns casos (MARTEIJN et al.,
2014). Os estudos com NER se deram, em grande parte, devido o estudo de
grupos de complementacgéo de células de pacientes com Xeroderma Pigmentoso
(XP), uma doenga autossbmica recessiva que é caracterizada pela alta
susceptibilidade a radiagao UV e surgimento de cancer (SUGASAWA, 2008).

A via do NER é responsavel por reconhecer e remover os danos que
causem distorgcdes na dupla hélice de DNA (MARTEIJN et al., 2014). Ele é
subdividido em duas vias principais: uma acoplada a transcricao (TC-NER) e a
via de reparo de genoma global (GG-NER) que detecta lesbes por todo o
genoma do organismo. Apesar da semelhanca entre as etapas finais das duas
vias, os fatores de reconhecimento, as proteinas envolvidas e alguns processos
possuem caracteristicas especificas (HOEIUMAKERS, 2001; MARTEIJN et al.,
2014).

O TC-NER (Figura 9, a esquerda) € a via responsavel por reconhecer
erros na fita que é transcrita dos genes, apdés a parada da maquinaria de
transcricdo (MELIS; VAN STEEG; LUIJTEN, 2013). De forma geral, em células
eucaridticas, o processo de reparo se inicia com a parada da RNA polimerase |l
(RNA Polll). As proteinas CSA e CSB, envolvidas com este tipo de reparo e com
controle de transcricdo da RNA Polll, sdo recrutadas para o local do dano. Ainda
nao se sabe ao certo a fungédo da proteina CSA durante este processo, porém
sabe-se que ela, que faz parte do complexo bifuncional CLR4 (que também
contém as proteinas DBB1, CUL4, RBX1 E3 ligase), esta envolvida com o
bloqueio da elongagao da transcrigdo durante o reparo e a liberagao apos a
correcao do dano. A proteina CSB, essencial ao processo, também € essencial
ao processo de reconhecimento da lesao, faz parte da familia SWI\SNF e atua
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fazendo a retirada da RNA polimerase parada ou deslocando-a para que ocorra
o reparo (FRIEDBERG, 2011; MELIS; VAN STEEG; LUIJTEN, 2013). Outras
proteinas também ja foram descritas como atuando juntamente com CSB, tanto
na estabilizacdo do complexo com a RNA polimerase, quanto na sinalizagao e
ligacdo da mesma ao DNA (MARTEIJN et al., 2014).

Para o GG-NER (Figura 9, a direita) o processo de reconhecimento possui
elementos distintos do TC-NER. Em células de mamiferos o complexo formado
por XPC-Rad23B-CETN2 juntamente do complexo formado por CUL4 e UVDBB
sdo responsaveis pelo reconhecimento do local de lesdo (HOEIJMAKERS,
2007). A proteina XPC estda envolvida em diversas fungbes distintas
relacionadas ao metabolismo de DNA (NEMZOW et al., 2015) e, para a via de
reparo, € capaz de se ligar a diferentes conformagdes da dupla hélice, incluindo
erros de pareamento e modificacdes de base. No modelo atual proposto XPC
se liga primeiro ao filamento de fita em frente a modificagdo ou distor¢gdo na
hélice, a partir da inser¢do do braco que contém o [B-hairpin na porgao C-
Terminal (CHEN, XUEJING et al., 2015). Devido a isso, ocorre a abertura da fita
de DNA e o processo pode ser sinalizado para continuacdo. Apesar de estudos
e de analises de estrutura demonstrarem que danos causados por UV,
principalmente o CPD, s&o substratos pobres para XPC e a atuag¢ao dos outros
fatores (UV-DDB e CLR) permite o reconhecimento eficaz da distorgdo na hélice
(MARTEIJN et al., 2014). Ainda existem duvidas quanto a medida exata pela
qual XPC se move pelo genoma e localiza a lesdo, mas estudos sugerem a
possibilidade de, ao invés do escaneamento continuo, o complexo de XPC faz
sondagem pelas moléculas de DNA através de saltos até que encontre uma
regido danificada (HOOGSTRATEN et al., 2008).

Ap0Gs o reconhecimento, as etapas seguintes do processo sao iguais para
as duas subvias. A ligacao das proteinas de reconhecimento para as duas vias
permite entdo o recrutamento do complexo TFIIH que atua no controle tanto da
transcricdo quanto do reparo. O fator TFIIH possui mais de dez proteinas,
divididas em dois subcomplexos, sendo o primeiro chamado de cerne, no qual
se encontram as DNA helicases XPB e XPD e, em eucariotos superiores, cinco
outras proteinas associadas (p62, p52, p44, p34 e p8\TTD). O segundo

subcomplexo é chamado CAK (complexo ativador de cinase), descrito como
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sendo responsavel pelas fungdes de controle de transcricao e sem envolvimento
no reparo. E descrito que, apds a sinalizacao e ligagado de TFIIH, mediada por
XPC, o subcomplexo CAK na verdade se dissocia, ao passo que as proteinas
p8\TTD se tornam ligadas ao complexo. As helicases XPB e XPD entéo
estendem a abertura na molécula de DNA, e fazem a verificagdo da regido do
dano (fungdo que também parece envolver a proteina XPA) (MARTEIJN et al.,
2014). Apos a verificagdo do dano, a via chega no seu ponto de
comprometimento maximo, com a incisdo das porcdes 5’ e 3’ do local do dano,
catalisado respectivamente pelas endonucleases XPF/ERCC1 e XPG. De forma
geral, essa incisao gera um gap na fita de cerca de 22 a 30 nucleotideos, gerando
um filamento de fita simples que pode ser utilizado para sinalizar, via ATR,
o recrutamento de uma DNA polimerase para reparar esta regido (MARTEIJN et

al., 2014). Por fim, uma DNA ligase pode ser usada para selar a regido reparada.

Em tripanossomatideos a via do NER é conservada, apesar de possuir
auséncia de determinadas proteinas ou pequenas modificagcdes em outras. Em
um trabalho recente, foram caracterizadas as proteinas XPC e CSB (MENDES,
2015). Foi demonstrado que a superexpressao e delecdo de uma copia do gene
de CSB é capaz de alterar a sobrevivéncia do parasito frente a cisplatina e
radiagcao ultravioleta, sendo que a superexpressdao de TcCSB aumenta a
sensibilidade do parasito logo apds a irradiagao, ao passo que o heminocaute sé
€ mais sensivel apdés 24 horas; no caso da proteina XPC, a simples delecao
causou problemas de replicagao no parasito, resultando em formas aberrantes
com relagao ao numero de nucleos e cinetoplastos e um ciclo celular mais longo.
Além disso, estes parasitos também foram mais resistentes ao tratamento com
cisplatina e ndo apresentaram diferenca na sobrevivéncia apds irradiagdo com
radiacdo UV, sugerindo que, em T. cruzi a via preferencial que lida com os danos
causados por UV é o TC-NER (MENDES, 2015). Juntos, estes resultados
sugerem que, devido a natureza da transcrigdo de T. cruzi, que € policistrénica
e engloba quase todo o genoma, a via de GG-NER pode possuir fun¢gdes néo
candnicas com relacdo ao esperado e ja estudado em outros organismos.
Nenhum estudo sobre o reparo mitocondrial relacionado ao NER foi feito ainda

em T. cruzi.
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Figura 9 - Reparo por excisado de nucleotideos — O reparo por excisdo de nucleotideos possui
duas subvias principais. Os passos iniciais de reconhecimento envolvem processos e proteinas
distintas. A via do reparo acoplado a transcricdo (TC-NER) se inicia a partir do reconhecimento
de uma RNA polimerase parada por um complexo de proteinas, mas que tem como principal

sinalizadora a proteina CSB, capaz de reconhecer problemas de transcricdo causados a partir
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desta parada da RNA polimerase. A direita o reparo global do genoma (GG-NER), no qual a
proteina XPC, associada com outras proteinas, é capaz de reconhecer grandes distor¢des na
dupla hélice tanto em regides transcritas como em regides ndo transcritas. Apds o
reconhecimento elas convergem para as mesmas etapas, nas quais ocorre a verificagdo do dano,
a excisdo da fita danificada pelas nucleases especificas, remogédo do local da incisdo, a
polimerizagdo de uma nova fita de DNA no local e ligagdo para finalizar o reparo. Alguns
complexos possuem diversas proteinas e estas foram omitidas, deixando apenas as principais

proteinas representadas na figura.

1.3.3. Resposta ao dano no DNA

Agentes genotoxicos, como dito anteriormente, geram uma variedade de
danos ao DNA e o organismo tem que ser capaz de modular seu metabolismo
em reacdo a cada uma destas agressdes. A detecgcdo e alteracdo de
metabolismo decorrente do dano ao DNA é feita a partir da interagao de uma
rede de diversas proteinas sensoras e efetoras, este conjunto de alteragbes e
proteinas constitui a resposta ao dano no DNA (HANAWALT, 2015)

Ja foi descrito, em eucariotos, que as vias de resposta ao dano no DNA
atuam de forma dependente da fase do ciclo celular. Esta diferencga é reflexo do
fato de que as fontes de danos, principalmente enddgenas, sdo também
dependentes da fase do ciclo celular. Na fase G1 é descrito, por exemplo, que a
principal fonte de danos enddgenos da célula € o estresse oxidativo acidental e
as radiagdes naturais, ao passo que na fase S e G2 os organismos necessitam
lidar também com problemas de forquilha de replicagao, erros de pareamento e
gaps deixados durante a replicagcdo (BRANZEI; FOIANI, 2008). Da mesma
forma, os mecanismos que a célula conta para lidar com os danos também sao
distintos, esta diferenga sendo evidente na regulacdo da atuacdo da
recombinacdo homologa e NHEJ durante o ciclo celular (HEYER, WOLF-
DIETRICH; EHMSEN; LIU, 2010; KREJCI et al., 2012), ja que um dos fatores
criticos na determinagao da via de reparo a ser executada é a presenca de uma

cromatide irma, existente durante a fase S.

Apesar de muito complexa a resposta ao dano ao DNA envolve
principalmente duas vias chave: a via de ATM (Ataxia telangiectasia mutated) e
a via de ATR (Ataxia telangiectasia Rad3 related) (SMITH et al., 2010). A

importancia destas proteinas se da no fato de os componentes e a forma com
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estas vias atuam serem conservados de leveduras a humanos (HANAWALT,
2015).

A ativacdo de ATM, uma fosfatidil inositol 3 cinase, € feita a partir da auto
fosforilacdo da proteina que leva a dissociagdo da molécula de seus dimeros e
a sua liberacdo. Esta ativacdo é rapida e ocorre quando a célula apresenta
quebras de fitas dupla, sendo mediada possivelmente pelo complexo MRN
(Mre11-Rad50-NBS1) que atua na ressecgao durante o reparo de quebra de fitas
dupla (BRANZEI; FOIANI, 2008; SMITH et al., 2010). Uma vez ativada, ATM leva
a fosforilacdo de CHK2, DNA-PK’s, AKT’s dentre outras proteinas, que também
causam a fosforilagao e ativacao e varias outras transdutoras e efetoras do sinal.
Considerando trabalhos de protedmica, mais de 1000 proteinas se relacionam
direta ou indiretamente com ATM, englobando alteragdes em mais de 15 vias de
metabolismo distintas (MU et al., 2007; SHILOH; ZIV, 2013). Dentre estas vias,
além das de reparo e controle de metabolismo celular, encontram-se vias de

sintese de proteina, de mMRNAs, metabolismo energético e vias de morte celular.

A localizacdo de ATR nos locais de dano se da em reconhecimento a
filamentos de fita simples ligados a RPA no DNA (RPA-ssDNA (SALDIVAR,;
CORTEZ; CIMPRICH, 2017). O reconhecimento de filamentos de RPA-ssDNA
para ativagdo de ATR envolve também a proteina ATRIP (do inglés ATR-
interacting protein) e o complexo 9-1-1 (CIMPRICH; CORTEZ, 2008). Outras
proteinas também sao associadas com a ativagao e sinalizacdo de ATR, como
TOPBP1 (SALDIVAR; CORTEZ; CIMPRICH, 2017), mas ja & descrito que a
estrutura primaria que ativa esta via sao filamentos de fita simples associados a
RPA, situagdo que pode emergir por problemas de transcricdo causados por
dano ao DNA, ressecc¢ao da fita de DNA em locais de quebra dupla e problemas
de replicagédo (SMITH et al., 2010). Assim como na ativagcdo de ATM, as
modificagdes causadas pela ativagao de ATR sao diversas e englobam varias

vias distintas de metabolismo.

A complexidade das vias de resposta ao dano ao DNA ¢ alta e, apesar de
didatica a separacdo, elas atuam em conjunto. E descrito, por exemplo, que
durante a resposta a quebras de fita dupla ocorre uma troca entre a sinalizagéo
de ATM e ATR, devido a acao das enzimas de resseccdo do complexo MRN,
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Exo1, CtIP e BLM (SAHA; WANG; CUCINOTTA, 2013). Ja foi descrito também
que ceélulas humanas de origem tecidual diferente também possuem
idiossincrasias na ativacao da resposta ao dano ao DNA. Os tipos de estrutura
encontradas no DNA, a fase do ciclo celular e o tipo de lesdo geradas também
sao fatores na escolha da via de resposta ao dano de DNA (BRANZEI; FOIANI,
2008).

Uma proteina central na resposta decorrente da sinalizacdo de ambas
proteinas é o fator de transcrigao p53 (DITCH; PAULL, 2012; SIDDIK, 2003). Em
T. cruzi esta proteina esta ausente e, embora o parasita possua varios pontos
da via de resposta de dano ao DNA em comum com eucariotos superiores, nao
se sabe quais proteinas teriam funcdo semelhante a de p53. Sabe-se que frente
a danos que estao relacionados com parada de transcricdo o parasito é capaz
de sinalizar para a morte (MENDES, 2015). Em T. cruzi a modulag&o dos niveis
de RNA em resposta a outro tipo de dano, a radiacdo ionizante, consiste em
reducao de RNA'’s relacionados ao metabolismo energético (GRYNBERG et al.,
2012), em um perfil de resposta que se assemelha com o encontrado em
leveduras (CAGNEY et al., 2006; TKACH et al., 2012).

1.4. Vias de reparo do DNA mitocondrial

Ao passo que as principais vias de reparo de DNA no nucleo ja foram bem
descritas, ndo se tem certeza ainda da presenga ou auséncia de todas estas na
manutencdo do DNA mitocondrial. Devido a presenca de ROS e outros fatores
ainda sendo estudados, sabe-se que a taxa de divergéncia entre duas
sequéncias de DNA mitocondrial em células de mamiferos € 10 vezes maior que
a mesma taxa quando sdo comparadas sequéncias do DNA nuclear (HOWELL,
1998). Apesar de discussdes acerca destes valores, € consenso que processos
do metabolismo do mtDNA sdo especificos e, portanto, ocasionam
consequéncias distintas daqueles observados no nucleo celular. As regides de
inicio de transcricdo e replicagdo (D-loop) da mitocéndria de células de
mamiferos, por exemplo, ja foram descritas como tendo uma frequéncia de
mutacédo superior em 100 vezes aquela encontradas em regides de mesma
fungdo nos nucleos celulares (BIANCHI; BIANCHI; RICHARD, 2001).
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A principio, 0 genoma mitocondrial esta sujeito aos mesmos tipos e fontes
de lesdo que o genoma nuclear de qualquer célula. Na maioria dos organismos,
porém, a presenca de varias mitocondrias faz com que nem sempre seja facil se
determinar os efeitos de danos ao DNA mitocondrial, a ndo ser que varias
mitocdndrias apresentem problemas ao mesmo tempo. E especulado, porém,
que falhas graves no funcionamento mitocondrial seriam inviaveis para a maioria
dos organismos (ALEXEYEV et al., 2013; COPELAND; LONGLEY, 2014;
HUANG, YALING; LI, 2013). Todavia, algumas fontes de dano merecem maior
consideragdo na analise da mutagénese mitocondrial. A prépria funcgéo
mitocondrial, que acarreta na proximidade fisica do mtDNA com a membrana
interna da mitocdndria, faz com que uma das principais fontes de dano a
molécula seja a agdo de ROS. Isso, junto a trabalhos classicos que demonstram
a auséncia de vias de reparo para lidar com danos causados por UV e cisplatina
(Figura 10) (CLAYTON; DODA; FRIEDBERG, 1974; PASCUCCI et al., 1997;
PODRATZ et al., 2011; TREMEAU-BRAVARD et al., 2004), é refletido na grande
maioria dos artigos que visa entender o BER e as respostas ao estresse oxidativo
provenientes da organela. Além dos danos oxidativos, as principais fontes
descritas de danos ao mtDNA sdo agentes alquilantes, formacado de adutos e
intermediarios de replicagdo que impedem a progressao de polimerases, erros
de pareamento, quebras de fita dupla e simples e danos provenientes da atuacao
de enzimas do metabolismo celular (ALEXEYEV et al., 2013).
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Figura 10 - Danos relacionados ao NER néao sao reparados em mitocdndrias de
mamiferos —. A) Medi¢do dos niveis de CPD e 6-4 PP, produtos da exposicdo do DNA
a radiacado UV, em fibroblastos humanos normais e deficientes para o gene XPC. Apds
24 horas, as duas linhagens apresentam niveis altos de lesdes no DNA mitocondrial
(Adaptado de Pascucci, 1997). B) Determinagao do nivel de dano no DNA mitocondrial
de neurdnios humanos apds tratamento com cisplatina utilizando a técnica de PCR de
fragmento longo. Mesmo apds periodos tdo longos quanto 144 horas é possivel observar
que a amplificagdo de fragmentos grandes € menor em comparagédo com a amplificacéo

de fragmentos curtos, indicando a persisténcia dos danos no DNA mitocondrial apds este
tempo.

Apesar da auséncia clara da fungdo do NER na manutencdo da
mitocdndria, ja foram descritas diversas proteinas tanto desta via, quanto de
outras, atuando em fungdes ndo-candnicas. Em diversos organismos ja foram
descritas a reversao direta, o reparo por erros de pareamento, processos de
recombinacdo homodloga e jungcdo ndo homodloga e principalmente o BER
(ALEXEYEV et al., 2013; HOLT, 2009). A falta do NER na mitocéndria, porém,
nao implica que suas proteinas ndo se relacionam com a organela.
Recentemente alguns trabalhos descreveram proteinas desta via de reparo

atuando em fungdes metabdlicas que talvez ndo sejam diretamente o reparo de
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DNA, mas que claramente alteram o metabolismo mitocondrial normal (MORI et
al., 2017).

Em Trypanosoma cruzi, nosso grupo ja descreveu algumas proteinas e
fendtipos relacionados com o reparo do kDNA. Para diversos agentes
genotoéxicos, foi comprovada que existe uma cinética de reparo distinta entre
nucleo e cinetoplasto, comprovando que a célula consegue lidar com danos ao
kDNA. A partir da quantificagdo do numero de lesées no nucleo e na mitocondria,
foi demonstrado que, para danos provenientes da exposicdo ao peroxido de
hidrogénio o numero de lesbes no nucleo e na mitocéndria e sua cinética de

reparo séo distintos (RAJAO, 2011). Estes resultados estdo na Figura 11.

Foram também colocalizadas nos sitios antipodais do parasito proteinas
importantes para a resposta ao estresse oxidativo, como homélogos de MutY e
OGG1, que fazem parte do sistema GO, especifico para lidar com a presenca de
8-oxoguanina (8oxoG) no DNA. A proteina TcOGG1, quando superexpressa,
reduz os niveis de dano e de 8oxoG no kDNA do parasito (FURTADO et al.,
2012). Os estudos com TcMYH demonstraram que ela também se localiza nos
sitios antipodais do kKDNA do parasito (KUNRATH-LIMA, 2013).

Além de proteinas responsaveis por remog¢ao de bases danificadas, hosso
grupo também demonstrou a existéncia de diversas DNA polimerases no
cinetoplasto de T. cruzi. A analise do genoma do parasito demonstrou que ele
possui duas copias de homodlogos para a DNA polimerase K, sendo que em uma
destas copias se encontra um possivel sinal de enderecamento mitocondrial.
Esta codpia foi localizada como presente nos sitios antipodais do cinetoplasto e
que ela é capaz de polimerizar em intermediarios semelhantes aos encontrados
durante quebras de fita dupla in vitro (RAJAO et al., 2009). Outras duas
polimerases que também foram localizadas na mitocéndria foram as polimerases
B e B-PAK. Estas duas DNA polimerases estdo associadas com a replicagao da
organela e a resposta a lesdes oxidativas que surjam no kDNA. Pol B-PAK é
capaz de fazer a sintese translesao frente a 8oxoG presente no kDNA, ao passo
que as duas possuem atividade de DRP-liase (sdo capazes de limpar sitos

abasicos presentes no DNA) e reduzem a quantidade de 8oxoG no kDNA de
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parasitos quando superexpressas (LOPES et al., 2008; SCHAMBER-REIS et al.,
2012).

A analise da cinética de reparo de T. cruzi frente a diversos agentes
genotdéxicos demonstrou que a cinética de reparo é depende do tipo de dano
gerado (Figura 11). Chama a atencéo que, ao contrario de outros organismos, o
ensaio demonstrou claramente que houve reparo no cinetoplasto de T. cruzi
apo6s danos gerados com cisplatina e radiagdo UV. Quando expostas a
cisplatina, as células apresentam uma cinética similar entre o nucleo e o
cinetoplasto (uma diminui¢cdo rapida no numero de lesdes apdés 1 hora). Um
fendtipo semelhante (com relagado a um rapido reparo) foi visto também quando
as células foram tratadas com MMS: uma queda acentuada no numero de lesdes
no nucleo e no cinteoplasto apds uma hora. Porém, ao contrario do cinetoplasto,
0 nucleo possui um aumento no numero de lesdes apos cinco horas, para s6
entdo seguir a dindmica de queda (RAJAO, 2011), o que pode sugerir que mais
de uma via de reparo esteja envolvido na resolugdo deste dano, ja que este
parasito ndo possui a enzima AAG glicosilase, enzima do BER descrita como
responsavel pela resolugdo de danos gerados por MMS (CHEN, J. et al., 1989;
SOBOL et al., 2000). Esta enzima se localiza na mitocondria de mamiferos, mas
ainda faltam detalhes sobre como este reparo ocorre na mitocondria (LOON;
SAMSON, 2013). Outro fato interessante foi a demonstragdo de que, para
radiacao UV existe um decréscimo nos niveis de dano nas primeiras 24 horas,
uma demonstracdo de que, ao contrario de estudos com células humanas, T.

cruzi consegue lidar e reparar os danos de UV gerados em seu cinetoplasto.

Estes resultados sugerem entdo que existem sim vias de reparo
associadas ao cinetoplasto de T. cruzi, além de diferencas na cinética entre o
reparo nuclear e mitocondrial de danos ao DNA. Desta forma, o principal objetivo
deste trabalho é estudar proteinas que podem estar associadas ao cinetoplasto
de T. cruzi realizando reparo de lesdes geradas no kKDNA. Para tal, estudamos
um gene ja associado ao reparo por excisdo de bases e atuante na resposta ao
estresse oxidativo (TcCMYH) e um gene associado com o metabolismo do DNA
mitocondrial em T. cruzi (TcKAP7). Foram analisadas a sobrevivéncia e
crescimento de células mutantes para estas proteinas e a cinética de reparo

destes mutantes com relagéo a cepa selvagem. Além disso, investigamos as vias

42



de morte apos estresse genotdoxico na cepa mutante de TcKAP7, e também
analisamos os fendtipos de um mutante para esta proteina em outro membro da

ordem Kinetoplastida, o organismo Angomonas deanei.
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Figura 11 - Cinética de reparo de lesdes no DNA nuclear e no DNA mitocondrial em T. cruzi
— Ensaios de qPCR investigando a cinética de reparo frente a exposi¢cao por MMS (A), cisplatina
(B) e radiacao ultravioleta (C). Como mostrado na figura, para estes trés tipos de dano, o parasito
€ capaz de reparar o genoma mitocondrial e nuclear, ainda que com eficiéncias distintas para
cada um dos tratamentos (Rajéo, 2011).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

e Identificar e caracterizar proteinas de vias de reparo que possam estar
envolvidas com a manutengcdo do DNA mitocondrial em Trypanosoma

cruzi.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar a resposta de parasitos nocaute, heminocaute e
superexpressor de TcKAP7 apds exposig¢ao a peroxido de hidrogénio, Mt-
OX, cisplatina e radiacao ultravioleta

e Caracterizar a resposta de parasitos superexpressores para 0 gene
TcMYH apo6s exposicéo a peroxido de hidrogénio e Mt-OX

¢ Quantificar o numero de lesdes por 10Kb nos parasitos apds os
tratamentos e determinar alteragdes na cinética de reparo através do
ensaio de Long Range qPCR

e Investigar a cinética de expressdo de TcKAP7 apods tratamento com
agentes genotodxicos

e Investigar o tipo de morte em células selvagens e nocaute para TcKAP7
antes e apds tratamentos com agentes genotdxicos através de
microscopia eletrénica de varredura

e Estudar de forma comparativa a fungdo de AdKAP7 em Angomonas
deanei, em células mutantes para o gene apés o tratamento com agentes
genotoéxicos

e Quantificar o numero de danos e avaliar a morfologia celular através de

microscopia eletrénica de varredura nestes parasitos
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3. Materiais e Métodos

3.1. Cultivo de células

As culturas foram mantidas a 28°C por passagem regulares em meio LIT
(0,5% de liver digested neutralized, 0,5% de bactotriptona, 0,2% de dextrose,
0,4% de NaCl, 0,04% de KCL, 0,8% de Na:HPOs, 20 pg.mL", pH 7,4),
esterilizado por autoclavacao e suplementado com 10% de soro fetal bovino. Ao
meio também foram acrescentados penicilina (100 U.mL-") e estreptomicina (100

ug.mL") e os respectivos antibiéticos de selegao.

3.2. Analise das sequéncias

As sequéncias dos genes em estudo foram recuperadas do banco de dados
Trytripdb (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) através do programa BLAST, utilizando o
algoritmo BLASTp (ALTSCHUL et al., 1990). A busca por dominios nestas
proteinas foi feita utilizando a ferramenta online Pfam (FINN et al., 2014). O
alinhamento foi feito utilizando o software MultAlin (CORPET, 1988) e o software
BoxShade, versao 3.21 (HOFFMAN; BARON, 1992) para destacar os dominios
identificados na sequéncia da proteina TcKAP7. A predicdo de sequéncia
mitocondrial foi feita utilizando o software MitoProt (CLAROS; VINCENS, 1996).

3.3. Analise de potencial de membrana mitocondrial

A analise de alteracdo de potencial de membrana foi feita a partir do
ensaio de avaliagéo de integridade mitocondrial por DIOCs. Culturas de células
epimastigotas de T. cruzi, tanto da cepa selvagem quanto da cepa mutante para
TcKAP7, a uma concentragdo de 1x107 células/ml, foram centrifugadas e
lavadas em PBS 1X duas vezes. Estas amostras foram ressuspendidas em
solugao contendo DIOCs a uma concentracéo de 0,1uM e incubadas, protegidas
da luz, por 10 minutos. Estas células foram entdo centrifugadas em baixa rotagcéo
(130g) por 5 minutos, o sobrenadante descartado e novamente ressuspendidas
em PBS 1X. As amostras foram entdo submetidas a leitura em um citbmetro de
fluxo. A analise foi feita utilizando o software FlowJo: Flow Cytometry Analysis
Software VX 0.7 (Tree Star, Inc).
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3.4. Tratamentos genotoxicos

Afim de investigar qualquer possivel fungdo das células com vias de
reparo, foram utilizados diversos agentes genotéxicos e analisados os fenétipos
destas células. Todos os experimentos abaixo foram feitos em triplicata técnica
e biolégica e as contagens foram feitas em uma cémara citométrica, usando

corante vital eritrosina para diferenciar células vivas e mortas.

3.4.1. Tratamento com peroxido de hidrogénio

Para o tratamento com peroxido de hidrogénio, 5ml de cultura, na
concentragdo de 1 x 107 células/ml (inicio da fase log de crescimento) foram
tratadas com 150uM e 300uM de perdxido de hidrogénio em meio LIT (Liver
infusion-tryptose: 5g.L-', NaCl 4g.L-', bactotriptose 5g.L-', KCI 0,4g.L",
NaH2PO4 8g.L", dextrose 2g.L', hemin 0,2% 10ml em NaOH 0,05M)
suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina e estreptomicina. As células
foram deixadas em exposi¢do por meia hora e contadas logo apds isso e 24
horas depois. Quando necessario, o crescimento foi acompanhado até que as

células atingissem a fase estacionaria de crescimento.

3.4.2. Tratamento com Mt-OX

Afim de verificar o dano direcionado para a mitocdndria, foi utilizado o
reagente Mt-OX, cedido pelo Dr. Simon Wynosvki da Universidade de Toronto,
Canada. Este reagente € um composto que possui uma molécula capaz de gerar
um endoperoxido associada a um peptideo formado por aminoacidos catibnicos
e hidrofébicos de forma alternada. Este composto € capaz entdo de penetrar as
membranas mitocondriais e causar danos de forma especifica no mtDNA
(WISNOVSKY; JEAN; KELLEY, 2016). O tratamento das células com Mt-OX foi
feito utilizando as doses 8uM, 16uM e 32uM, utilizando o0 mesmo método do
tratamento com perdxido de hidrogénio e as células foram contadas logo apds e

acompanhadas a cada 24 horas.

3.4.3. Tratamento com metil metanossulfonato (MMS)
O tratamento com metil metanossulfonato foi feito utilizando-se 4mL de
cultura de cada cepa a uma concentracdo de 1x107 células/ml, em triplicata
biolégica. As culturas foram cultivadas com 1,5mM e 3mM da droga em questéo

por 1 hora em meio LIT complementado com soro fetal bovino 10% em tubos
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falcon a 28°C. Ap6s uma hora as células foram entdo lavadas duas vezes, sendo
ressuspendidas em PBS1x estéril (PBS 10X - 0.15M KCI, pH 7,2, 0,003M
KH2PO4, 0,092M Na2HPO4, 0,15M NaCl) e centrifugadas a 5.000 rpom por 10
minutos. As células foram entado ressuspendidas em meio LIT e entdo colocadas
em placas de 24 pocos, em triplicata técnica contendo 1mL por poco. As células
foram entdo cultivadas a 28°C e contadas nos tempos indicados nos graficos

para acompanhamento do crescimento.

3.4.4. Tratamento com berenil

O tratamento com berenil foi feito utilizando-se 5mL de cultura de cada
cepa a uma concentracao inicial de 1x107céls/ml. Os parasitos foram expostos a
25uM e 50uM da droga por 24 horas. As células foram ent&o distribuidas em
placas de 24 pogos (1mL por pogo) e seu crescimento acompanhado a cada 24

horas. Os experimentos foram feitos em ftriplicata.

3.4.5. Tratamento com radiagao UV

Para o tratamento com radiagdo ultravioleta, 5SmL de células em fase
exponencial de crescimento (1 x107 células/ml) foram colocadas em uma
camada fina sobre uma placa de Petri e expostas a luz ultravioleta, no
equipamento Stratalinker® UV Crosslinker (Stratagene), sob as doses de 500
ud/m2, 750 pd/m? e 1500 pJd/m2. Depois de irradiadas, as células foram contadas
imediatamente e cada 24h até atingirem a fase estacionaria de crescimento. Os
experimentos foram realizados em placas de 24 pocos, em triplicatas com 1mL
de células por poco, e as células foram mantidas a 28°C durante o periodo do

experimento.

3.4.6. Tratamento com cisplatina

Os ensaios de exposicao a cisplatina foram feitos em placas de 24 pocos.
Células de cada cultura em fase exponencial de crescimento (1 x107 células/ml)
foram centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos. Cada cultura foi ressuspensa
em PBS 1X estéril, que foram distribuidos em tubos do tipo Falcon, 5 ml por tubo.
No tratamento com cisplatina, volumes suficientes de uma solugcao estoque
dessa droga (50mM de cisplatina dissolvida em dimetilformamida) foram
adicionados as células ressuspendidas, de modo a obter as concentragdes finais

de 100uM e 150uM e 300uM desse agente. Em seguida, as células foram
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incubadas por 1 hora, centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos, e
ressuspendidas em meio LIT suplementado com soro fetal bovino 10%,
penicilina e estreptomicina e distribuidas em placas de 24 pocgos, cada poco
contendo 1mL de cultura. As placas foram vedadas e incubadas a 28°C durante
o periodo do experimento. As células vivas foram contadas imediatamente apds

o tratamento e a cada 24h.

3.5. Quantificagdo do numero de danos ao DNA

3.5.1. Extracao de DNA

A extracdo do DNA total dos parasitos foi realizada através do kit Blood &
Cell Culture DNA Mini Kit (Qiagen), através do protocolo adaptado para extragao
de DNA em tecidos, fornecido pelo fabricante. Este kit permite a purificacdo de
longos fragmentos de DNA (de até 150 kb) sem o uso de fenol ou cloroférmio
(que danificam o DNA), possibilitando uma posterior amplificagcdo de longos
trechos de DNA. Apos a eluicdo do DNA, foi feita a precipitacdo em isopropanol
incubando os tubos a -80°C por 2 horas. As amostras foram entdo lavadas com
etanol 70 por duas vezes e entdo deixadas por 2 dias 4°C em 50uL de TE (1mM
de EDTA pH 8,0; 10mM de Tris-HCI pH 8,0). Os DNA’s foram extraidos nos
tempos relativos a cada curva e que foram determinados apds a analise de

sobrevivéncia e crescimento dos parasitos.

ApoOs a extragdo de DNA, as amostras tiveram suas concentragdes
acertadas para 3ng/uL a partir de fluorimetria. A primeira dosagem e dilui¢cao foi
feita utilizando-se o espectrofotdmetro Thermo Scientific NanoDrop2000. Em
seguida, foi realizada uma dosagem precisa dessas amostras diluidas fazendo
uma curva padrdo com o padrao Lambda DNA/Hind IlI (Invitrogen), usando o
corante especifico para DNA dupla fita, Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay
(ThermoFisher). A leitura da curva padrao foi obtida no fluorimetro de placa
Synergy 2 (Biotek) do laboratério Multiusuarios do departamento de Bioquimica
e Imunologia, através da leitura dos picos de fluorescéncia na regido do espectro
entre 505 e 525nm. As amostras diluidas tiveram sua concentragao corrigida —
diluindo ou concentrando — de forma que a diferenca de concentragao entre a

amostra mais concentrada e a menos concentrada fosse menor que 5%.
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3.5.2. Amplificagao por qPCR e analise

Para a quantificacdo do grau de lesbes em cada uma das cepas
estudadas (selvagens e modificadas) foi utilizada a técnica de qPCR a partir da
detecgdo da progressdo de uma DNA polimerase na amplificagdo de um
fragmento longo (de cerca de 10kb) apds o tratamento genotoxico. Para efeito
de comparacao sao amplificados DNA’s de cada uma das cepas tratadas e nao
tratadas, além de um controle interno de amplificacdo de um fragmento pequeno
(de cerca 250pb). Os primers utilizados estado na (Tabela 1). Em CL Brener para
a amplificagdo do fragmento nuclear longo foram utilizados os primers 1 e 2; a
amplificagdo que corresponde ao fragmento longo da regido codificadora
mitocondrial foi feita com os primers 4 e 5; como se espera que a frequéncia de
mutagcdes em uma regidao pequena do DNA seja muito mais baixa que a de um
fragmento longo foi utilizada uma regido de 250pb para normalizar as reagoes,
que foi amplificada com os primers 1 e 3, para o nucleo, e 4 e 6 para a
mitocéndria. No caso da cepa Dm28c e de seus mutantes, foram utilizados
primers especificos. Para o fragmento mitocondrial longo foram usados os
iniciadores 7 e 8 e para o fragmento mitocondrial curto os inciadores 7 e 9. No
caso da analise do numero de lesdes em A. deanei foram utilizados primers para
a regiao mitocondrial apenas. Neste caso foram usados os iniciadores 10 e 11
para o fragmento mitocondrial longo e 10 e 12 para o fragmento mitocondrial

curto.

Tabela 1 - Lista de iniciadores para T. cruzi utilizados no trabalho

Primer Nome Sequéncia
1 QPCRNuc2F GCACACGGCTGCGAGTGACCATTCAACTTT
2 QPCRNuc2R CCTCGCACATTTCTACCTTCAATGCCTGC
3 QPCRNuc2Int TCGAGCAAGCTGACACTCGATGCAACCAAAG
4 QPCRMIitF TTTTATTTGGGGGAGAACGGAGCG
5 QPCRMIitR TTGAAACTGCTTTCCCCAAACGCC
6 QPCRMitInt CGCTCTGCCCCCATAAAAAACCTT
7 Dm28cMitF CTGAATGAAAATGCAAGTGGATAACTTATGATG
8 Dm28cMitR CCATGTAATACCCCACATAACTCGC
9 Dm28cMitl TTT ATATCT TAATCC GCG CGC GC
10 AngoMitF GAGATAGTAGGGCTTAACTTTGGGCA
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11 AngoMit GTATTTACCAGAAATCCCTCAAAAAAATCCC
12 AngoMitl CCCATAGCTCTCTAGTGCGAAT

Todas as reagdes foram realizadas utilizando-se o kit Kappa LongRange
Hotstart PCR, com as concentragdes indicadas pelo fabricante. As amplificagdes
sdo feitas de forma que sejam interrompidas em um numero de ciclos que
corresponda ao meio da fase exponencial (utilizando-se uma reag¢ao contendo
50% e 100% do DNA nao-tratado como controle para a reagdo). Sé&o
consideradas validas reagdes cuja razdo entre a amostra com 50% de DNA e a
de 100% de DNA correspondam a uma amplificacdo entre 40% e 60%. O
programa utilizado para a amplificagcdo se encontra na Tabela 2. Apds a
amplificagdo, a quantificacdo do numero de moléculas amplificadas foi feita
também por fluorimetria, seguindo o mesmo protocolo ja explicado

anteriormente.

Tabela 2 - Programas utilizados para amplificagdao dos fragmentos longos e curtos para a gPCR

Fragmento longo Fragmento curto
94 1 minuto 94 1 minuto
94 15 segundos 94 15 segundos
23 ciclos (T. cruzi) i 22 ciclos (T. cruzi)
68 12 minutos 68 45 segundos
22 ciclos (A. deanei) 20 ciclos (A. deanei)
72 10 minutos 72 10 minutos
4 indefinidamente 4  indefinidamente

A analise do numero de lesdes foi feita comparando-se a amplificagdo dos
fragmentos longos de amostras tratadas e ndo tratadas. Primeiramente é feita
uma reagao de “branco” para descontar o meio no qual os reagentes estdo (uma
reacao sem DNA molde). Apds isto os valores obtidos sdo normalizados de
acordo com o fragmento interno de cada regido sendo analisada, utilizando-se
seu respectivo fragmento curto. Se obtém assim uma amplificagdo relativa
(tratado\ndo-tratado) para cada cepa e condi¢do analisada. A estimativa de
numero de lesdes por 10kb se obtém apds a aplicagado da férmula —Ln, ja que o

aparecimento de lesdes no DNA segue a distribuicdo de Poisson. Sao feitas
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medidas e reacdes em duplicata e a média destes valores é utilizada para esta
estimativa. Para todos os calculos foram montadas planilhas utilizando-se o
programa Microsoft Excel®.

3.5.3. Quantificacao do numero de sitios AP no DNA

total de T. cruzi

Para a quantificagao do numero de sitios AP foram utilizados amostras de
DNA total extraidas como ja descrito anteriormente. DNA de culturas tratadas
com 100uM de H202 foram extraidas nos tempos logo apds o inicio do
tratamento, 30 minutos, 1 hora, 6 horas, 10 horas e 24 horas depois do
tratamento. O numero de sitios AP foi quantificado utilizando-se o kit Abcam DNA
Damage — AP sites — Assay (ab65353) seguindo o protocolo do fabricante. O kit
se baseia em um reagente chamado ARP (Aldehyde Reactive Probe) que esta
ligado a uma biotina. O ARP é capaz de interagir com o anel aberto de um sitio
AP (resultante da atividade de liase de algumas proteinas que deixa uma
pentose aberta na molécula de DNA). O DNA extraido foi exposto ao ARP, que
se liga a estes sitios AP e faz a marcagéo indireta destes com biotina. Apds isso
se utiliza um ensaio de avidina-biotina, que depois € revelado, por colorimetria,
utilizando o reagente HRP developer. A leitura do numero de sitios AP foi feita
no espectrdmetro iMark Microplate Reader (Bio-Rad) a partir da leitura da OD
(450nm) entre a cepa selvagem e a cepa superexpressora de TcMYH. O ensaio

foi feito em triplicata biolégica e técnica.

3.6. Extracao de proteinas e Western Blotting

Populacdes de células na concentragéo de 1x107-céls/ml foram tratados
com o respectivo agente genotoxico da forma descrita acima. Um total de 1x108
células foram centrifugadas apos o tratamento com cada agente genotdxico nos
tempos logo apos o término do tratamento, 1 hora depois, 4 horas depois, 24
horas depois e 48 horas depois. As células centrifugadas, foram ressuspendidas
em tampao de lise 1x (100mM de Tris-HCI pH 6,8, 4% de SDS, 0,2% de azul de
bromofenol, 20% de glicerol, 200mM de DTT) e fervidas por 5 minutos. Por fim
as células sofreram lise celular por sonicacdo (5 ciclos de 20 segundos ON ,
intercalados por 5 ciclos de 20 segundos OFF) e as amostras foram guardadas
a -20°C.
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As amostras foram entdo quantificadas utilizando-se o reagente de
Bradford em leitura no espectrémetro iMark Microplate Reader (Bio-Rad) em
leitura no espectrofotémetro a 595nM. 20uL de cada amostra foi diluido em uma
solugao de 180uL contendo e 50uL de reagente de Bradford (Dilui¢ao 1:4). Como
curva padrao foi feita uma diluicdo seriada de BSA de concentracdo conhecida
de 10mg/ml a 0,625mg/ml. Apds a quantificagdo com a curva padrdo, a
concentracdo de cada amostra foi estimada. Cada amostra foi dosada em

triplicata técnica e 20ug de cada amostra foram aplicadas no gel.

As amostras foram aplicadas em um gel SDS de poliacrilamida de 15% e
a corrida foi feita a 120V por 2 horas em tampéo de Tris-glicina (25 mM de Tris,
250 mM de glicina pH8,3 e 0,1% de SDS). Apds a corrida o gel foi incubado em
tampéao de transferéncia (30 mM de glicina, 48 mM de Tris, 0,037% de SDS e
20% de metanol) e a membrana de polivinidileno (PVDF GE Healthcare
Amersham) foi ativada em metanol por 3 minutos. As amostras foram entao
transferidas usando o aparelho Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad) em um sistema semi-seco por 1 hora a 300mA. Apds isso as membranas
foram bloqueadas com solugao de leite em p6 4%, lavadas em solugéo de TBST
1x (150 mM NaCl, 20 mM de Tris pH 7,5 e 0,1% Tween 20) e incubadas overnight
com o anticorpo primario anti-TcKAP7 (1:2000), produzido e cedido pelo
professor Dr. Sténio Fragoso, ou anticorpo monoclonal anti-alpha tubulina
(Invitrogen — 1:10000), ambos em solugao de leite em p6 4%. Apos a incubagéo
do anticorpo primario a membrana foi novamente lavada com PBST 1x e as
amostras foram incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(anti-mouse Igg Sigma Immuno Chemicals) na concentragéo de 1:10000 por 1

hora.

3.7. Imunofluorescéncia

Foram coletadas aproximadamente 1x107 células para cada analise.
Estas células foram centrifugadas e lavadas uma vez em PBS 3x. Apos a
lavagem, as células foram incubadas por 10 minutos em uma lamina de 8 pogos
(Tekdom), previamente coberta com Poly-L-lisina (Sigma Aldrich). Os parasitos
foram ent&o fixados, por 15 min, em solu¢cado de PBS 1x contendo 4% (v/v) de
para-formaldeido. Os pogos foram em seguida lavados cinco vezes com PBS 1x
e as laminas foram montadas com o meio de montagem VECTASHIELD,
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contendo DAPI a 1,5 pyg.ml-1 (Vector Laboratories). Na sequéncia, as laminas
foram examinadas e as imagens capturadas, utilizando-se um microscopio de
fluorescéncia ApoTome.2 (Zeiss). As imagens foram analisadas utilizando o
software ZenBlue 2.5 (Zeiss Software) e montadas no programa Adobe
Photoshop (Adobe Systems).

3.8. Ensaio de Anexina e lodeto de propideo

Ap0s o tratamento com o respectivo agente genotoxico, 1mL de células a
uma concentracao inicial de 1x107células/ml foram distribuidas em microtubos
de 1,5mL. Células foram entdo submetidas a centrifugagcéo por 10 min a 3000
rom e posteriormente retirado o meio de cultivo por aspiracéo. O pellet foi lavado
duas vezes em 500 yL de meio PBS estéril, por 10 min a 3000 rpm para cada
lavagem. O pellet foi suspendido em 100 yL de tampao de reacdo (Thermo
Scientific®), transferidos para tubos especificos para citdmetro e adicionado 1
ML de anexina V e 1 uL de iodeto de propideo. Os tubos foram armazenados por
10 min a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Posteriormente foi pipetado
400 pL do mesmo tampéao de reacgao e efetuado a leitura em citdmetro. Os dados
foram analisados no software FlowJo: Flow Cytometry Analysis Software VX 0.7

(Tree Star, Inc).

3.9. Microscopia eletronica de varredura

Os parasitos foram fixados em glutaraldeido tipo Il (Sigma) 2,5% diluido
em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2 e depositados em laminulas previamente
cobertas com poli-L-lisina. As amostras foram entdo lavadas em PBS, pH 7,2 e
pos-fixadas por 1h em solugdo contendo tetroxido de 6smio (OsO4) 1% diluido
em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,2. Em seguida, as amostras foram lavadas em
agua, desidratadas em graus crescentes de etanol (50%, 70%, 90% e 2x 100%
- por 10 minutos em cada etapa). A secagem foi feita no aparelho de ponto
critico Leica EM CPDO030, evitando-se assim a deformacdo da amostra pelo
efeito da tensao superficial. As laminulas contendo as células foram aderidas em
porta-objetos de aluminio através de uma fita de carbono. Em seguida, as
amostras foram metalizadas através do recobrimento com ouro no equipamento
Balzers FL9496 e entdo observadas ao microscopio eletrénico de varredura
(Quanta 250 FEI Company ) operando a 15 kV.
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3.10. Analise estatistica

Todas as anadlises estatisticas foram feitas utilizando o programa
GraphPad Prism v7.04 (GraphPad Softwares, Inc.). Nas analises das curvas de
sobrevivéncia e de crescimento foi utilizado o teste T n&o-pareado, ponto a
ponto, assumindo distribuigdo normal e variancia igual. A sobrevivéncia foi
calculada considerando como 100% o numero de células de uma determinada
cepa sem tratamento e comparando o valor do numero de células daquela
mesma cepa apos tratamento. O mesmo teste também foi utilizado na
comparacgao de pontos dos resultados da analise de gPCR, com a comparagao
sendo feita entre as células mutantes e seus respectivos controles. Os graficos
sao de um experimento representativo e os dados foram apresentados como

meédia * desvio padrao de uma triplicata técnica.
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4. Resultados

41. TcMYH

4.1.1. Analise da sequéncia

A proteina TcMYH (o homdlogo de MutY em Trypanosoma cruzi), teve

sua sequéncia e estrutura analisada em busca de pistas sobre sua fungao

celular. A busca por dominios na sequéncia de TcMYH, revelou a presenca de

dois dominios principais de TcMYH: o dominio HhH GPD da superfamilia do

BER; o dominio NUDIX, que é caracteristico de algumas hidrolases e

glicosilases, também caracteristico de determinadas proteinas envolvidas com o

reparo de DNA (Figura 12). Dentro do dominio HhH GPD, os motivos

identificados sdo todos caracteristicos de proteinas de reparo de DNA

relacionados com a geracao, identificacdo ou metabolismo de sitios apurinicos

e apirimidinicos (AP) na molécula de DNA, como os motivos Endo3c (condizente

com a fungao esperada de TcMYH) e os motivos hélice-grampo-hélice, presente

em algumas proteinas

MutY (Esmeraldao)

MutY (Esmeraldo)

MutY (Esmeraldo) lll|GAEYVMKHFNGKLPVTAVELQQIPGIGPYTAAAISSICFGEKVASVDGHVVRVIT

de reparo e que auxiliam na ligagdo do DNA.

jlMIVE L YRAVOKAT TEWFHINEKRDLPWRQSFSSTDVLGTT IGANDCMRNPYHVWVC
Dominio HhH GPD superfamily BER

SIS VMSQOTQMGTVISYFQRWVSIFPTVAVLAEASEESVKTAWSGLGYYRRALYLKE]

MutY (Esmeraldo) 166IRLRCEFEVDPKAAKTIKAVRQWAQELMDEGPCENPGAFNEGLMKIGSSVCKPSGR

AR G Of3 S =N K () BN N [ CE . C PL.ORFCKSYAAKARGDIEATEGVIPLRS IAAKKKKEIVISVIHEFRYGC|
Dominio NUDIX

MutY (Esmeraldo) 276

JrAN i O OFh (=S =N ke oD I N N G AVRY LGSVRHIFSHIDMEVLIYYALWKSPKPYPGTDDVGIKLKETDSYINEE

MutY (Esmeraldo)

NESLMEKRFVVIQRPEGGLLGGMLEFPSTTYGSSYDTIPIEEKAVLNS LKKLDA

AVCASLVKGLAVSPSRIFVKTEEEIRNSSATRLLLEKIFQKLLLAEKSKRKLESMS)

MutY (Esmeraldo) EXSIN T WENTL.RKTGDK

Figura 12 - Sequéncia de TcMYH e seus dominios — Sequéncia do alelo Esmeraldo

de TcMYH esta apresentada na figura. Nao foi possivel analisar a sequéncia do alelo

Nao-Esmeraldo de TcMYH pois faltam informagbes sobre a por¢do N-terminal da
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proteina, impossibilitando a localizagdo dos dominios. Em verde: o principal dominio
da proteina TcMYH (HhH GPD da superfamilia do BER); em vermelho: dominio

NUDIX, caracteristicos de hidrolases e glicosilases envolvidas com o BER.

Durante a caracterizagao desta proteina ja foi descrito que sua localizagao
€ ubiqua e compreende tanto o nucleo quanto o cinetoplasto da célula
(KUNRATH-LIMA, 2013). Porém, nao foram encontradas sequéncias de
localizagcdo mitocondrial classicas na analise da sequéncia de TcMYH. Utilizando
os softwares MITOPROT e MitoFates, ndo se obtém nenhuma predigao
significativa de localizag&o mitocondrial para a proteina (com valores de predigéao
sendo de 50,13% e 13,2% respectivamente). Além de TcMYH, nosso grupo ja
descreveu diversas proteinas que atuam na mitocéndria de T. cruzi. Ainda que
nos trabalhos tenha sido demonstrada a presenca destas proteinas no
cinetoplasto de T. cruzi, nao existe uma regiao consenso entre todas estas
proteinas identificada pelos softwares como sendo a sequéncia de localizagao
mitocondrial. Analisando a sequéncia dos genes Polk (RAJAO, et al, 2009), Polf,
PolB-PAK (LOPES, et al 2008), TcKAP7 (tanto da cepa CL Brener e da cepa
Dm28c), TcMYH e TcOGG1 (FURTADO, et al, 2012), o software MITOPROT
identifica apenas nas proteinas Polk, e TcKAP7 (para as duas cepas) um
fragmento que poderia ser o sitio de enderegamento mitocondrial. A comparagao
da regido entre estas trés proteinas, porém, n&o demonstra nenhuma
conservagao aparente (Figura 13). Isto poderia ser um indicio de que os sinais
classicos de localizagao mitocondrial em outros organismos talvez ndo sejam os
mesmos para T. cruzi ou que possa existir algum tipo de conformacéo

tridimensional que direcione estas proteinas a mitocondria.

Kappa iua CWARJSPA EHPP ——————————————————————————————————————

TcKap7 (CLBrener HN PBLP O ORI e e e e e e e e e e e e
TcKap7 (Dm28c) L IP.J\‘ WGGGSLVCGWMDGRIQTNATKNNNKKGLRRRTRRGK

Figura 13 - Alinhamento de possiveis sequéncias de enderegcamento em proteinas de T. cruzi —
Alinhamento predito de possiveis sequéncias de enderegamento mitocondrial de trés proteinas de cepas
distintas de T. cruzi. A proteina Kappa ja foi descrita na mitocondria de T. cruzi (RAJAO et al., 2009) assim
com a proteina TcKap7 da cepa Dm28c (MORINI, 2015). Nao existe conservagao aparente na sequéncia
de proteinas distintas direcionadas ao cinetoplasto de T. cruzi indicando que outros mecanismos podem

controlar este processo no parasito.
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4.1.2. Resposta ao estresse oxidativo

Ja foi demonstrado por nosso grupo que cepas superexpressoras para o
gene TcMYH possuem fenétipo de maior sensibilidade a agentes geradores de
estresse oxidativo, como o peroxido de hidrogénio (KUNRATH-LIMA, 2013).
Também foi descrito neste mesmo trabalho TcMYH n&o se localiza restritamente
no nucleo e, por isso, utilizamos o reagente Mt-OX para investigar um possivel
papel de TcMYH no cinetoplasto de T. cruzi. O grafico da Figura 14 demonstra
que, dependendo da dose analisada, a cepa superexpressora realmente possui
um fenotipo de maior sensibilidade quando comparado com a cepa selvagem.
Este fendtipo néo é visto com o aumento da dose do reagente, indicando que
existe a possibilidade de existir um limite para o numero de lesées gerados na
mitocdndria de T. cruzi. Nosso proximo passo foi entdo investigar qual a
extensdo dos danos gerados pelo reagente nesta cepa a partir do ensaio de
gPCR de fragmento longo e da quantificacdo do numero de sitios AP no DNA

total do parasito.

1001
B3 CL Brener
80- - B3 pRock_Muty

% de sobrevivéncia

EEThY | 32uM

IGuM 32uM

0h 24h

Figura 14 - Sobrevivéncia de TcMYH ao Mt-OX — Curva de sobrevivéncia
da cepa superexpressora de TcMYH e da cepa selvagem CL Brener ao
reagente Mt-OX. A sobrevivéncia foi calculada logo apds o fim do tratamento
de 30 miuntos e apds 24 horas do término do tratamento. A cepa
superexpressora de TcMYH possui uma sobrevivéncia menor a dose de
16uM de Mt-OX nos dois tempos analisados quando comparada com a
sobrevivéncia da cepa CL Brener. Nao existe diferengca entre a
sobrevivéncia das duas cepas, nos dois tempos analisados apds o
tratamento com a dose de 32uM do reagente. (*p<0,05 **p<0,01, teste t

student)
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4.1.3. Quantificagcao dos danos ao DNA

A proteina MutY é uma glicosilase bifuncional, capaz de gerar um sitio AP
apos o reconhecimento do pareamento errado entre uma 8-oxoG:A (MICHAELS;
MILLER, 1992). Para determinar se esta maior sensibilidade ao peroxido de
hidrogénio poderia estar relacionada com um maior numero de sitios AP no DNA
de T. cruzi, foi feita a quantificacéo utilizando-se o kit Abcam DNA Damage AP

sites Assay, como descrito anteriormente.

ApoOs a leitura da placa em um espectrofotdmetro, foi feita a quantificagcéo
relativa dos danos ao DNA da cepa superexpressora de TcMYH em comparacao
com o controle selvagem. Como mostrado na Figura 15, logo apés o tratamento,
e nos tempos de 30 minutos, 6 horas, 10 horas e 24 horas apds a exposi¢ao, o
numero de sitios AP presentes no DNA da cepa superexpressora € maior que o
controle selvagem. Esta cepa apresenta também um pico no numero de sitios
AP apds os primeiros 30 minutos de exposi¢ao, ao passo que O pico para cepa

selvagem é de 1 hora apds a exposi¢cao ao agente genotoxico.

A

0.25+ c [ CL Brener
S I B pROCK_TeMYH
: . W s 1

- a

= -

C 0,15-

=

o

= 0.10+

= b b

= b
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Figura 15 Quantificagdo do numero de sitios AP no DNA total da cepa TcMYH -
Quantificagdo do numero de sitios AP gerados na cepa superexpressora de TcMYH apos
exposicdo a 100uM de perdxido de hidrogénio. Em todos os tempos analisados,
excetuando-se 1 hora apds a exposicao, a cepa superexpressora possui niveis maiores de
sitios AP que a cepa selvagem CL Brener. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, One-Way
ANOVA com correcdo de Bonferroni; a= todos os pontos tempos de CL Brener sao
estatisticamente diferentes deste tempo; b = os pontos de 0,5h, 1h, 6h e 10h sao

estatisticamente diferentes destes pontos para o superexpressor; ¢ = todos os pontos de
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tempo, com excecao dos pontos de 6 e 10, s&o estatisticamente diferentes deste ponto para
a cepa superexpressora)

Estes resultados sugerem que a superexpressdo da proteina esta
causando a geragao de mais sitios AP no DNA do parasito, podendo causar um
desbalancgo da via de reparo associada (BER). O mesmo fenétipo foi observado
apos a realizagao do ensaio de qPCR para quantificar as lesées no DNA de T.
cruzi. Neste ensaio as cepas foram expostas a 100uM de perodxido de hidrogénio
e 0 DNA foi extraido, como ja descrito, para recuperar fragmentos longos. Apés
isto foram utilizados os iniciadores especificos para cada regiao dos fragmentos

longos nuclear e mitocondrial, também ja descritos.

Como demonstrado na Figura 16, a cepa superexpressora do gene
TcMYH possui um maior numero de lesdes tanto no nucleo quanto na
mitocdndria, quando comparado com a cepa selvagem CL Brener. Apesar da
persisténcia do numero de lesdes ser aparente tanto no DNA nuclear quanto no

kDNA, o efeito é mais destacado e mais claro no nucleo do parasito.

A quantificagdo dos danos por qPCR de fragmento longo demonstrou que
no nucleo € bem clara a diferenca nos niveis de dano entre a cepa
superexpressora e a cepa selvagem. A analise dos niveis de lesdo no DNA
mitocondrial demonstrou uma cinética distinta entre a mitocondria e o nucleo.
Enquanto foi possivel observar a presenca de até 1,8 lesbes/10kb e 1,6
lesdes/10kb no nucleo respectivamente do superexpressor de TcMYH e da cepa
selvagem logo apds o término do tratamento, a mitocondria n&o apresentou uma
variagao tao grande nos niveis de lesbées. Tanto para o superexpressor quanto
para a cepa selvagem, os niveis ficaram entre 0,5 les6es/10kb e 0,8 lesdes/10kb.
A maior diferenca encontrada entre as cepas foi no tempo de 30 minutos apoés o
tratamento, no qual o nivel de lesdes do superexpressor se aproximou de 1
lesao/10kb. Importante ressaltar que o pico de meia hora é condizente com o

maior pico encontrado na quantificagao dos sitios AP da figura 15.
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Figura 16 — Quantificagdo no numero de lesbes apés exposi¢ao a
100uM de peréxido de hidrogénio - Quantificagdo do numero de
lesbes por gPCR de fragmento longo presente nas cepas
superexpressora de TcMYH e selvagem apos tratamento. No nucleo o
numero de lesdes encontradas € maior nos tempos 0,5h e 2h apds o
tratamento para a cepa superexpressora, em relacdo a cepa selvagem.
Apenas no tempo de 0,5h foi vista diferenca no niumero de lesbes
mitocondrias entre as duas cepas. (*p<0,05, teste t student)

Juntos estes resultados indicam que TcMYH é uma enzima que atua na
resposta contra o estresse oxidativo em T. cruzi. Esta enzima atua na

manutengao tanto do DNA mitocondrial quando do DNA gendmico. TcKAP7

4.2. TcKAP7

4.2.1. Andlise da sequéncia e confirmagao dos
mutantes

As proteinas associadas ao cinetoplasto estdo envolvidas com diversas
funcdes relacionadas ao kDNA dos tripanossomatideos. A proteina TcKAP7 nao
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possui funcdo ainda estabelecida e, portanto, analisamos a sequéncia e os

dominios desta proteina.

A sequéncia de TcKAP7 ja foi identificada e analisada em outro trabalho
(MORINI, 2015). Porém nenhuma analise em busca de dominios foi feita para
esta sequéncia. A busca por similaridade revelou a presenca de um dominio
HMG na sequéncia da proteina (em verde na figura 17). Nota-se que a proteina
TcKAP7 da cepa Dm28c possui semelhanga maior com o alelo Nao-Esmeraldo
da cepa CL Brener. Os dominios HMG (do inglés High mobility group) sao
dominios comumente encontrados em proteinas que se associam a DNA e RNA
(LAUDET; STEHELIN; CLEVERS, 1993). A presenga do mesmo na sequéncia

de TcKAP7 pode indicar uma fungao desta proteina no metabolismo de DNA.

Condizente com a localizagao ja descrita para a proteina no cinetoplasto
de T. cruzi, o software MITOPROT foi capaz de predizer a probabilidade de
localizagdo mitocondrial de TcKAP7 como sendo de 93,09% (destacado na
figura 17). A sequéncia, porém, n&o foi encontrada nos genes de outras cepas,
a nao ser no alelo Esmeraldo da cepa CL Brener, apesar da semelhancga entre
a sequéncia inicial da proteina de todas as cepas alinhadas. Durante a
caracterizagao inicial de TcKAP7 foi feita uma cepa superexpresora da proteina
carregando uma marcagao FLAG e a detecgdo em microscopia de fluorescéncia
desta versao modificada de TcKAP7 demonstrou que a proteina se localiza nos

sitios antipodais de T. cruzi.
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Figura 17 - Alinhamento da proteina TcKAP7 em cepas distintas de T. cruzi
e T. brucei- A figura mostra o alinhamento de TcKAP7 das principais cepas de
T. cruzi e de duas linhagens de seu grupo préximo T. brucei. Em vermelho se
destaca o sinal de localizagdo mitocondrial predito utilizando-se o programa

MITOPROT. Em verde se destaca a posi¢do do dominio de ligagado ao DNA HMG

A confirmacao do nocaute de TcKAP7 e da superexpressdo da forma
marcada com FLAG foi feita a partir de western blot com anticorpo produzido e

cedido pelo professor Dr. Sténio Garcia. Como demonstrado na figura 18, a
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detecgao com este anticorpo especifico comprova que o nocaute eliminou toda
a expressao do gene na cepa mutante, assim como mostra que esta proteina é
expressa ha cepa selvagem. Foi também confirmado que a cepa
superexpressora marcada com FLAG apresenta as duas bandas esperadas,
indicando a presenca tanto da proteina nativa, quanto da forma modificada de
tamanho maior que a versdo selvagem. Ja foi demonstrado, por microscopia
eletrénica, que o nocaute de TcKAP7 nao afetou a estrutura mitocondrial e que
esta proteina possui localizagdo exclusivamente mitocondrial, nos sitios
antipodais do cinetoplasto do parasito (MORINI, 2015). Dado o dominio de
ligacado ao DNA, e a localizag&o descrita nos sitios antipodais do parasito, células
superexpressoras, heminocautes e nocautes para TcKAP7 foram expostas a

diversos agentes genotoxicos.

B 25kDa

Figura 18 - Nocaute de TcKAP7 — A) Western blot confirmando a clonagem da versao
marcada com FLAG de TcKAP7 e o nocaute da proteina na célula mutante. B) Ensaio
com DIOCes demonstrando que o nocaute da proteina apenas nao altera o potencial de

membrana mitocondrial do parasito.

4.2.2. Exposi¢cao ao MMS

Apesar de nenhum fendtipo claro ser descrito em parasitos de T. cruzi
mutantes para TcKAP3, também uma proteina associada ao cinetoplasto
(SOUZA, FLAVIA SA PEREIRA DE et al., 2010), ja foi descrito que, em T. brucei,
TcKAPG6 esta envolvida no metabolismo do kDNA, em funcdes associadas a
correta replicagcdo do mesmo (WANG, JIANYANG et al., 2014). A presenga do
dominio de ligagdo ao DNA, a localizagdo exclusiva no KDNA do parasito e a

descrigao de que a auséncia de algumas proteinas desta familia gera problemas
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de replicac&o nos fez investigar o fen6tipo dos mutantes de T. cruzi para TcKAP7

frente a fontes de danos ao DNA que causam problemas de replicagao.

O metilmetanossulfonato (MMS) € um agente genotdxico capaz de causar
a modificagado de adeninas e guaninas. Em contato com o DNA, o MMS causa
basicamente dois tipos de lesbes: a formagdo de 7-metilguanina e 3-
metiladenina, sendo a primeira a mais comum das modificacoes,
correspondendo a 82% do total de lesdes geradas pelo MMS (FU; CALVO;
SAMSON, 2012). Esta lesdo é capaz de sofrer depurinagdo em uma reacgéo
catalisada pela enzima AAG DNA glicosilase, sendo uma lesao reparada pelo
BER na maioria dos organismos, gerando sitios abasicos que sao mutagénicos
e tém uma alta capacidade de causar parada de replicacdo (FU; CALVO;
SAMSON, 2012; O'CONNOR; LAVAL, 1991).

Afim de investigar se TcKAP7 poderia estar envolvida com a resposta ao
MMS em T. cruzi parasitos duplo nocaute para o gente foram expostos a 1,5mM
da droga por 60 minutos - tempo de exposi¢ao ja descrito como capaz de causar
danos ao DNA mitocondrial e nuclear de T. cruzi (RAJAO, 2011) - e tiveram seu
crescimento acompanhado. Como demonstrado na figura 19, n&o houve
diferenca de crescimento entre os parasitos duplo nocaute e a cepa selvagem
controle, indicando que TcKAP7 nao esta envolvido nos problemas causados
pela droga. Para ambas as cepas, houve um atraso no crescimento nas
primeiras 24 horas ap6és tratamento e, apos este tempo, ambas as células foram

capazes de retomar o crescimento de forma semelhante.
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Figura 19 — Curva de crescimento apés tratamento com 1,5mM de MMS — Crescimento
das células apds tratamento por 60 minutos com 1,5mM de MMS. Nao existe diferenca

significativa na sensibilidade entre a célula nocaute para TcKAP7 e o controle selvagem.

Apesar do crescimento semelhante que ambas as cepas apresentam
apoés o tratamento com MMS, também determinamos se a morte inicial apos o
tratamento é distinta para as duas cepas. Como demonstrado na Figura 20, ndo
existe diferenca significativa na morte imediata (apdés 1 hora de tratamento).
Estes resultados demonstram que TcKAP7 nao esta envolvido na resposta a

danos causados por MMS.
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Figura 20 — Sobrevivéncia de células TcKAP7KO e células
selvagens apods tratamento com MMS - Células da cepa
selvagem e da cepa mutante para TcKAP7 foram tratadas como
anteriormente com 1,5mM de MMS e o crescimento foi contado

apdés o fim do tratamento. A sobrevivéncia foi calculada em
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comparagao com células ndo tratadas sendo consideradas como
100%. Nao existe diferenca estatisticamente significativa na

sobrevivéncia entre as duas cepas testadas.

4.2.3. Exposic¢ao a berenil

Apesar de ser fonte de problemas de replicacdo, o MMS nao possui
especificidade para nenhum dos dois genomas do parasito e € capaz de atingir
tanto o DNA nuclear quanto o DNA do cinetoplasto (RAJAO, 2011). Visando
tentar eliminar efeitos causados por danos gerados no DNA nuclear de mutantes
para TcKAP7 e investigar o efeito de problemas de replicagao no cinetoplasto do
parasito, foi utilizado o berenil. Esta droga € parte de uma classe de moléculas
que sao capazes de se ligar ao sulco menor da dupla fita de DNA, causando
problemas de replicagdo. Em tripanossomatideos ja foi descrito que esta droga
€ inibidora da topoisomerase |l (SHAPIRO, 1990) e em T. cruzi foi demonstrado
que esta droga atua de forma exclusivamente mitocondrial e que, apos
tratamento com 50uM de berenil, ocorre desorganizagao do kDNA e problemas
de replicagdo (ZUMA et al., 2014). Devido a especificidade mitocondrial e afim
de investigar se TcKAP7 estaria envolvida em problemas de replicagao
mitocondrial, ndés expusemos parasitos selvagem e nocautes a doses distintas

de berenil.

Como demonstrado na figura 21A e 21B, nao houve diferenga significativa
no crescimento entre a cepa nocaute e a cepa controle quando tratadas com as
duas doses de berenil. Além disso, é descrito que um dos fendtipos causados
pelo tratamento com berenil € a presenga de parasitos sem cinetoplasto (também
denominados dK, do inglés dyskinetoplastic), devido a progressao do ciclo

apesar dos problemas de replicagdo mitocondrial (ZUMA et al., 2014).

Afim de investigar este fendtipo, amostras foram retiradas das curvas e
fixadas em PFA 4% por 7 minutos. Depois estas células foram depositadas sobre
laminas de vidro e coradas com DAPI para evidenciar o material genético dos
parasitas. A contagem do numero de parasitos dK foi feita em relagdo ao controle
nao tratado. Como demonstrado na Figura 21C, n&o houve diferenga no numero

de parasitos dK tanto apds 24h, quanto apds 72h de tratamento com berenil.
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Este resultado indica que, apesar de atingir um numero de células mais
baixo em seu platdé de crescimento, TcKAP7 n&o esta envolvida com o
metabolismo de problemas de replicacao no kDNA de T. cruzi.
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Figura 21 - Curvas de crescimento apds tratamento com doses
diferentes de berenil — A) Curva de crescimento apds tratamento
com 25uM de berenil. B) Curva de crescimento apés tratamento com
50uM de berenil. Em ambos os tratamentos as duas cepas testadas

nao apresentaram diferenga significativa na cinética de crescimento
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quando comparadas uma com a outra. C) Porcentagem de células
sem cinetoplasto (dK) nas células selvagem e mutantes apds
tratamento com 50uM de berenil. Nao existe diferenga entre o nimero

de células dK entre as duas linhagens.

4.2.4. Exposicdao a peréxido de hidrogénio e ao
reagente Mt-OX

Em busca de tentar elucidar se TcKAP7 possui algum papel na resposta
ao estresse oxidativo em T. cruzi, uma importante fonte de danos no ciclo de
vida do parasito, células nocaute para o gene TcKAP7 e selvagens foram
expostas a concentragbes crescentes de H202 e sua sobrevivéncia calculada
(Figura 22). Nao houve alteracdo significativa na sobrevivéncia imediata ao
peréxido de hidrogénio para as células heminocautes para o gene TcKAPY.
Porém, a cepa duplo nocaute para o gene possui uma maior resisténcia a dose
mais alta de peroxido de hidrogénio testada. O gene TcKAP7 pode, entéo, estar

relacionado com a resposta ao estresse oxidativo em Trypanosoma cruzi.
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Figura 22 - Sobrevivéncia a peréxido de hidrogénio da cepa TcKAP7 KO
— Células foram expostas a diferentes doses de perdxido de hidrogénio e
sua sobrevivéncia foi calculada apo6s 72 horas. A cepa nocaute de TcKAP7
apresentou fenotipo de maior resisténcia apenas nas doses mais altas
testadas, quando em comparagdo com a cepa controle Dm28c selvagem.
(*p<0,05, teste t student)

Uma das limitagbes do uso de agentes genotdxicos e esta no tipo de dano
gerado por eles. Como ja descrito, determinados agentes apresentam um amplo

espectro de danos e modificagbes que causam em macromoléculas,
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impossibilitando a separagdao das causas e de seus efeitos numa analise
fenotipica. O perdxido de hidrogénio ndo possui preferéncia ou especificidade
entre o DNA nuclear e o mtDNA. Tentando contornar esta possivel limitagao foi
utiizado o reagente Mt-OX (Figura 23). A estrutura do reagente esta
representada na Figura 23 A. Quando expostas ao reagente, a célula duplo
nocaute para TcKAP7 também apresentou uma maior resisténcia a dose maior
testada (Figura 23 B), porém esta resisténcia foi evidente apenas logo apos o
tratamento. Estes resultados podem sugerir que a proteina TcKAP7 possui

algum papel na resposta ao estresse oxidativo em T. cruzi.
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Figura 23 - Sobrevivéncia da cepa TcKAP7 KO ao Mt-OX — A) Estrutura do
Mt-OX (a esquerda) e do peptideo de direcionamento a mitocondria (a direita)
(Modificado de Wisnovsky 2016). B) As células foram expostas a 16uM e 32 yM
como descrito anteriormente nos materiais e métodos. Como mostrado na figura
apenas 0,5h apo6s o tratamento foi possivel observar a resisténcia da cepa

nocaute ao reagente (*p<0,05, teste t student)
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4.2.5. Exposicao a cisplatina

Como ja foi dito, a cisplatina é capaz de gerar danos na molécula de DNA
que sao reparados, majoritariamente, pelo NER. Visando investigar se a proteina
TcKAP7 possui algum envolvimento no reparo destes danos, foi investigado o
fendtipo de crescimento apds tratamento com cisplatina das cepas
superexpressora para TcKAP7, heminocaute para a proteina e duplo nocaute.
(Figura 24).

Os graficos demonstram que a superexpressao da proteina nao parece
afetar a resposta a cisplatina nas trés doses e em todos os tempos testados. Nao
existe diferenga na sobrevivéncia logo apds a exposicao a cisplatina nas doses
testadas e nem o crescimento destas células foi afetado pela droga (em azul na
figura 24). O mesmo fendtipo foi observado para as células heminocaute (em
vermelho na figura 24). Para o duplo nocaute para a proteina TcKAP7, porém,
em todas as doses testadas, houve uma diferenga significativa no fen6tipo em
comparagao com a célula WT (em verde na figura 24). Apos a exposi¢ao das
células a cisplatina, a cepa duplo nocaute apresentou um atraso no crescimento

em comparagao com as outras (em verde na figura 24) para todas as doses

testadas.
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Figura 24 - Curva de crescimento de parasitos superexpressor, heminocaute e duplo nocaute
na presencga de cisplatina — A resposta de cada um dos parasitos modificados para TcKAP7 na

presenca de 75uM, 150uM e 300uM de cisplatina. As cepas heminocaute e superexpressora
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(respectivamente azul e vermelho) ndo possuem fendtipo claro quando comparado com a cepa

selvagem Dm28c (em preto).

A taxa de sobrevivéncia no primeiro momento (15 minutos apos o término
do tratamento da célula) também foi avaliada para a célula duplo nocaute. Como
demonstrado na Figura 25, o mutante de TcKAP7 apresenta uma sobrevivéncia
menor em comparagao com a sobrevivéncia observada na célula controle nas
duas doses testadas. Na maior dose a porcentagem de sobrevivéncia da célula
mutante foi de 22,8% contra 34,7% da célula selvagem. Este fendtipo poderia
indicar um possivel envolvimento de TcKAP7 com o metabolismo e o reparo de

DNA na mitocOndria de T. cruzi.
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Figura 25 - Sobrevivéncia apés tratamento com
cisplatina — Sobrevivéncia das células selvagem e
mutante a cisplatina foi medida nas duas maiores doses
testadas anteriormente. O mutante para TcKAP7 foi mais
sensivel em ambas as doses testadas, porém a diferenca
estatistica foi observada apenas na dose maior. (*p<0,05,

teste t student)

4.2.6. Exposicao a radiagao ultravioleta

Outra importante fonte de danos que é capaz de ativar a via de reparo por
excis&do de nucleotideos € a radiagéo ultravioleta (HANAWALT; SPIVAK, 2008).

Dentre seus danos gerados, os principais (CPD e 6-4PP) sao capazes de causar

71



grandes distor¢cdes nas hélices da molécula de DNA e ativar a via do NER. Em
busca da funcdo de TcKAP7, as células mutantes para esta proteina foram
expostas a radiagdo ultravioleta e o fendtipo analisado (figura 26). Para a
radiagdo UV, nas doses mais baixas testadas (500 J/m? e 750 J/m?) nao
verificamos alteragdo significativa no fendtipo de nenhuma das cepas
modificadas em comparagdo com o controle selvagem. Na dose mais alta,
porém, a célula duplo nocaute apresentou uma alteragcéo no crescimento. Como
mostrado na Figura 26, a cepa duplo nocaute para o gene TcKAP7 apresenta
uma maior morte com o passar do tempo quando comparada com a cepa
selvagem, cujo crescimento se mantém parado. Este resultado pode indicar que
TcKAP7 pode estar envolvido com o reparo de DNA de Trypanosoma cruzi, de
uma maneira que pode ou nao estar relacionada com o reparo por excisao de

nucleotideos.
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Figura 26 - Curva de crescimento de parasitas heminocautes e duplo nocautes apés

exposicao a diferentes doses de radiagdo UV — Os graficos mostram o comportamento de
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parasitos heminocautes e nocaute para o gene TcKAP7 apds exposicao a doses crescentes de
radiagdo UV (500 pJ/cm?2, 750 pJ/cm2e 1500 pud/cm?). Na coluna a esquerda (em verde) os
graficos correspondendo ao parasito heminocaute; na coluna a direita os graficos
correspondentes ao parasito nocaute.

Como observado no grafico da maior dose testada (1.500 uJ/cm?) na cepa
duplo nocaute para TcKAP7 existe uma morte maior apenas 15 minutos apés
irradiacdo. Uma morte tao rapida levanta a hipotese se existem ou nao vias de
sinalizagdes envolvidas com esta resposta de morte celular. De fato, nosso grupo
ja demonstrou que, apods tratamento prévio com inibidores inespecificos das vias
de ATM/ATR como a cafeina, ou com inibidor especifico para a ATR, o nivel de
morte observada é diminuido quando em comparagao com células irradiadas,

porém nao inibidas (Mendes, 2016 — dados nao publicados).

Dado que o nocaute de TcKAP7 foi capaz de aumentar a sensibilidade a
curto e longo prazo da cepa Dm28c a radiagao UV, e que esta morte inicial, em
células selvagens, é sinalizada de forma que depende da via de ATR, nos
investigamos se o mutante para TcKAP7 teria o mesmo comportamento. Para
tanto, células mutantes e selvagens foram pré-tratadas com 2mM de cafeina,
10uM de um inibidor especifico para ATM (KU5593 - Catalogo N°.S1092 -
Selleckchem) ou 10uM de um inibidor especifico para ATR (Ve821 — Catalogo
N°.S8007 - Selleckchem) e depois expostas a 1.500uJ/cm? de radiagdo UV.
Como demonstrado na Figura 27, logo apés 15 minutos a célula TcKAP7 nocaute
tem uma sobrevivéncia de aproximadamente 38%, enquanto a célula selvagem
tem uma porcentagem de sobrevivéncia de aproximadamente 57%. Em ambas
as células, a inibicdo prévia de ATM nao foi capaz de alterar de forma
significativa a porcentagem de sobrevivéncia (que foi de 51% para a célula
mutante e 56% para a célula selvagem). Porém, a inibigdo prévia de ATR fez
com que a sobrevivéncia observada fosse de 78% para a célula mutante e de
85% para a célula selvagem. Como esperado, a inibicdo com cafeina fez com
que a sobrevivéncia da célula retornasse a quase 100% do esperado para ambas

as células.
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Figura 27 - Exposicao a radiagao UV apés pré-tratamento com inibidores de sinalizagao —
A) Curva de sobrevivéncia da cepa controle apds pré-tratamento por uma hora com inibidores
de ATM, ATR ou cafeina e posterior irradiagdo com 1500uJ/cm? de radiagdo ultravioleta. B)
Curva de sobrevivéncia da cepa mutante para TcKAP7 apds pré-tratamento com inibidores de
ATM, ATR ou cafeina e irradiagdo com 1500uJ/cm?2de radiagdo ultravioleta. Como demonstrado
na figura a inibicdo com cafeina ou com inibidor da proteina ATR é capaz de aumentar a

sobrevivéncia apos irradiagdo em ambas as cepas. (***p<0,001;****p<0,0001, teste t student)

A comparacao entre os valores de cada cepa esta na Tabela 3. Nao existe
diferencga estatistica entre as cepas pré-tratadas com os inibidores, indicando
que a quantidade de células que foram resgatadas do processo de morte

sinalizada é maior na cepa TcKAP7 que na célula controle selvagem.

Tabela 3 — Valores de sobrevivéncia das células pré-tratadas ou nao com inibidor de ATM, ATR ou
cafeina e expostas a radiagao ultravioleta.

1500pJd/cm?  1500pJ/cm?+iATM  1500uJ/cm?+iATR  150071J/cm?+Cafeina

Dm28c 57,53 £ 4,33 56,06 £ 6,94 85,64 £ 7,55 96,97 £ 5,25
TcKAP7KO 37,12 1 4,21 51,21+ 11,86 78,55 + 2,82 97,22 + 4,81
p-valor * ns ns ns

Juntos estes resultados sugerem que Kap7 esta envolvida na resposta a
radiacao UV, dado que a célula € mais sensivel em todos os pontos analisados
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e que a morte observada é sinalizada, assim como na célula selvagem, pela via
de ATR.

4.2.7. Analise de ciclo celular

Ja é descrito na literatura que, em diversos organismos, a resposta ao
dano ao DNA pode levar a paradas no ciclo celular ( HARTWELL; KASTAN, 1994;
RASTOGI et al., 2010). Como observamos que a resposta a radiagao UV é
diferente entre as cepas controle e nocaute, nosso proximo passo foi verificar se
existe diferenca na parada de ciclo celular entre estas mesmas cepas. Para isso
nos utilizamos a analise do conteudo de DNA utilizando iodeto de propideo e
citometria de fluxo. As células selvagem e mutantes foram expostas a
1500uJ/cm? de radiagdo UV, fixadas como descrito nos materiais e métodos e

analisadas a cada 24 horas.

Como mostrado na Figura 28A logo apods a irradiagédo existe um aumento
no numero de células que foram classificadas como SubG1 na analise,
comparando-se as células nocaute irradiadas com as células nocautes nao-
irradiadas. Esta € uma indicacdo de que existe morte celular na célula nocaute
logo apés a irradiagcédo. Este aumento nao € visto na andlise da célula selvagem
irradiada em relagdo a célula selvagem néo irradiada. Os valores das células
SubG1 das duas cepas irradiadas comeca entdo a se reduzir apos este primeiro
momento e nas primeiras 24 horas. A partir de 48 horas percebe-se um novo
aumento no numero de células SubG1 na célula nocaute para TcKAP7KO, e este
aumento continua 72 horas apés irradiacdo. Estes resultados condizem com o
observado na curva de irradiagdo (Figura 28B) no qual & observado um
decréscimo no numero das células mutantes apds 48 horas. Chama atencao
também o aumento do numero de células nocautes em G1 48 horas apds a
radiagao e a drastica diminuicdo deste numero apds 72 horas. Curiosamente, o
oposto foi visto com relacdo as células em fase S, no qual apds 48 horas o
numero de células nocautes é reduzido e volta a aumentar apds 72 hroas. Estes
resultados demonstram que as células nocaute para TcKAP7 sdo mais sensiveis
a altas doses de radiagdo UV em comparagao com a célula selvagem e que as
células nocautes apresentam problemas na progressdo do ciclo celular em

comparagao com as células selvagens.
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Figura 28 —Analise de ciclo celular apés irradiagao ultravioleta — A) Porcentagem de células
em cada fase do ciclo celular analisadas a partir de ensaio com iodeto de propideo nos tempos
de 15 minutos, 24 horas, 48 horas e 72 horas ap6s irradiagdo com 1500uJ/cm?2. B) Curva de
irradiacdo das células utilizadas neste experimento, mostrando a maior sensibilidade da célula
apos 48 horas e 72 horas de irradiagdo com radiagao UV. (**p<0,01;****p<0,0001, teste t student)

4.2.8. Cinética de reparo apdés tratamento com

cisplatina e radiagcao UV
Visto que as células mutantes eram mais sensiveis ao tratamento com
radiagcao ultravioleta e cisplatina, nosso préximo passo foi quantificar a

quantidade de danos que ambas as células acumulam apds exposicao a estes

76



agentes genotdxicos. Para tal, repetimos o mesmo ensaio de gPCR de

fragmento longo utilizado no superexpressor de TcMYH anteriormente descrito.

Como mostrado na figura 29, a célula mutante possui um numero maior
de lesbes/10kB que a célula selvagem no primeiro momento apds o término do
tratamento com cisplatina. Enquanto a célula selvagem tem cerca de 14
dano/10kB, a célula mutante tem cerca de 1,98 dano/10kB. Ambas as células
apresentaram uma queda no nivel de lesdo, porém a queda apresentada pela
célula mutante foi menos acentuada que a apresentada pela célula selvagem.
Importante ressaltar que ambas as células partiram de um nivel de dano inicial
distinto. Apds 5 horas de tratamento também foi visto que os niveis de lesdo da
célula nocaute sdo maiores que os niveis de dano encontrado para a célula
selvagem, valor este que decai no ponto de 24 horas. Vale ressaltar que, por
limitacbes da técnica, o numero de lesdes apds a primeira hora na célula
selvagem é considerado virtualmente indetectavel, ao passo que este valor sé
se torna virtualmente nulo para a célula mutante apds 24 horas. Este
resultado evidencia entdo que o nocaute de TcKAP7 foi capaz de atrasar a

cinética de reparo de danos causados por cisplatina em T. cruzi.

Cisplatina

-- Dm28c
-m- Kap7KO

Lesoes/10kB

Figura 29- Cinética do reparo de lesbes causadas por 300uM de cisplatina - Cinética do
reparo de lesdes causadas por cisplatina na mitocéndria de células selvagem e células nocaute
para TcKAP7. As medic¢ées foram feitas logo apos (15 minutos), 1 hora, 5 horas e 24 horas apos
o tratamento. Ambas linhagens sdo capazes de reparar seu DNA, ainda que a cinética seja
distinta. (*p<0,05; **p<0,01, teste t student)
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Como também foi vista uma sensibilidade da célula mutante no tratamento
com 1500uJ/cm? de radiagdo UV o mesmo ensaio foi repetido visando quantificar
o0 numero de lesbes apos o tratamento das células selvagens e mutantes. O
resultado da figura 29 demonstra que, assim como no tratamento com cisplatina,
o nocaute de TcKAP7 também alterou a cinética de reparo. A célula mutante
apresentou cerca de 1,81 lesdo/10kB no primeiro momento (15 minutos apos
irradiagéo), enquanto a célula selvagem apresentou 1,74 lesao/10kB. A cinética
de queda apresentada pela célula selvagem, porém, é distinta da apresentada
pela célula mutante. Cinco horas apds o tratamento a célula mutante apresenta
niveis significativamente maiores de lesées que a célula selvagem. Este
resultado também demonstra que TcKAP7 esta envolvida com a resposta a

danos causados por radiacdo UV.

Radiacao UV

-- Dm28c
-m- Kap7KO

Lesoes/10kB

-0.5- Horas

Figura 30 - Cinética do reparo de lesbes causadas por 1500uJ/icm? de radiagido UV -
Cinética do reparo de lesbes causadas por radiacao UV na mitocondria de células selvagem e
células nocaute para TcKAP7. As medigbes foram feitas logo apds (15 minutos), 1 hora, 5 horas
e 24 horas apos o tratamento. Assim como observado para o tratamento com cisplatina, ambas
as linhagens sdo capazes de reparar seu DNA, ainda que com cinéticas distintas (*p<0,05;
**p<0,01, teste t student).

Importante ressaltar que os tratamentos, por mais cuidadoso que
sejamos, nao sao capazes de afetar todas as células e que o ciclo de T. cruzi é
de aproximadamente 24 horas. Dessa forma, como a extragdo é feita da
populacgao total e o experimento é feito com o pool de DNA'’s desta populagéo, a
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medic¢ao de lesbes acima deste tempo poderia incutir um falso reparo, ja que as
células que nao foram afetadas pelo tratamento continuariam sua replicacao e
assim teriamos um efeito de diluicdo do numero de danos por célula na

populacao.

4.2.9. Expressdao de TcKAP7 apés tratamento com
cisplatina e radiagcao UV

Para investigar se os niveis de TcKAP7 séo alterados devido aos
tratamentos com cisplatina e radiacao UV foi feita uma analise de western blot.
Utilizando o protocolo explicado nos materiais e métodos, extratos totais de
proteina foram extraidos de células selvagem logo apéds, 1 hora, 4 horas e 24
horas depois da exposi¢ao ao respectivo agente genotoxico. As proteinas foram
entdo quantificadas e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. Apos
a corrida os extratos foram transferidos em membrana de PVDF e os niveis de
TcKAP7 foram detectados como descrito nos materiais e métodos. Todos os
resultados foram calculados de forma relativa ao controle n&o-tratado com

nenhum dos agentes genotoxicos.

Como demonstrado na Figura 31A, para o tratamento com cisplatina
existe um aumento na expressdo da proteina 30 minutos apdés o fim do
tratamento. Este aumento continua até atingir um pico de expresséo 1 hora apds
o término do tratamento e depois segue com uma queda significativa nos niveis
de expressdo apos 4 horas. Com 24 horas os niveis voltam a subir, mas

continuam menores que 0s observados nos primeiros tempos analisados.

A cinética de expressdo observada para o tratamento com radiagao
ultravioleta é distinta, como demonstrado na Figura 31B. Ao contrario da cinética
observada para cisplatina, a expressao de TcKAP7 apds exposicado a radiagao
ultravioleta é crescente até atingir o pico de expressao 24 horas apos o
tratamento. Em comparacido, os niveis da proteina s6 sdo maiores que 0s
observados no controle nao-irradiado apos 4 horas, ainda que o aumento seja

observado seja pequeno.

Juntos estes resultados demonstram que TcKAP7 altera sua expressao

em resposta ao tratamento com agentes genotoxicos como cisplatina e a
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radiagao ultravioleta. Isto € uma indicacao que a proteina pode estar envolvida

no metabolismo de danos ao DNA mitocondrial de T. cruzi.
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Figura 31 - Western blot de TcKAP7 em células selvagem apés tratamento com agentes
genotoxicos — A) Western blot de células selvagem apds tratamento com 300uM de cisplatina
por uma hora. Como demonstrado no gréfico existe um pico de expressdo 1 hora apds o
tratamento com cisplatina e uma acentuada redugéo nos niveis de TcKAP7 apds este tempo. B)
Western blot de células selvagem apods exposicdo a 1500ud/cm? de radiagdo ultravioleta. O
grafico demonstra que o aumento nos niveis de TcKAP7 é mais demorado no tratamento com
radiagdo ultravioleta, tendo o maior nivel 24 horas apds o tratamento. Abaixo de cada grafico
estdo as bandas utilizadas para quantificagdo e os respectivos controles endégenos de cada

amostra. A imagem original das bandas de western blot esta presente no anexo 1.

4.2.10. Via de morte apds tratamento com cisplatina e
radiagcao UV

Nossos dados demonstram que TcKAP7 tem sua expressao alterada em
resposta ao tratamento com cisplatina e radiagdo UV e que o nocaute desta
proteina aumenta a sensibilidade do parasito a estes mesmos agentes
genotéxicos. Esta sensibilidade foi observada tanto nos primeiros momentos
apos o tratamento genotdxico quanto em tempos longos apds 24 horas. Ja foi
descrito na literatura que o tratamento com radiagédo ultravioleta € capaz de
induzir, entre outras respostas, a morte celular causada por apoptose em células
de mamifero (LEE et al., 2013), embora o mecanismo pelo qual esta via ocorre
ainda necessita ser completamente elucidado. Também ja foi descrito que o

tratamento com cisplatina também é capaz de levar a morte celular por apoptose
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(TANIDA et al., 2012). Nosso proximo passo entdo foi investigar se a morte
observada tanto na célula selvagem quanto na célula nocaute foram causadas
por apoptose induzida pelos tratamentos genotoxicos. Para isso foi feito um

ensaio de anexina V e iodeto de propideo.

Neste ensaio € medido tanto a exposigao de fosfatidilserina na membrana
externa da célula — um sinal do inicio do processo de apoptose (KOOPMAN et
al., 1994) — quanto a ligagao de iodeto de propideo em acidos nucleicos da célula
(CROWLEY et al., 2016). Esta analise permite inferir a porcentagem de células
que estdo em processo de apoptose inicial (marcadas apenas com anexina V),
apoptose tardia (marcadas com iodeto de propideo e anexina V) e uma indicagéo

de um processo de necrose (marcadas apenas com iodeto de propideo).

Como observado no grafico do painel superior da Figura 32, apdés uma
hora do tratamento com 1500uJ/cm? de radiagdo UV foi visto que, na célula
selvagem, ocorre a exposicéo de fosfatidilserina. Apods 48 horas o padrao de
marcacao observado se alterou e foi visto que a morte observada apresenta
padrées de apoptose inicial e apoptose tardia, com marcacdo de anexina V e
penetracao de iodeto de propideo na célula. Apds 96 horas foi observado que os
niveis das trés marcag¢des diminuem a niveis semelhantes aos observados nas

células nao tratadas.

Para o duplo nocaute de TcKAP7 (painel inferior da Figura 32) houve uma
mudanga drastica no tipo de marcag¢ao encontrado. Logo apés uma hora ocorre
um alto nivel de marcacao apenas de iodeto de propideo, um indicador de uma
possivel via de necrose. Este padrao de marcagao continuou até o ponto de 48
horas (ponto este que, na curva de crescimento, comega a se observar o fenétipo
de morte tardia, como mostrado na figura 28B) e todas as marcagdes foram
reduzidas em 96 horas a niveis semelhantes aos das células n&o tratada. Estes
resultados demonstram que o nocaute de TcKAP7 foi capaz de alterar o tipo de

morte celular apresentada pelas células apds exposi¢cao a radiagao UV.
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Figura 32 - Ensaio de anexina V e iodeto de propideo apdés exposi¢do a radiagdao UV —
O gréfico demonstra a porcentagem de células marcadas para apoptose inicial, apoptose
tardia ou necrose apés ensaio em citometria de fluxo. Como demonstrado, ao passo que a
célula Dm28c apresenta marcagao para apoptose inicial nos tempos de 1 hora e 48 horas
apos exposigao a radiagao ultravioleta, o nocaute de TcKAP7 apresenta uma porcentagem
maior de células marcadas para necrose nestes mesmos tempos. A curva de crescimento
utilizada neste ensaio estd no anexo 2 (*p<0,05, One-way ANOVA)

Nosso proximo passo foi investigar se 0 mesmo fenétipode alteragdo no
tipo de morte ocorria também na célula nocaute para TcKAP7 apds o tratamento
com cisplatina. Como demonstrado na Figura 33 existe uma diferenga na morte
observada entre a célula selvagem e mutante. Enquanto os niveis de apoptose
inicial encontrados logo apods o tratamento para Dm28c sdo de cerca de 6%, na

célula nocaute para TcKAP7 este valor € mais de 2 vezes maior, chegando a
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12,7%. Também se encontra uma pequena marcagao para necrose na célula
selvagem, cerca de 2,7%, ao passo que o mutante apresenta menos de 1% de
células marcadas para necrose. Surpreendentemente este alto nivel de
apoptose inicial observada na célula mutante ndo se reflete em numeros
igualmente altos nos outros tempos analisados. Este resultado demonstra que a
falta de TcKAP7 pode estar tornando as células mais sensiveis ao tratamento
com cisplatina. Também podemos inferir que os tipos de morte causados por

cada um dos agentes genotoxicos é distinto no mutante de TcKAP?Y.
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Figura 33 - Ensaio de anexina V e iodeto de propideo apds exposi¢cdo a cisplatina — O
grafico demonstra a porcentagem de células marcadas para apoptose inicial, apoptose tardia ou
necrose apos ensaio em citometria de fluxo. Como demonstrado, o nivel de marcagao para
apoptose inicial € mais alto na célula TcKAP7 nocaute. A curva de crescimento utilizada neste
ensaio esta no anexo 2 (*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001,****p<0,0001, One-way ANOVA)
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4.3. AdKAP7

4.31. Tratamento com cisplatina

Durante o desenvolvimento do projeto de investigac&do das vias de reparo
mitocondrial em T. cruzi surgiu a oportunidade de realizar experimentos com
outro membro da ordem Kinetoplastida, o parasito Angomonas deanei. Nos foi
cedido pelo laboratério da professora Dra. Maria Cristina Motta uma cepa

mutante para o gene AdKAP7, um possivel homodlogo de TcKAP?Y.

Nosso primeiro passo foi ver a resposta dos mutantes de AKAP7 contra
os tratamentos de cisplatina, radiacdo UV. Os estudos foram iniciados com a
caracterizagao da resposta ao tratamento com cisplatina. Como demonstrado na
Figura 34A, a célula heminocaute para AdKAP7 ndo apresenta diferenca
significativa na sensibilidade a cisplatina logo apds o tratamento. Porém, quando
€ calculada a sobrevivéncia relativa destas células apds 12 horas (2 ciclos do
parasito, que é de aproximadamente 6 horas), nota-se que a célula mutante
apresenta uma sensibilidade maior que a célula selvagem. Este fendtipo fica

ainda mais claro quando se analisa a sobrevivéncia apds 24 horas.
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Figura 34 - Resposta de AdKAP7 +/- ao tratamento com cisplatina — A) Curva de
sobrevivéncia de cepas selvagem e mutantes para ADKAP7 nos tempos de 1 hora, 12 horas
e 24 horas apos tratamento com cisplatina. A sensibilidade da célula mutante é evidente
apenas apos dois ciclos de replicagado (12h e 24h). B) Curva de crescimento apos exposigao
a cisplatina. Como demonstrado, a célula mutante ainda é capaz de crescer, mas de forma

prejudicada quando comparada com a célula selvagem. (***p<0,001,****p<0,0001)

Como o calculo de sobrevivéncia é feito de forma relativa as células n&o
tratadas com cisplatina naquele mesmo tempo, a queda na sobrevivéncia
observada pode vir a partir da diferenca no crescimento das duas cepas. De fato,
quando analisamos a curva de crescimento (Figura 34 B), observamos que néo
existe uma morte exacerbada na célula mutante, mas sim um atraso no
crescimento das mesmas. A célula mutante ainda é capaz de crescer, embora

este crescimento seja prejudicado. Estes resultados demonstram entdo que
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AdKAP7 esta também envolvida com a resposta aos danos causados por altas

doses de cisplatina.

4.3.2. Formas aberrantes apés tratamento com
cisplatina

Como nds observamos que a célula mutante para AKAP7 apresentava

um possivel problema de replicagédo (devido ao seu crescimento prejudicado e a

observagéao visual em microscopio 6tico), nosso préximo passo foi observar se

estes problemas de replicagcado geravam formas celulares aberrantes.

Uma caracteristica interessante de Angomonas deanei, como ja dito
anteriormente, € a presenga de um simbionte com DNA proprio que se replica
de forma coordenada com seu hospedeiro (MOTTA, MARIA CRISTINA
MACHADO et al., 2010). Frente a problemas de metabolismo de DNA este
simbionte se filamenta (CATTA-PRETA et al., 2015), se tornando uma forma util
de se rastrear problemas de replicagdo no parasito. Utilizando-se deste fato, nos
tratamos as células selvagem e as células mutantes com 300uM de cisplatina e
foi feita uma marcagcao com DAPI para evidenciar a presenga de simbiontes

filamentados.

Como mostrado na Figura 35A, a delegao de uma das copias de ADKAP7
ja é capaz de causar problemas na replicagdo do simbionte. Em comparagéo
com a célula selvagem, este mutante possui 36,6% de células com problemas
de filamentagdo do simbionte. Na célula selvagem, o numero de células
filamentosas € aumentado para cerca de 14% quando ocorre o tratamento com
150uM de cisplatina. Surpreendentemente, o numero de células com problemas
na filamentagc&o do simbionte decresceu com o aumento da dose de cisplatina
de 300uM, ficando ao redor de 3%. Na analise do mutante de AdKAP7 foi visto
que em ambos os tratamentos o numero de células filamentosas diminui apds
exposicao a cisplatina. Enquanto, sem o tratamento a porcentagem de células
filamentosas era de 36,6%, com o tratamento com 150 yM este numero caiu para
1%; com o tratamento com 300 uM este numero chegou a 3%, assim como na
célula selvagem. A figura 35B demonstra a forma atipica de um simbiointe

filamentoso e que foi considerada neste trabalho. Estes resultados demonstram
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que o tratamento com cisplatina é capaz de causar problemas de replicagdo no

parasito.
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Figura 35 - Porcentagem de células com simbionte filamentado - A)
Porcentagem de células, da cepa selvagem e mutante para AdKAP7, que
apresentaram fendtipo de simbionte filamentado antes e apds tratamento com
cisplatina. A célula mutante ja apresenta niveis maiores de filamentacdo mesmo
antes do tratamento com cisplatina. B) Imagem representativa da diferenga no
padrao de DNA entre células tratadas e ndo-tratadas com cisplatina. O tratamento
causa um padrao de filamentacdo no simbionte facilmente identificavel apds

coloragao com DAPI, como demonstrado na figura.

4.3.3. Tratamento com radiagao ultravioleta

Nosso préoximo passo foi verificar se a sensibilidade vista para o nocaute
de TcKAP7 em T. cruzi em tratamento com radiacéo ultravioleta também era
observada no heminocaute de AdKAP7. Para isso, os mutantes de ADKAP7 e as
células selvagem foram irradiadas com a mesma dose utilizada no tratamento

das cepas de T. cruzi.
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Como demonstrado na Figura 36A, assim como a célula mutante em T.
cruzi, o mutante de AAKAP7 também é mais sensivel a radiacdo ultravioleta no
primeiro momento. A sobrevivéncia da célula selvagem irradiada em
comparagao com a célula nao irradiada foi de 62,97%, ao passo que a célula
mutante teve uma sobrevivéncia de apenas 35,82%, uma diferenga significativa
entre as duas cepas. O tratamento com cafeina uma hora antes da exposicéo a
radiacdo UV foi capaz de restaurar a taxa de sobrevivéncia da célula selvagem
para 88,24% e da célula mutante para 68,62%. O tratamento com cafeina 30
minutos apos a irradiacdo nao foi capaz de alterar os niveis de sobrevivéncia de
forma significativa de nenhuma das duas cepas (os valores e a comparagao
entre cada cepa estdo na Tabela 4). O crescimento das cepas nao teve
comportamento alterado (Figura 36B). Apesar do platé mais baixo, ao contrario
da célula nocaute para TcKAP7, nao existe uma morte tardia pronunciada. Estes
resultados mostram que os danos causados por UV geram uma sinalizagao e

que AdKAP7 esta envolvida com a resposta a radiagao UV.
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Figura 36 - Resposta a radiagado ultravioleta — A) Curvas de sobrevivéncia das células
controle (AdWT, a esquerda) e mutante (AdKAP7 +/-, a direita) 15 minutos apds a exposigao
aradiagéo UV. As células também foram inibidas 1 hora antes com cafeina e 30 minutos apos

a irradiagcao, quando foram contadas. Como demonstrado, apenas a inibicdo com cafeina
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antes da irradiagao é capaz de restaurar a sobrevivéncia de ambas as cepas. B) Curva de
crescimento das células apos exposi¢cao a radiagao UV, com e sem pré-tratamento com
cafeina. A cepa mutante é mais sensivel a radiacdo UV porém é capaz de retomar o
crescimento, ainda que de forma prejudicada em comparacdo com a célula selvagem.
(**p<0,01;***p<0,001,****p<0,0001, teste t student)

Tabela 4 - Porcentagem de sobrevivéncia apés irradiacdo com radiagdo UV em células pré-tratadas
com cafeina ou tratadas apés irradiagao UV

1500uJ/icm?  1500pJ/cm?+Cafeina 1500pJ/cm?+Cafeina
(1 hora antes) (30 minutos apas)
AdWT 62,97 £ 3,79 88,24 + 1,65 67,66 + 6,31
AdKAP7+/- 35,82 +6,30 68,62 + 6,57 42,80 £ 3,89
p-valor Fkk *% *k
4.3.4. Cinética de reparo apdés tratamento com

cisplatina e radiagao UV
Visto que as células mutantes, assim como as de T. cruzi, eram mais
sensiveis ao tratamento com radiagao ultravioleta, nosso préximo passo foi
quantificar a quantidade de danos que ambas as células acumulam apéds
tratamento com radiagao UV e cisplatina. Para tanto repetimos o mesmo ensaio

de qPCR de fragmento longo utilizado anteriormente.

Como mostrado na figura 37, a célula mutante possui um numero maior
de lesbes/10kB que a célula selvagem no primeiro momento apés tratamento
com cisplatina, ainda que nao significativo. Enquanto a célula selvagem tem
cerca de 1,46 dano/10kB, a célula mutante tem cerca de 1,62 dano/10kB. Ambas
as células apresentaram uma queda acentuada no nivel de lesdo na primeira
hora. Apos 3 horas de tratamento também foi visto que os niveis de lesdo da
célula nocaute ndo sdo maiores que os niveis de dano encontrado para a célula

selvagem, valor este que decai no ponto de 6 horas.
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Figura 37 - Cinética do reparo de lesdes causadas por 300pM de
cisplatina - Cinética do reparo de lesbes causadas por cisplatina na
mitocéndria de células selvagem e células heminocautes para AdKAP7. As
medi¢cdes foram feitas logo apds (15 minutos), 1 hora, 3 horas e 6 horas
apos o tratamento. N&o existe diferenca observavel entre a cepa selvagem
e mutante

Ao contrario do observado em T.cruzi apés tratamento com radiacéo UV,
a alteragcdo dos niveis de ADKAP7 n&o alterou a cinética de reparo de forma
significativa. Osniveis de danos sdo semelhantes entre as células mutantes e
selvagens em todos os pontos analisados. A célula mutante apresentou cerca
de 1,85 lesdo/10kB no primeiro momento (15 minutos apds irradiagao), enquanto
a célula selvagem apresentou 1,94 lesdo/10kB. A cinética de queda apresentada
pela célula selvagem (inclinagao entre o ponto inicial e o ponto de 1 hora), porém,
foi bem semelhante durante todo o percurso da cinética de reparo, sugerindo

gue uma copia deste gene talvez seja suficiente para lidar com este dano.
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Figura 38 - Cinética do reparo de lesdes causadas por 1500uJ/cm? de
radiagao UV - Cinética do reparo de lesbes causadas por radiagdo UV na
mitocondria de células selvagem e células heminocaute para ADKAP7. As
medi¢bes foram feitas logo apds (15 minutos), 1 hora, e horas e 6 horas
apos o tratamento. Assim como observado anteriormente no tratamento
com cisplatina, ndo foi observada diferenga entre os niveis de leséo e a

cinética de reparo das cepas mutante e selvagem.

Estes resultados sugerem que AdKAP7 esta envolvida com a resposta
aos danos de DNA gerados pelos agentes genotdxicos, mas nao atua de forma

direta na resolucéo destes danos.

4.3.5. Alteracoes de morfologia celular apés
tratamento com cisplatina e radiagao UV

Como dito anteriormente, um dos fendtipos observados durante a
contagem das curvas por microscopia o6tica foi a alteragdo morfolégica dos
organismos apo6s tratamento com cisplatina. Afim de investigarmos mais
detalhadamente a morfologia destas células, foi feito microscopia eletrénica de
varredura apos tratamento com 150 uM e 300uM de cisplatina e 1500uJ/cm? de
radiacao UV.

Primeiramente foi feita a investigacdo se o nocaute da proteina ja seria
capaz de alterar a morfologia e organizagéo da ultraestrutura do kKDNA. A Figura
39 demonstra que, ao contrario do nocaute completo de T. cruzi, no qual foi
mostrado que a ultraestrutura do disco do KDNA do parasito nao foi alterada
(MORINI, 2015), a ultraestrutura do arranjo do kDNA de A. deanei sofreu
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alteracgdes pela delecdo de uma das cépias do gene AdKAP7. Em comparagao
com a célula controle (Imagens A, B e C da Figura 39), o mutante para este gene,
possui uma organizagao distinta (imagens D, E e F da figura 39). Os discos de
kKDNA no mutante apresentam DNA’s mais compactados (em niveis diferentes
entre eles), demonstrando que AdKAP7 pode estar envolvida com a organizagéo

do kDNA neste organismo.

Como dito anteriormente, um dos fendtipos observados durante a
contagem das curvas por microscopia Otica foi a alteragdo morfolégica dos
organismos apo6s tratamento com cisplatina e radiagdo ultravioleta. Para
investigarmos mais detalhadamente a morfologia destas células, foi feito
microscopia eletrénica de varredura apés tratamento com 150 yM e 300uM de

cisplatina e 1500uJ/cm? de radiagéo UV.

Quando foi feita a analise de células selvagem apds tratamento com
cisplatina, foi visto que o tratamento com 150uM (Figuras 40 B e C do painel
superior) faz com que surjam células de formato globular. Também foi visto que,
apo6s o tratamento, surgem células com dois corpos celulares, mas que nao
completaram a divisdo celular (Figura 40C do painel superior). No tratamento
com 150uM de cisplatina percebe-se que existem células com formato bem
arredondando e flagelos mais curtos. A mesma analise com as células AdKAP7
(Figura 40 C do painel inferior) demonstrou que algumas células naturalmente ja
possuem problemas como a presenca de flagelos curto (seta verde) ou até
mesmo sem flagelo (seta laranja). Quando as células foram tratadas com 150uM,
foi possivel observar células com formato aberrante e mais de um flagelo (seta
rosa) e células que apresentaram protuberancias e proje¢ées do citoplasma
(seta amarela). Com 300uM também foi possivel observar estas células

modificadas, com formatos aberrantes e protuberancias.

ApOs a analise das células tratadas com cisplatina, foi feita a analise de
células irradiadas com radiagao UV. Na contagem das curvas de crescimento e
sobrevivéncia foi observado que, apoés a irradiacdo e com o passar dos ciclos,
ocorre uma diminuigdo no ritmo de crescimento das células e o surgimento
evidente de formas celulares aberrantes. Nosso proximo passo foi entao verificar

se, com o passar do tempo, o dano causado no DNA de A. deanei era capaz de
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causar modificagdes na morfologia celular utilizando o protocolo de microscopia

eletrbnica de varredura (MEV). Células selvagem e mutantes para o gene

AdKAP7 foram entdo novamente irradiadas e fixadas como explicado nos

materiais e métodos.

200'am

Figura 39 - Ultraestrutura do kDNA de células selvagem e mutantes para AdKpa7 —
Ultra estrutura do kDNA de células selvagem de A. deanei, demonstrando diferentes
células com niveis de compactagdo semelhante (A, B e C). Na direita células mutantes
para AdKAP7, demonstrando que a compactagéo é diferente da encontrada na célula
selvagem (D, E e F). As imagens mostram trés niveis distintos de compactacao, sendo

que o DNA da imagem F é o mais desorganizado.
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A. deanei WT controle A. deanei WT tratada com Cisplatina 150 uM

Ad KAP 7 HET controle Ad KAP 7 HET tratado com Cisplatina 150 uM Ad KAP 7 HET tratado com Cisplatina 300 uM

Figura 40 — MEV de Protozoarios Angomonas deanei selvagem (WT) e mutantes para AAdKAP7 apoés tratamento com cisplatina — Painel superior:
Células selvagem nao irradiadas (A) e apds tratamento com 150 uM de Cisplatina (B e C). Seta branca: células com aspectos normais, seta verde: células
com flagelo curto, seta laranja: células sem flagelo, seta vermelha: célula com formato globular. Painel inferior: Células heminocaute para Ad KAP7. Células
nao trata (A e B) e apds 24 horas de tratamento com 150 uM (C e D) e 300 uM (E e F) de cisplatina. Seta verde: células com flagelo curto; seta laranja: células

sem flagelo; seta rosa: células aberrantes; seta amarela: células com protuberancias na regido posterior do corpo celular.
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Como mostrado na Figura 41, apoés irradiagdo com radiagao UV a célula
selvagem apresenta algumas formas aberrantes, com protuberancias e proje¢ées que
podem indicar prejuizo na replicagdo celular. A imagem demonstra que existem
parasitos com dois flagelos (Figuras 41A e 41B), que possuem alteragbes
morfologicas significativas na membrana celular com projec¢des de citoplasma (Figura
41C) e que possuem formas arredondas e de flagelo curto, caracteristica de
tratamento genotoxicos em células de outros tripanossomatideos, como T. cruzie T.

brucei.

Figura 41 — MEV de células selvagem irradiadas com 1500uJ/cm? de
radiagao UV - Microscopia representativa de varios exemplares de
fenodtipo observados apos irradiagdo com radiagao UV. Apds 12 horas se
observa problemas na divisdo celular de diversos individuos na

populagao.

A mesma analise foi feita também para as células mutantes para AdKAP7
(Figura 42). Assim como na célula selvagem, apds 12 horas da irradiagdo com
radiacdo UV também foi observado que existem células com morfologia alterada na
populagdo. Foi detectado que existem células com pequenas protuberancias e

alteracdes morfoldgicas (Figuras 42A e 42B), mas chama a atengao a severidade das
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alteracbes observadas neste mutante. As figuras 42C, D, E e F demonstram alguns
parasitas que possuem problemas sérios causados pelo dano ao DNA. Fica claro, na
figura 42F, que este fendtipo demonstra um sério problema na replicagao do parasito,
algo nao observado nas células selvagem. Na célula mutante é possivel se observar
células que aparentam ter problemas na citocinese (Figuras 42B e C) porém no
heminocaute de ADKAP7 é possivel se observar células que aparentam ser dois ou
trés corpos celulares (Figura 42C, D e E) ou até mesmo um numero maior de corpos
celulares (Figura 42F) que n&do conseguiram completar a citocinese. Juntos, estes
resultados demonstram que a diminuigao nos niveis de AdKAP7 causa problemas no
metabolismo e na replicagao correta do kDNA de A. deanei apés tratamento com

radiacao ultravioleta.
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2,5 ym

Figura 42 - MEV de células heminocautes para AdKAP7 irradiadas
com 1500uJ/cm? de radiagdo UV — Microscopia representativa de
fenodtipos observados apés irradiagdo com radiagdo UV. Apds 12 horas é
possivel se observar células com varios formatos distintos do esperado
para A. deanei. Parasitos apresentam problemas de replicagao apos a
geragao de danos ao DNA, chegando a fenétipos extremos de problemas

de replicagdo como os observados em C e F.

5. Discussao

Desde o inicio dos estudos sobre o reparo de DNA ¢é descrito que o reparo de

DNA mitocondrial pode possuir caracteristicas distintas do reparo nuclear. Algumas
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vias, como a via do NER, foram descritas como ausentes nas mitocondrias de células
de eucariotos superiores (Figura 11) (CLAYTON; DODA; FRIEDBERG, 1974;
PASCUCCI et al., 1997; PODRATZ et al., 2011). A descri¢do do reparo mitocondrial
ainda é incompleta e apenas alguns estudos tentam investigar o metabolismo de DNA

da organela.

Proteinas do BER ja foram descritos na mitocondria de diversos organismos
em trabalhos com mais de trés décadas (ANDERSON; FRIEDBERG, 1980;
CHATTOPADHYAY et al., 2006; PETTEPHER et al., 1991; PINZ; BOGENHAGEN,
2015). O reparo de quebras de fita dupla também ja foi sugerido como atuante nas
mitocdndrias de alguns fungos e plantas (MANCHEKAR et al., 2006; MILESHINA et
al., 2011; MOREL et al., 2008) enquanto a maquinaria de recombinag¢ao basica para
a via de reparo por recombinagdo homologa e a descrigdo do processo em mitocondria
de mamiferos ja foi feita (THYAGARAJAN; PADUA; CAMPBELL, 1996), embora seja
tido como raro (MINCZUK et al., 2011). O reparo por erros de pareamento foi descrito
mais recentemente em algumas linhagens de células humanas e de outros mamiferos
(DE SOUZA-PINTO et al., 2009; MASON et al., 2003). E interessante ressaltar que as
proteinas do MMR nuclear ndo séo localizadas comumente na mitocondria, sugerindo
que talvez vias ndo canlnicas sejam responsaveis pelo metabolismo do DNA
mitocondrial (KAZAK; REYES; HOLT, 2012).

Um fator que se torna um complicador no estudo do reparo do DNA mitocondrial
€ o fato de que as células de mamiferos e eucariotos apresentam mais que uma
mitocdndria, fazendo com que muitos dos efeitos sobre seu DNA sé sejam percebidos
guando atingem uma quantidade significativa delas. Niveis distintos de heterosplasmia
estdo relacionados com o surgimento ou ndo de determinados fendtipos (KOPINSKI
et al., 2019) e a heteroplasmia destas células pode ser um fator de complicagéo no
estudo de vias de reparo de DNA mitocondrial. O fato de que Trypanosoma cruzi,
assim como outros membros da ordem Kinetoplastida, apresentarem uma mitocéndria
unica, ainda que modificada, faz com que eles sejam 6timos modelos para o estudo

do reparo de DNA mitocondrial.

Dentre os agentes genotdxicos aos quais 0s organismos estdo expostos, o
estresse oxidativo constitui, sendo a principal, uma das mais relevantes fontes de

dano a biomoléculas. Durante a infecgdo de T. cruzi em células de mamiferos, ROS
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sdo as principais fontes de problemas na fase amastigota intracelular do ciclo de vida
do parasito e diversos estudos ja focaram em como o parasito lida com estes insultos
(MACHADO-SILVA et al., 2016; PAIVA et al., 2012; PAIVA; MEDEI; BOZZA, 2018;
PIACENZA et al., 2009).

Ja foi descrito que a resposta ao estresse oxidativo em T. cruzi envolve varias
barreiras metabdlicas criadas pelo parasito para lidar com o dano gerado pelas ROS.
A primeira linha de defesa do parasito € composta por enzimas antioxidantes para
lidar com o estresse oxidativo, tais como TcAPX, TcCPX, TcMPX, TcSH e proteinas
da familia das SOD dismutases (MACHADO-SILVA et al., 2016; PIACENZA et al.,
2007, 2009; PIACENZA; TRUJILLO; RADI, 2019).

Dada a importancia do estresse oxidativo para T. cruzi, outra via que seria
l6gica de se esperar encontrar na mitocondria do parasito € a sintese translesao,
capaz de realizar o by-pass de lesbes que causem a parada da replicagao
mitocondrial. De fato, ja foi demonstrado que as polimerases (B-PAK, k e n de T. cruzi
contam com a capacidade de catalisar a polimerizagao frente a 8-oxodG (DE MOURA
et al., 2009; LOPES et al., 2008; RAJAO et al., 2009). A superexpressdo destas
proteinas aumentaram também a resisténcia ao BZ, medicamento relacionado com a

oxidacdo do pool de nucleotideos do parasito (RAJAO et al., 2014).

Com relacdao ao metabolismo de DNA, ROS que escapem da atuacido do
sistema antioxidante do parasito séo capazes de alterar o DNA do parasito. Como ja
foi dito anteriormente, a principal alteragdo causada pelas ROS no DNA é a
modificagdo da guanina em 8-oxoguanina. Diversas vias de reparo ja foram
relacionadas com o estresse oxidativo (MELIS; VAN STEEG; LUIJTEN, 2013;
NEMZOW et al., 2015), porém a principal via responsavel por este tipo leséo € o

sistema GO, uma subvia do BER.

Como visto anteriormente (FURTADO et al., 2012) e neste trabalho (Figura 16),
os niveis de lesao no KDNA de T. cruzi permanecem estaveis mesmo apos insultos
com altas doses de peréxido de hidrogénio. Ja foi descrito que a presenga de varias
proteinas capazes de gerar estresse oxidativo devido ao escape de radicais da cadeia
transportadora de elétrons é contrabalanceada com a presenca, na propria organela,
de enzimas capazes de lidar com estas ROS (MAILLOUX, 2018). Das enzimas

envolvidas na resposta contra ROS de T. cruzi, a proteina TcMPX foi localizada na
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mitocdndria. Esta proteina pertence a familia das perorredoxinas e catalisa a
detoxificagdo de perdxido de hidrogénio (WILKINSON et al., 2000) e peroxinitrito
(PINEYRO et al., 2008), numa reagdo que ndo é importante para o processo de
invasao celular, mas sim para o curso da Doenca de Chagas (PIACENZA et al., 2008).
O nivel constante de danos, que varia entre 1 dano/10kb e n&o vai muito abaixo de
0,5 dano/10kb, talvez esteja relacionado entdo com a capacidade inata do parasito de
evitar danos ao DNA mitocondrial a partir da presenca de proteinas antioxidantes
proprias no cinetoplasto. Assim, as doses utilizadas ndo sao capazes de causar
grandes problema na organela. Trabalhos de nosso grupo utilizam doses que variam
de 100uM a 300 pM e n&o sdo capazes de causar grandes quantidades de danos ao
KDNA de T. cruzi (AGUIAR et al., 2013; FURTADO et al., 2012; KUNRATH-LIMA et
al., 2017; RAJAO et al., 2014).

Com um aumento de dose, para além dos 300uM utilizados no trabalho, os
efeitos em outros processos do metabolismo e em outras localizagdes subcelulares
seriam t&o altos que a célula se tornaria inviavel. Desta forma, o ensaio de gPCR de
danos causados pelo peroxido de hidrogénio ndo € a capaz de detectar niveis de
lesbes muito altos no KDNA do parasito. Importante ressaltar que as mudancas
metabolicas causadas pelo ROS sao amplas e ndo se resumem somente a atuacao
destas enzimas (MACHADO-SILVA et al., 2016).

Com relacdo ao metabolismo de DNA, as duas proteinas chaves apds a
incorporagao da 8-oxodG no DNA sao as proteinas TcOGG1 e TcMYH. Estudos com
0 superexpressor do homologo de OGG1 em T. cruzi, denominado TcOGGH1,
demonstraram que esta enzima atua na resposta ao estresse oxidativo e que niveis
altos de TcOGG1 tornam a célula mais sensivel ao estresse oxidativo, ao mesmo
tempo que diminuem os niveis de 8-oxoguanina tanto no nucleo quanto na

mitocdndria, em comparagédo com o controle (FURTADO et al., 2012).

Neste trabalho demonstramos que TcMYH esta envolvida no metabolismo tanto
nuclear, quanto mitocondrial. A localizagdo mitocondrial de MYH ja foi descrita em
células de mamiferos, apesar de em nenhuma destas descricbes a proteina ser
exclusivamente mitocondrial ou nuclear (ICHINOE et al., 2004; NAKABEPPU, 2001;
TAKAO et al., 1999). TcMYH foi demonstrada como tendo uma localizagdo ubiqua
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pelo corpo celular do parasito (KUNRATH-LIMA, 2013) e nés quantificamos o efeito

da superexpressao desta enzima em T. cruzi.

A superexpressao desta proteina levou a uma maior sensibilidade do parasito
a agentes relacionados com estresse oxidativo (Figura 14). Este resultado poderia
estar relacionado com a fungdo desta enzima, retirar a adenina pareada de forma
errada em frente a 8-oxodG e gerar um sitio AP, capaz de levar a morte celular em
altos niveis (WILSON; BOHR, 2007). De fato, quando verificamos os niveis de sitios
AP nesse superexpressor (Figura 15) foi visto que T. cruzi realmente existe um
acumulo de sitios AP apds 30 minutos do inicio do tratamento com perdxido de
hidrogénio, mas o mais marcante foi que o superexpressor desta proteina possui
niveis mais altos de sitios AP, em comparagdo com a célula selvagem, em quase
todos os pontos analisados. O homélogo de MutY em humanos ja foi descrito como
uma enzima relacionada a morte celular. O mecanismo pelo qual esta morte ocorreria
envolveria, em células de mamiferos, a geracao de filamentos de fita simples devido
ao sitios AP gerados pela agdo de MYH (MARKKANEN; DORN; HUBSCHER, 2013).
A morte observada e este alto nivel de sitios AP observados pode estar relacionado
com o desbalango do sistema de reparo devido a superexpressao de TcMYH. Em
condi¢cdes normais, como demonstrado pelos niveis medidos na cepa controle, ocorre
um aumento na quantidade de sitios AP da cepa selvagem, com pico em 1 hora apés
o tratamento. Os niveis mais altos em quase todos os pontos analisados, e o0 pico
mais rapido observado para o superexpressor pode ser devido ao fato de que a
superexpressao € feita a partir de um vetor integrativo de expressao constitutiva.
Desta forma, o parasito se encontra sempre apto a reconhecer e fazer a clivagem do
pareamento errado da adenina frente a 8-oxodG, levando a um pico precoce e a niveis

maiores durante todo o tempo de acompanhamento.

A quantificacdo dos sitios AP foi feita a partir da utilizacdo do DNA total do
parasito, em uma extracdo que nao é diferencial para o DNA nuclear e mitocondrial.
Desta forma nado representa o metabolismo exclusivo do nucleo ou do cinetoplasto.
Foram feitas tentativas de centrifugacdo para a separagcdo dos DNAs das duas
organelas para utilizagédo tanto na quantificagdo de sitios AP quanto na quantificagéo
por qPCR de fragmento longo, porém nao foram obtidas amostradas purificadas para
cada uma das organelas. O teste com primers para regides especificas tanto do

nucleo quanto do cinetoplasto de T. cruzi demonstraram que havia DNA contaminante

101



em todas as amostras. Portanto, a quantificagao de sitios AP representa a quantidade

total de sitios AP encontrados em cada cepa apos o tratamento.

Noés verificamos também a cinética de reparo a partir de gQPCR de fragmento
longo, ja que a utilizagdo de primers especificos nos permite analisar cada um dos
dois genomas (Figura 16). Fica claro que, na analise dos niveis de lesbdes nucleares,
a superexpressao de TcMYH teve uma clara influéncia no nivel de lesbes encontradas
no nucleo do parasito. No cinetoplasto, porém, os niveis encontrados de lesao foram
mais constantes ao longo do tempo, ficando em niveis menores que os nucleares nos
tempos analisados logo apds o tratamento. Estes resultados corroboram as
localizagbes observadas para a proteina superexpressa, que se encontra tanto no
nucleo quanto no cinetoplasto do parasito (KUNRATH-LIMA, 2013), e também sao
condizentes com a hipétese de que a presenca de proteinas antioxidantes talvez
consiga evitar grande parte das lesdes no KDNA do parasito. Interessante ressaltar
gue a unica diferenga significativa observada na cinética de reparo do cinetoplasto se
deu no ponto de 30 minutos. Foi neste ponto que também observamos o pico no
numero de sitios AP do parasito superexpressor (Figura 15).Este dado também se
correlaciona com a observagcao de que a sobrevivéncia do superexpressor € menor
logo apds o tratamento com Mt-OX (Figura 14), sugerindo que a morte observada

também pode ser devido aos danos causados na mitocéndria do parasito.

Vale ressaltar que a técnica possui limitagdes. A amplificagdo de um fragmento
de 10kb é feita devido a chance estatistica de se encontrar uma lesdo em um
fragmento com este tamanho e a facilidade técnica de se amplificar este fragmento.
Porém, como o ensaio se baseia na parada da DNA polimerase de alta fidelidade
frente a uma lesdo, o valor encontrado pode ser subestimado, ja que existe a
possibilidade de uma mesma fita ter mais de um dano e, dessa forma, apenas o
primeiro seria detectado no ensaio. Dessa forma, aumentar o fragmento amplificado
nao significaria num aumento da sensibilidade da técnica. Além disso, existe a perda
de células causada pela morte causada devido a agao dos agentes genotoxicos. Estas
células sdo perdidas nesta analise e, embora seja evidente a existéncia do reparo

destas lesdes, outras técnicas podem apontar cinéticas distintas de reparo.

Durante a resolucao dos efeitos do estresse oxidativo pelo BER, é necessario

realizar a limpeza do local do dano (atividade de DRP-liase) seguido da inser¢céo do
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nucleotideo correto na ponta 3’-OH do sitio AP gerado. Em alguns organismos a
enzima capaz de catalisar tanto a atividade de DRP-liase quanto a insercdo do
nucleotideo € a DNA polimerase 3 (ALLINSON; DIANOVA; DIANOV, 2001). Foi
demonstrado que, em T. cruzi, esta proteina também se encontra presente e capaz
de realizar estas atividades (LOPES et al., 2008; SCHAMBER-REIS et al., 2012). Foi
demonstrado também que esta proteina é capaz de lidar com lesdes oxidativas no
cinetoplasto e que sua localizacao subcelular € dependente das fases do ciclo celular.
Também foi demonstrado que, frente a um insulto oxidativo, esta proteina se transloca
para os sitios antipodais do parasito (SCHAMBER-REIS et al., 2012). Ligases
mitocondriais ja foram descritas em T. brucei (DOWNEY et al., 2005), porém nenhum

estudo ainda foi feito em T. cruzi.

Todos estes resultados demonstram que T. cruzi possui, no cinetoplasto,
proteinas capazes de lidar com muitas das etapas do reparo e da tolerancia ao dano
causado pela de 8-oxoguanina (Figura 43). A alteragdo nos niveis de lesbes e 8-
oxodG na organela encontradas com a superexpressdo das DNA glicosilases
(FURTADO et al., 2012; KUNRATH-LIMA, 2013), a translocagdo da DNA polimerase
B frente a presenca de estresse oxidativo (SCHAMBER-REIS et al., 2012) e a
presenca de DNA polimerases de sintese translesao capazes de catalisar a
polimerizagao frente a 8-oxodG no cinetoplasto constroem um cenario no qual o
parasito de fato possui uma resposta completa contra os efeitos no DNA mitocondrial
do estresse oxidativo. Interessante ressaltar que a enzima catalase, descrita em
diversos organismos como sendo chave na resposta ao estresse oxidativo, esta
ausente em T. cruzi e que esta auséncia talvez esteja relacionada com o processo de
infeccao do parasito (FREIRE et al., 2017), criando um cenario no qual o parasito tem
que ser capaz de sentir o estresse oxidativo afim de continuar seu ciclo, mas tem que

ter protegdes contra os efeitos mutagénicos do mesmo.
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Figura 43 — Proteinas envolvidas na resposta a 8-oxoguanina ja descritas
no cinetoplasto de T. cruzi — Trabalhos de nosso grupo ja demonstraram que
existem proteinas para quase todas as etapas da tolerancia e remocao da 8-
oxoguanina do kDNA de T. cruzi. TcMYH e TcOGG1 sdo capazes de identificar
tanto a base modificada, quanto a adenina incorporada de forma errada no
kDNA; PolB-PAK possui atividade de 5’ DRP liase, ou seja é capaz de limpar o
esqueleto de agucar fosfato do local da lesdo; Polf é capaz de catalizar a
polimerizagdo de DNA frente a locais de lesao ; Polp e Polk sdo capazes de atuar
como polimerases translesdo e permitir a tolerancia da lesdo em filamentos de

DNA (em verde na figura).

Apesar de T. cruzi possuir enzimas e proteinas que permitem a construg¢ao, no
cinetoplasto, de uma via capaz de detectar, reparar e tolerar os danos causados pela
8-oxoguanina, a principal consequéncia do estresse oxidativo no DNA, nao foi
determinado ainda se outras vias de reparo também se encontram no cinetoplasto do
parasito. Visto que temos identificado algumas respostas contra estresse oxidativo ja
caracterizadas na mitocondria de T. cruzi, nossa outra abordagem foi investigar se
uma proteina especifica do cinetoplasto de tripanossomatideos pode estar envolvida

com o reparo de DNA nesta organela.

Como dito anteriormente, uma familia importante para o metabolismo do kKDNA

nos tripanossomatideos é a familia das proteinas KAP. Em nosso trabalho, das seis
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possiveis proteinas desta familia ja identificadas em T. cruzi, escolhemos trabalhar
com a proteina TcKAP7. A escolha da proteina TcKAP7 se deu apds a analise da
sequéncia e de seus dominios. Como mostrado na Figura 17, esta analise demonstrou
a existéncia de um dominio de ligagdo ao DNA denominado HMG-box. O dominio
HMG-box é caracteristico de proteinas de ligagdo ao DNA e é dividido em trés classes
diferenciadas devido a sua estrutura: HMG-box da familia dos nucleossomos; HMG-
box da familia dos ganchos AT; e a familia HMG-box (STROS; LAUNHOLT;
GRASSER, 2007). De forma geral, este dominio apresenta trés a-hélices com uma
curvatura em forma de L e a presenca de aminoacidos positivos nestas hélices
organizados de forma que possam interagir com o DNA (LAUDET; STEHELIN;
CLEVERS, 1993). O dominio encontrado na proteina TcKAP7 foi o da familia HMG-
box. Em leveduras e células de organismos multicelulares estes dominios estao
presentes em proteinas que englobam diversas funcdes, desde fungdes de
remodelamento de cromatina e controle transcricional, a fungdes de reparo de DNA
(ANGEL et al., 2017; LAUDET; STEHELIN; CLEVERS, 1993; STROS; LAUNHOLT;
GRASSER, 2007).

Em nossos experimentos com TcKAP7, vimos que o tratamento das células
com MMS n&o demonstrou diferenga de sobrevivéncia entre as cepas (Figura 20) nem
de replicacgéo, ja que o crescimento das duas cepas foi semelhante (Figura 19). Dentre
as lesdes causadas por MMS é descrito que o agente é capaz de causar problemas
de replicagcédo (VESELA et al., 2017). O crescimento ndo alterado da cepa nocaute
para TcCKAP7 em comparagao com a cepa selvagem sugere que TcKAP7 n&o esteja

envolvida com a replicacdo do kDNA em situacdes de estresse replicativo.

De fato, quando observamos a resposta do parasito ao berenil, um agente
também capaz de causar problema de replicagéo por se ligar no sulco menor da dupla
fita de DNA (ZUMA et al., 2014) foi visto que, apesar de alcangar um platé menor no
crescimento apos tratamento com a droga (um fenétipo visto em varios tratamentos
genotdéxicos desta cepa), as ceélulas apresentam uma cinética de crescimento
semelhante. Além de problemas no crescimento, um dos efeitos do berenil € causar o
surgimento na populagdo de parasitos com numeros aberrantes de cinetoplasto
(ZUMA et al, 2014). Em nossa quantificagdo também n&o vimos niveis

estatisticamente diferentes de parasitos aberrantes na populagdo analisada,

105



reforcando a idéia de que TcKAP7 nao esta envolvida com problemas de replicacéo
no KDNA.

A presenca de um dominio de ligacdo ao DNA; o comportamento semelhante
relacionado aos problemas de replicacdo causados pelo MMS e pelo berenil; a falta
de diferenga na cinética de crescimento da célula nocaute em condi¢cées normais (que
pode ser visto nos controles das curvas de crescimento apresentadas); juntamente
com a localizagao desta proteina nos sitios antipodais do parasito (MORINI, 2015) -
sitios ja descrito como locais de reparo de kDNA do parasito (JENSEN; ENGLUND,
2012) - sugerem que esta proteina esteja envolvida com outros processo do

metabolismo do kDNA, além do controle da replicacao.

Os estudos das proteinas associadas ao cinetoplasto ainda ndo conseguiu
elucidar muitas de suas funcdes. Em Crithidia fasciculata foi demonstrado que a
proteina CfKAP1 se assemelha a histonas e atua na condensacgao de redes isoladas
de kDNA, ajudando na estabilizagao da estrutura do disco de kDNA. O nocaute desta
proteina leva a anormalidades na replicagdo do kKDNA, um fenétipo que consegue ser
restaurado com a reintrodugdo da proteina neste parasito (LUKES et al., 2001). Neste
mesmo parasito foi visto que o nocaute de CfKap2 e CfKap3 aumentam a expressao
de genes de proteinas do maxicirculo, indicando uma fungao para estas proteinas no
controle de expressdo génica de proteinas do cinetoplasto (AVLIYAKULOV; LUKES;
RAY, 2004). Interessantemente, o nocaute de TcKAP3 ndo apresentou fendtipo
aparente com relagdo ao metabolismo de DNA, indicando que estas proteinas podem
ter fungdes distintas dependentes do organismo ou que a busca por homologia nédo

possa ser uma forma confiavel de se identifica-las.

Em nossos experimentos foi visto que o nocaute de TcKAP7 possui uma
resisténcia maior a peroxido de hidrogénio em uma alta concentragao de perdxido de
hidrogénio. Como ja dito anteriormente, a resposta ao estresse oxidativo é de suma
importancia para T. cruzi, porém a unica diferenca foi vista quando o parasito foi
tratado com 300uM de perdxido de hidrogénio. Se as especulagbes de que o perdxido
atua de forma mais significativa no nucleo é correta, simplesmente porque o nucleo
corresponde a cerca de % do DNA total do parasito, e de que o parasito, assim como
descrito para outros organismos, tenha uma maquinaria antioxidante ativa no

cinetoplasto, é de se esperar que apenas em doses altas nds consigamos ver uma
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diferenga no nocaute de TcKAP7. Em doses mais baixas o nucleo seria o principal
afetado e apenas com o aumento para 300uM somos capazes de ver uma influéncia
no metabolismo do DNA mitocondrial.

Foi devido a este fato que utilizamos o reagente Mt-OX também em nossos
experimentos com TcKAP7. Assim como no perdxido de hidrogénio, vimos que
TcKAP7 também se torna mais resistente a dose mais alta do reagente utilizada. Em
comparagao com células humanas no trabalho que descreveu a fungéo deste agente,
a dose utilizada em T. cruzi é 4 vezes maior (WISNOVSKY; JEAN; KELLEY, 2016).
Vimos que o nocaute de TcKAP7 tem uma resisténcia maior ao Mt-OX quando
comparado com a cepa selvagem 30 minutos apdés o tratamento com a droga.
Especulamos que apds o tratamento com Mt-OX em uma dose alta pode ocorrer a
liberagcdo de espécies reativas de oxigénio devido ao efeito na organela, e estes
radicais livres seriam entdo capazes de afetar o nucleo da célula. Apesar de nao
termos visto diferenca no potencial de membrana apdés o nocaute de TcKAP7, é
possivel que a célula mutante tenha algum tipo de alteragdo e tenha se adaptado de
forma a estar mais preparada para lidar com os efeitos do estresse oxidativo
mitocondrial. A fim de confirmar isto seria interessante fazer a verificacdo da perda de
potencial de membrana tanto em células mutantes quanto selvagens apés tratamento
com Mt-OX além de um acompanhamento mais detalhado da sobrevivéncia da célula

nas primeiras 24 horas.

Considerando este resultado que indica uma maior resisténcia de TcKAP7 apés
tratamento com Mt-OX especulamos que a auséncia de TcKAP7 esteja envolvida em
controles do processo de transcricdo mitocondrial, em uma via que poderia ser
semelhante ao NER nuclear. O envolvimento de proteinas do NER com o estresse
oxidativo ja foi descrito, como o papel das proteinas CSA e CSB na manutengéo do
DNA mitocondrial de células humanas (D’ERRICO et al., 2013; PASCUCCI et al.,
2011). Também foi descrito que a proteina CSB pode atuar no controle do processo
de mitofagia para prevenir o acumulo de danos e mutagbes ao DNA mitocondrial
(SCHEIBYE-KNUDSEN et al., 2012). Estes resultados demonstram que uma proteina
do NER associado a transcrigdo é capaz de atuar na resposta ao estresse oxidativo,
ainda que, na mitocéndria, € possivel que sua fungcdo nao seja relacionada com a

resolucado direta do dano. Dessa forma, é possivel que TcKAP7 também atue em
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alguma via associada ao reparo e a transcrigdo e que seu nocaute tenha sido capaz

de alterar a resposta ao estresse oxidativo destes mutantes.

Um dos grandes marcos dos estudos de reparo de DNA foram o isolamento de
células mutantes para genes da via de reparo por excisao de nucleotideos e, portanto,
o dano causado por este agente genotdxico € um dos mais bem descritos e estudados
atualmente (FRIEDBERG et al., 2006). Em células de mamifero € classica a descrigéo
desde a década de 1970 de que o reparo de lesdes causadas por radiagao UV,
classicamente feito pelo NER, é ausente nas mitocondrias (CLAYTON; DODA;
FRIEDBERG, 1974). Outros trabalhos também demonstraram que o reparo de danos
causados por cisplatina, outro tipo de dano preferencialmente relacionado com a via

do NER, também é ausente nas mitocondrias de mamiferos (PODRATZ et al., 2011).

As primeiras investigagdes da resposta contra radiagdo UV demonstraram que
bactérias expostas a radiacdo UV e depois colocadas em contato com a luz solar eram
capazes de se recuperar mais rapidamente que aquelas deixadas no escuro. Estes
experimentos levaram a descricdo, anos depois, do mecanismo da fotoliase
(DULBECCO, 1949; KELNER, 1949). Porém, mesmo sem exposi¢ao a luz solar, as
células dos diversos organismos ja estudados sdo capazes de realizar o reparo de

danos causados por UV e esta via de reparo hoje é conhecida como o NER.

T. cruzi possui sequéncias candidatas a homologas de fotoliase. Um estudo
com a expressao heterdloga de um destes possiveis homdlogos, demonstrou que esta
proteina é expressa na forma epimastigota e esta presente nos sitios antipodais do
parasito, porém néo foi feita sua caracterizacdo funcional (CAROLAING GABALDON
et al., 2010). Em nosso grupo foi visto que ndo existe diferenga entre o nivel de leséo
e a cinética de reparo entre células irradiadas que estdo em contato com a luz ou nao,
indicando que possivelmente o reparo deste tipo de lesdo deva ser feito
exclusivamente pelo NER ou outras vias de reparo independentes da luz (MENDES,
2015). Porém, especulamos que, devido a caracteristica unica do cinetoplasto dos
membros da ordem Kinetoplastida, incluindo ai os tripanossomatideos, estes
parasitos necessitam entdo de uma maneira de lidar com os danos volumosos

causados no DNA.

Em nosso trabalho nds vimos que o nocaute de TcKAP7 faz com que a célula

seja mais sensivel ao dano causado por radiagao ultravioleta, tanto de forma imediata,
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quanto em tempos maiores. A morte imediata maior no mutante fica evidente quando
se analisa a porcentagem de células em necrose e a porcentagem de células
determinadas com quantidade de DNA descrita como SubG1, maior quando em
comparagao com a célula selvagem, indicando que niveis menores de TcKAP7
prejudicam a resposta a radiacdo UV. Um dos efeitos da radiagédo ultravioleta é a
morte imediata causada pela parada da RNA polimerase e sinalizacdo para a morte.
Na busca por homologia de TcKAP7 foi visto que uma das proteinas que possuem
similaridade com ela é o fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM), proteina ja
relacionada com a resposta ao dano de DNA (ZHANG; WANG, 2018). Ja foi descrito
que o nocaute desta proteina, em células tumorais € acompanhado pela redug¢ao dos
niveis de uma proteina denominada E2F1 (JIANG; WANG, 2019). Esta proteina E2F1
esta diretamente ligada com a resposta a radiagao ultravioleta, ja que seus niveis séo
diretamente relacionados com a estimulagéo do reparo de DNA (BISWAS; MITCHELL;
JOHNSON, 2014). E possivel entdo que TcKAP7 atue como um fator de estimulagéo

ou controle das vias de reparo na mitocéndria.

Em nossos experimentos foi visto que a expressao de TcKAP7 apds irradiacao
com radiagdo UV na célula selvagem segue um padréo de crescimento até 24 horas.
De fato, trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram que, apesar
de nao ser capaz de retirar todas as lesdes causadas por radiagao UV no nucleo nas
primeiras 24 horas, T. cruzi é capaz de reparar parte delas (RAJAO, 2011).
Curiosamente, foi demonstrado que o reparo de lesdes mitocondriais causadas por
UV talvez seja mais eficiente no cinetoplasto de T. cruzi do que no nucleo do parasito.
Também chama a atencdo que até mesmo 24 horas depois, um ciclo de replicagao
do parasito, os danos causados pela radiacdo UV persistem no genoma total do
parasito, indicando que o parasito € capaz de tolerar a presenca destes danos
(MENDES, 2015).

Nossos experimentos de Western blot demonstraram que a cinética de
expressao de TcKAP7 se correlaciona com esta cinética de reparo observada na
literatura e na Figura 31. Este resultado implicaria que TcKAP7 esta envolvida
diretamente na resposta a este tipo de dano ao DNA, embora ndo possamos
determinar qual a fungcdo que ela exerce. Estes resultados vdo em um caminho

contrario ao da descricdo classica de que nao ocorre remogao de dimeros de
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pirimidina na mitocondria de células de mamifero (CLAYTON; DODA; FRIEDBERG,
1974).

Com relagdo a morte imediata, nosso grupo ja demonstrou e € descrito na
literatura que vias de sinalizacdo fazem parte da resposta ao dano de DNA e que a
cafeina € um importante inibidor desta resposta. Assim como observado em outro
trabalho (MENDES, 2015) a inibicdo com cafeina foi capaz de aumentar a
sobrevivéncia tanto da célula nocaute para TcKAP7 quanto da célula selvagem.
Porém, quando foi utilizado o inibidor para ATR observamos que as células selvagens
tém uma porcentagem maior de sobrevivéncia que as células mutantes nesta mesma
condigdo. No caso dos mutantes, a diferenca observada entre os valores de
sobrevivéncia apds tratamento com cafeina (97,22%) e com o inibidor de ATR
(75,55%) séao significativamente diferentes. O tratamento com cafeina tem diversos
efeitos, além da inibicado ndo especifica das vias de ATM/ATR apés irradiagao com
UV, efeitos estes que envolvem também controle do ciclo celular (BODE; DONG,
2007; KERZENDORFER; O’DRISCOLL, 2009; WANG, SHAO WIN et al., 1999). A
diferenca observada entre os tratamentos com ATR e cafeina na célula mutante, e
que nao € observada na célula selvagem, pode indicar que existe diferenga na
sinalizacao entre o dano nuclear e o dano mitocondrial. Como esperado, em nenhuma

das células foi visto recuperacao de morte causada pela inibicao de ATM.

O salvamento visto pela inibicdo de ATR pode ser, em parte, devido a inibi¢ao
das vias de sinalizagdo para a morte que tenham origem devido aos danos causados
no nucleo do parasito. Este fendtipo ja foi observado em outros trabalhos do grupo
que demonstraram que esta sinalizacao inicial tem relagdo com os processos de
transcricdo e com o reparo de excisdo de nucleotideos acoplado a transcri¢do (TC-
NER) (MENDES, 2015). Existe uma diferenca, porém, na porcentagem de
sobrevivéncia observada apds inibicdo prévia da proteina ATR e subsequente
irradiacédo com radiagcaéo UV, o que pode sugerir uma via de sinalizagao dependente

de ATR devido a danos causados no cinetoplasto.

De fato, ja foi descrito que ATR pode ter um papel no salvamento de danos de
origem mitocondrial. Em células de queratindcitos foi demonstrado que uma forma de
ATR é capaz de interagir com a membrana externa da mitocondria a partir da

inativacdo de Pin1 causada pela radiagao UV. Esta inativagao levaria a ligacéo de
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ATR na membrana externa da mitocondria, impossibilitando a atuagcdo de ATR na
sinalizagdo para morte. Esta interagdo, entdo, pode levar a uma cascata
antiapoptotica mediada pela proteina Bid. A partir do controle de proteinas da familia
BCL-2, provocado por esta cascata, a célula & capaz de controlar a liberagcao de
citocromo C e outros fatores apoptéticos (HILTON et al., 2015). T. cruzi apresenta um
possivel homaologo da proteina Pin1, porém a via de ativagao via BCL-2 & modificada
neste parasito. Dessa forma, uma possibilidade é que a inibicao de ATR poderia ter
um efeito semelhante ao causado pela inativacdo de Pin1 por radiagdo UV em
condigdes selvagens. Importante ressaltar que, como a radiagdo UV atinge os dois
conjuntos de genoma, o balango entre o fator antiapoptotico de Pin1 e apoptotico de

sinais de dano nuclear que determinaria o caminho escolhido pela célula.

Uma das questdes que permeiam alguns trabalhos de nosso grupo de pesquisa
diz respeito as vias de morte que T. cruzi aciona frente a cada tipo de dano causado
no DNA. Em um trabalho recente foi visto que o tipo de morte causada por tratamentos
com radiacdo ionizante se difere daquele causado por radiagao UV. Foi demonstrado
que a resposta de morte desencadeada por T. cruzi também é Edependente da dose
utilizada (ASSIS, 2019). Em nossos experimentos também foi visto que a radiacédo UV
causa, imediatamente, morte a partir da exposicao de fosfatidilserina, indicativa de
morte sinalizada por apoptose. Surpreendentemente, foi visto que o nocaute de
TcKAP7 alterou a sinalizagao detectada para uma que se assemelha a necrose tanto
imediatamente quanto 48 horas apds o tratamento com radiagcao UV. Esta diferenca
de resposta, sugere que o dano ao DNA mitocondrial aciona outras vias de morte que
o dano causado no nucleo. Um resultado semelhante foi visto quando foi utilizada uma

forma de doxorrubicina direcionada para o cinetoplasto (ASSIS, 2019).

A morte por necrose € descrita como sendo acidental, significando que ela é
resultante de um dano irreversivel e no qual ocorre extravasamento do citoplasma
para o meio extracelular (MORRIS et al., 2018). Espera-se de tal morte que ela ndo
seja responsiva a inibicdo de vias de sinalizagdo, ja que uma injuria que lese a
membrana celular a ponto de rompé-la n&o permite que a célula tenha tempo de reagir
ou reparar este dano. Porém, ja é descrito na literatura que existem vias de necrose
direcionadas. Uma destas vias, denominada via de MPTP (do inglés mitochondrial
permeability transition pore), € determinada pela presenga e um poro que permite o

extravasamento de fatores mitocondriais de forma independente de BCL-2. A abertura
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deste poro depende da presenca de calcio e o controle deste processo pode
determinar se uma célula se encaminha por um processo de morte por uma via
semelhante a necrose ou a apoptose (GIORGIO et al., 2018; WEBSTER, 2012).

Em T. cruzi os estudos de vias de morte sinalizada demonstraram que existem
diversas particularidades. Atualmente é proposto que as cascatas de sinalizagao que
sao ativadas em vias apoptoticas classicas ndo sao as mesmas neste parasito. Em T.
cruzi, por exemplo, existe a ativagcdo de metacaspases, ao contrario das caspases
tradicionais de eucariotos superiores. Também nao foi demonstrada ainda a acéo de
proteinas da familia BCL-2, embora a descricdo de um processo de morte semelhante
a apoptose ja tenha sido feita a algum tempo (AMEISEN et al., 1996; MENNA-
BARRETO, 2019). Mesmo com a auséncia de BCL-2, alguns experimentos utilizando
inibidores desta via de morte como ciclosporina A e acido betulinico demonstraram
que a via de MPTP pode ser uma via de morte existente no parasito (BUSTOS et al.,
2017; SOUSA et al., 2017).

Nosso ensaio de investigagédo da via de morte escolhida por T. cruzi utiliza-se
da detecgédo da ligagcado de Anexina V nas porgdes de fosfatidilserina expostas apos o
tratamento (um sinal de ativagédo de via apoptotica) e da deteccéo da entrada de iodeto
de propideo e ligagdo do mesmo em acidos nucleicos (uma marcagao que sozinha
indicaria uma morte via necrose, e em conjunto com a marcagao com Anexina V uma
morte pode ser entendida como apoptose-tardia ou irreversivel). A marcagao por
iodeto de propideo apenas indica que a morte pode ser por uma via de necrose,
porém, até 48 horas apds esta morte nds observamos esta alta marcagao por necrose.
Voltando a nossos experimentos de inibicdo das vias classicas de DDR, sinalizadas
por ATM e ATR, vemos que a inibicdo com cafeina também é capaz de restaurar
quase que a totalidade da sobrevivéncia tanto da célula selvagem quanto da célula
nocaute, ao passo que a inibicdo de ATR restaura apenas parte desta sobrevivéncia
e a inibicdo de ATM nao tem efeito (Figura 27). Como a cafeina, um inibidor n&o
especifico de diversas vias distintas, foi capaz de aumentar a sobrevivéncia a quase
100% apos o tratamento genotdxico, especulamos que a necrose indicada por nossos
experimentos com anexina V e iodeto de propideo ndao seja uma necrose classica,
mas sim uma via que também permite esta marcacdo mas € sinalizada e, portanto,

passivel de inibicdo. Uma das possibilidades de via de morte feita por TcKAP7KO
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apos airradiacao € a via de MPTP explicada acima, no qual o poro permitiria a entrada

do iodeto de propideo, porém é uma via metabdlica sinalizada.

O dultimo tipo de agente genotdxico testado neste trabalho foi a cisplatina. A
cisplatina € um agente quimioterapico utilizado a mais de trés décadas no tratamento
contra células cancerigenas. Sua capacidade citotoxica € creditada a habilidade de se
ligar ao DNA, atacando a posi¢gao N7 de purinas e formando adutos de DNA. Estes
crosslinks gerados pela cisplatina sdo capazes de bloquear completamente a
transcricao e a replicacao celular devido a parada de fatores de transcricdo/replicacao
e polimerases. (BASU; KRISHNAMURTHY, 2010; SIDDIK, 2003; WANG, DONG;
LIPPARD, 2005). Ao contrario dos danos gerados por radiagdo UV, que podem ser
tolerados ou ignorados pela RNA polimerase, os danos causados por cisplatina tem
alta citotoxicidade.

Em nossos experimentos foi visto que a cepa nocaute para TcKAP7 é mais
sensivel ao tratamento por cisplatina. A modificagcao estrutural causada no DNA pela
cisplatina ja foi descrita como tendo alta afinidade por proteinas com o dominio HMG-
box (OHNDOREF et al., 1999), portanto uma sensibilidade maior numa célula que nao
possui uma proteina com este dominio pode ser esperado. De fato, a sobrevivéncia
da célula mutante apds tratamento com cisplatina € menor que a sobrevivéncia da

célula irradiada com radiagdo UV.

Também foi visto que a via de morte que a cisplatina causa é distinta daquela
causada pela radiacdo UV na célula mutante. Na célula selvagem, ambos os
tratamentos levam a morte via apoptose, um resultado esperado de acordo com a
literatura (BASU; KRISHNAMURTHY, 2010; RASTOGI et al., 2010). Porém, a célula
mutante apresentou um comportamento diferente daquele observado com radiacéo
UV. Enquanto as células nocaute apresentaram uma morte semelhante a necrose
apos a irradiagcédo, a morte por cisplatina seguiu por uma via semelhante a apoptose,
como descrito para células de cancer (BASU; KRISHNAMURTHY, 2010).

O fato de TcKAP7 ter homologia com TFAM, junto da morte rapida e reversivel
por inibidores de ATR e cafeina apds tratamento com radiagdao UV, nos levou a
hipotetizar, como dito anteriormente, que esta morte é decorrente de uma sinalizacao
para morte causada pelo dano associado com a transcricdo. Neste cenario, ver a

perda da sinalizagcdo para apoptose no nocaute de TcKAP7 indicaria uma fungao
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atrelada ao metabolismo de DNA que envolve vias acopladas a transcrigédo. A principal
diferenca nas vias de morte observadas no tratamento com cisplatina e radiagao UV

se da na forte sinalizagao para apoptose observada apds o dano com a cisplatina.

Uma possivel explicagao para esta diferenca observada esta no tipo de leséo
causada por cada um dos agentes genotoxicos. Como dito anteriormente, dentre os
danos causados pela radiagdo UV esta o CPD. A RNA polimerase é capaz de inserir
dois ribonucleotideos frente ao CPD, inserindo uma adenina de forma n&o-
dependente do molde, para entio inserir um outro nucleotideo de acordo com o molde.
Caso a RNA polimerase insira outra adenina no local do dano, ela é capaz de retomar
a transcricdo em um processo livre de erros para o mMRNA (WALMACQ et al., 2012).
De fato, nosso grupo ja sugeriu que este processo de tolerancia no processo de
transcricdo também pode estar presente na forma sanguinea de T. brucei (MACHADO
et al., 2014). O dano causado por cisplatina, porém, causa sérias distor¢ées na dupla
hélice de DNA (HUANG, HUIFANG et al., 1995; OHNDOREF et al., 1999) e poderia ndo
ser tolerado pela RNA polimerase. Dessa forma, na célula nocaute para TcKAP7
tratada com cisplatina nés supomos que a sinalizagdo dos danos causados no nucleo

seja predominante e justifique o alto sinal apoptético.

A cinética do reparo descrita para cisplatina chama muito a ateng¢ao. Enquanto
foi descrito na literatura que o reparo de danos causados por cisplatina parece ausente
na mitocéndria de neurbnios (PODRATZ et al., 2011), tanto neste trabalho quanto nos
experimentos de Rajdo, 2011, vemos um rapido reparo dos danos causados por
cisplatina no cinetoplasto de T. cruzi. Em até 1 hora apds o fim do tratamento com
cisplatina, os niveis de danos encontrados sao quase todos reparados (visto na Figura
11 e na Figura 29). Apesar da descricdo de que o metabolismo de cisplatina pode
envolver enzimas de metabolismos diversos que visam anular os efeitos da droga no
organismo (BASU; KRISHNAMURTHY, 2010), a diferenca entre a cinética das células
mutantes e das células selvagem comprovam que existe uma diferengca no reparo
deste dano no kDNA. E possivel que o baixo nivel de lesdes visto apds 24 horas seja
devido tanto ao reparo quanto a severidade do dano causado pela droga, ja que
células que nao sao capazes de reparar o dano apés este tempo nédo sejam capazes

de replicar ou transcrever.
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Assim como observado na analise de expressao de TcKAP7 apds dano por
radiacado UV, a expressao da proteina apods tratamento com TcKAP7 também é
condizente com a cinética de reparo observada. O pico de reparo mitocondrial
encontrado no experimento de gPCR se da com uma hora, que condiz com o pico de
expressdo de TcKAP7 encontrado. Juntos estes resultados sugerem que TcKAP7
esta envolvida diretamente na resposta aos danos causados por cisplatina e radiagao
UV. Nao foi possivel determinar se a proteina possui uma fungao direta no reparo da
dupla fita, mas a preseng¢a de um dominio de ligagcdo ao DNA, bem como os fenétipos
semelhantes a outros mutantes também expostos a estes agentes sugerem que

TcKAP7 tem papel no metabolismo decorrente da resolucdo destes danos.

Tivemos a possibilidade de trabalhar com mutantes para um possivel homélogo
de TcKAP7 no organismo Angomonas deanei. Interessantemente foi visto que, nos
primeiros momentos apoés tratamento com cisplatina os heminocautes de AAKAP7 n&o
foram mais sensiveis a cisplatina em um primeiro momento, porém o crescimento
apos tratamento com agente genotoxico foi prejudicado nestas células. Apos
irradiagdo com radiagdo UV, este heminocaute foi sensivel em um primeiro momento,
assim como observado em T. cruzi e apresentou crescimento prejudicado apos a
irradiacdo, ao passo que o mutante de T.cruzi apresentou um fendtipo de morte em
tempos tardios. Supomos que o fato do mutante de A. deanei ainda possuir uma coépia
de AdKAP7 permite que a célula lide com parte do dano gerado por estes tratamentos,
ainda que de forma prejudicada, como mostrado pelas formas aberrantes observadas
em momentos tardios apds a irradiagdo com radiagdo UV (Figura 42). Também foi
visto que o nocaute de uma coépia de ADKAP7 foi capaz de alterar a condensagao do
kKDNA deste parasito, enquanto o duplo nocaute de TcKAP7 nao teve alteragbes
aparentes. Este resultado indica que AdKAP7 talvez esteja relacionada com a

organizacédo do kDNA de A. deanei.

Como dito anteriormente, foi descrito que as proteinas associadas ao
cinetoplasto tem fungdes distintas na organizagdo e no metabolismo do kDNA, em
fungdes tanto de estrutura e replicagdo quanto de transcrigdo (DE SOUZA, SILVANA
SANT ANNA et al., 2017; LUKES et al., 2001; WANG, JIANYANG et al., 2014). Os
problemas observados apéds irradiagdo com UV em A. deanei e em T. cruzi podem
indicar que ambas Kap7 podem estar relacionado tanto com problemas associados

com a transcrigao quanto com a replicagdo. De fato, ja foi descrito em T. brucei que
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problemas de transcricdo do kDNA podem ocasionar problemas de replicacéo
(GRAMS et al., 2002), uma indicagéo de que estes dois processos atuam de forma
conjunta nesta organela. De fato, apds varios ciclos de replicagao foi observado, por
MEV, formas aberrantes que sugerem problemas na replicagcdo destes parasitos

mutantes apods irradiacdo com radiagao UV.

Assim como a radiacédo UV, a cisplatina também €& capaz de causar problemas
de transcricéo e replicagdo. Quando analisamos as células mutantes para AdKAP7,
foi visto que o simples nocaute de uma das cépias deste gene levou a um aumento
no numero de simbiontes filamentosos, um fendétipo bem caracteristico deste parasito
ao encontrar problemas de replicagdao (CATTA-PRETA et al., 2015). Quando as
células selvagem e mutantes de A. deanei foram tratadas com cisplatina, houve um
aumento no numero de simbiontes filamentosos na célula selvagem, e uma diminuigéo
no mutante. Quando foi aumentada a dose da droga, foi visto que a porcentagem de
simbiontes filamentados diminuiu tanto na célula selvagem quanto na célula mutante.
Com o tratamento com cisplatina, a célula selvagem comeca a apresentar este
fendtipo, e com 0 aumento da dose estas células selvagens acumulam tantos erros
que entram em alguma via de morte. Desta forma, a diminuicdo do numero de
simbiontes filamentosos ocorre, pois, os danos gerados ao DNA foram tdo severos
que estas células morrem e ndo séo vistas em nosso experimento. No caso do
mutante, especulamos que a falta de ADKAP7 pode levar a algum tipo de instabilidade
que ja causa este fendtipo e que o tratamento destas células, mesmo com a menor
dose de cisplatina, ja é suficiente para causar a morte destas células. Dessa forma,
ao analisarmos o numero de simbiontes filamentosos vemos a diminuicdo em
qualquer uma das doses testadas. Este resultado refor¢ca o papel desta proteina na
resposta ao dano de DNA e na geragao de problemas de replicagdo ap6s o dano ao
DNA.

Na comparacido dos resultados de gPCR dos dois parasitos foi visto que o
reparo de cisplatina, em ambos os casos é rapido, porém nao foi vista diferenca
significativa no heminocaute de AdKAP7 em comparagdo com a célula selvagem,
enquanto nocaute de TcKAP7 apresentou maiores niveis de danos ao DNA nos
pontos de 6 horas e 24 horas em comparagdo com a célula selvagem. Uma

possibilidade € que o heminocaute de ADKAP7 seja suficiente para lidar com os efeitos
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da radiagdo UV neste parasito ao passo que o duplo nocaute em T. cruzi seja mais

afetado.

A diferenga observada na cisplatina nao é significativa e pode estar relacionada
ao tipo de dano causado, que € mais severo e capaz de parar a transcricdo. Dessa
forma, a presenca de um alelo a menos torna a célula mutante para AAKAP7 mais
sensivel, porém né&o influencia na cinética de reparo observada. De toda forma, as
inclinacdes observadas para T. cruzi nestes pontos de tempo sdo semelhantes entre
a célula mutante e selvagem, indicando uma cinética semelhante. Estes resultados
podem sugerir que esta proteina pode estar exercendo uma fungao acessoéria na

resposta ao dano de DNA causada por estes agentes.

De fato, ja foi descrito que os danos no DNA mitocondrial e a transcricdo de
genes da mitocondria estao relacionados (CLINE, 2012). A influéncia de proteinas que
atuam no reparo associado a transcricdo no nucleo em danos causados na
mitocdndria, como a proteina CSB, também ja foi descrita em células de mamiferos,
sugerindo que a organela possui formas de lidar com problemas de transcrigéo
causados pelos danos ao mtDNA (MELIS; VAN STEEG; LUIJTEN, 2013;
STEVNSNER et al., 2002).

Nosso grupo verificou que a proteina TcCSB esta associada ao metabolismo
apos danos no kDNA. Utilizando o mesmo peptideo direcionador que foi utilizado no
Mt-OX, foi feita uma modificagdo de doxorrubicina, uma antraciclina capaz de inibir
tanto a transcrigdo quanto a replicagdo (CHAMBERLAIN; TULUMELLO; KELLEY,
2013; WISNOVSKY; JEAN; KELLEY, 2016). Células superexpressoras e
heminocautes para TcCSB foram entdo expostas a esta droga e foi visto que, em um
primeiro momento, a célula heminocaute de TcCSB foi mais sensivel ao tratamento,
sendo capaz de retomar seu crescimento apos 24 horas. Um fenétipo diferente foi
visto no superexpressor, no qual ndo houve sensibilidade maior logo apos o
tratamento, mas sim uma parada no crescimento apos 24 horas (FERREIRA, 2019).
Estes resultados sugerem que, no cinetoplasto de T. cruzi, existe uma associagao
entre os processos de transcrigao e o reparo de determinados tipos de danos. Nao foi
possivel obter, por homologia, uma predicdo do modelo da proteina TcKAP7 e
investigar possiveis sitios de interagdo com CSB ou outros fatores de transcricao
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mitocondrial, mas acreditamos que os fendtipos observados podem sugerir um papel

desta proteina na transcricao mitocondrial apds o dano.

Outro ponto interessante diz respeito as diferengas observadas no kDNA apés
o nocaute de TcKAP7 e a delecdo de uma das copias de AdKAP7. Como descrito por
Morini e colaboradores em 2015, o duplo nocaute de TcKAP7 nao alterou a
organizagédo aparente do disco de kDNA em T. cruzi, ao passo que o nocaute de
AdKAPY foi letal para a célula e a delegdo de um dos alelos alterou visivelmente a
condensagao do kDNA (observado na figura 39). Ja foi sugerido que o estudo de
proteinas associadas ao cinetoplasto tem como dificuldades a alta semelhancga entre
suas sequéncias, fazendo com que a nomenclatura destas proteinas sugira que
proteinas de nome semelhante tenham fungdes diferentes. De fato, ao passo que o
silenciamento de CfKap3 foi capaz de alterar de forma significativa a expressao,
replicacéo e o crescimento em C. fasciculata (AVLIYAKULOV; LUKES; RAY, 2004),
nenhum efeito aparente foi descrito para TcKAP3 (SOUZA, FLAVIA SA PEREIRA DE
et al., 2010) mesmo apods tratamento com agentes genotdxicos. Estes resultados
podem sugerir que as proteinas podem atuar de formas distintas ou em mais de uma

via N0 mesmo organismo.

Porém, existem pontos em comum na resposta observada nos dos organismos.
Tanto em A deanei quanto em T. cruzi, foi viso que apds os danos terem sido
causados os nocautes apresentam menor sobrevivéncia. Chama atencao o fato de
que no caso do duplo nocaute em T. cruzi a célula entre em um caminho de morte
tardia que nao é visto em A. deanei. Especulamos que, caso a fungédo de Kap7 seja a
mesma nos dois organismos e envolvida com transcricdo, a copia restante de A.
deanei seja capaz de lidar com parte do dano gerado no metabolismo celular e ndao
seja vista esta morte tardia observada em T. cruzi. Também, como foi demonstrado
pela MEV, foi observado um fendtipo exacerbado de problema de replicacdo no
mutante de A. deanei, principalmente apos 4 ciclos depois da exposi¢ao a radiagcao
ionizante. Fendtipo também sugerido pelos problemas apresentados pelas imagens
de MEV apds tratamento com cisplatina. Como ja foi dito, em T. brucei o silenciamento
de uma possivel RNA polimerase mitocondrial causa problemas de replicagao
(GRAMS et al., 2002), uma indicag&o dos efeitos que a transcrigdo alterada tem na
replicacao do parasito. O mesmo poderia acontecer em A. deanei € a copia unica,

apesar de evitar a morte tardia, ndo € capaz de reestabelecer a replicacdo correta do
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parasito. De fato, a auséncia de uma unica copia de AAKAP7 é capaz de diminuir a
sobrevivéncia a radiagao UV e cisplatina no primeiro momento (fenétipo caracteristico
de morte sinalizada por problemas de transcricdo) e causar um aumento significativo
no numero de simbiontes filamentosos neste organismo, uma indicagdo que a
auséncia desta proteina esta envolvida com problemas de replicagao e transcrigao.
De forma semelhante, o nocaute em T. cruzi poderia estar causando uma morte inicial
em processos acoplados a transcricdo mitocondrial e a morte tardia observada na
radiacdo UV e parada do crescimento observado frente a cisplatina estariam
relacionadas a uma tentativa da célula de sobreviver aos efeitos iniciais destes
problemas. Resta analisar por MEV o fenétipo das células de T. cruzi apds irradiacao

para verificar a existéncia de possiveis problemas de replicacdo nestas células.

As idiossincrasias do metabolismo do DNA mitocondrial de tripanossomatideos
também devem ser levadas em conta na investigacao do metabolismo do kDNA. Um
exemplo de como a resposta ao dano no DNA de T. cruzi é diferente diz respeito a
cinética de reparo observada para determinadas lesdes, como o MMS. Como dito
anteriormente, o MMS é um agente alquilante cuja maioria das leses causadas séo
a 7-metilguanina e a 3-metiladenina, sendo a primeira a mais comum das duas,
correspondendo a 82% das lesdes causadas no DNA pelo MMS (FU; CALVO;
SAMSON, 2012). E estabelecido na literatura que a resposta aos danos causados
pelo MMS s&o reparadas majoritariamente pelo BER, sendo a enzima AAG DNA
glicosilase central neste processo (FU; CALVO; SAMSON, 2012). Também ja foi
descrito que esta enzima, em células humanas, também esta localizada na
mitocdndria e interage com proteinas mitocondriais de ligacdo a DNA de fita simples
(VAN LOON; SAMSON, 2013).

Com os dados disponibilizados do sequenciamento de T. cruzi, ndo é possivel
localizar nenhum homodlogo de AAG DNA glicosilase no parasito, porém, como
mostrado na Figura 11, o parasito € capaz de reparar danos causados por MMS tanto
na mitocdndria quanto no nucleo (RAJAO, 2011). Chama a atengdo que, na
quantificacdo dos danos mitocondriais causados por MMS, ocorre uma inflexdo na
cinética de reparo indicando o envolvimento de dois momentos de reparo neste tipo
de dano. De fato, outros trabalhos sugerem que o reparo de danos causados por MMS
na verdade também pode ser efetuado por proteinas do NER (NIVARD; PASTINK;
VOGEL, 1993), uma via de acgdo rapida que lidaria com os danos no primeiro
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momento, de queda rapida do numero de danos. Também ja foi demonstrado que
intermediarios do NER podem levar a ativagao de vias de recombinagao (FU; CALVO,;
SAMSON, 2012) e, recentemente, um trabalho de nosso grupo demonstrou
evidéncias que sugerem que os danos causados por MMS podem ter envolvimento
da proteina TcRad51 nos dois momentos (FERREIRA, 2019). Estes fatos sugerem
que o reparo de DNA em T. cruzi pode possuir vias distintas das candnicas e que, no
reparo do KDNA, pode haver sobreposicao de vias distintas para lidar com o mesmo

tipo de dano.

Algumas questdes, porém, ainda permanecem em aberto. TcKAP7 influenciou
nas repostas ao estresse oxidativo, de radiagcao UV e cisplatina, trés tipos de danos
caracteristicamente bem distintos um do outro e que ativam vias metabdlicas bem
distintas. Apesar de ser didatica, o estudo do metabolismo em vias separadas nao
reflete a realidade celular. O contexto no qual aquele dano ocorre é de vital
importancia na resposta. Entretanto, esta influéncia em vias que lidam com danos tao
distintos entre si sugere que talvez o reparo mitocondrial ndo conte com vias

canonicas como no nucleo.

De fato, proteinas do NER ja foram descritas também como possuindo
localizacdo mitocondrial, muitas vezes em funcdes nao canbnicas em células de
diversos outros organismos (STEVNSNER et al., 2002). A proteina XPD foi
identificada interagindo e localizada nas mitocondrias em linhagens de células de
osteosarcoma e de rim (LIU, JING et al., 2015). As proteinas CSA e CSB também ja
foram descritas em interagdes que se iniciam apds geragdo de danos ao DNA
mitocondrial (KAMENISCH et al., 2010). Porém, estes artigos descrevem fungdes n&o-

candnicas destas proteinas.

No caso de XPD foi demonstrado que o silenciamento da proteina causa uma
elevacdo nos niveis de ROS na mitocéndria, ao mesmo tempo que condi¢cbes de
estresse oxidativo, em células selvagem, levam a um aumento nos niveis de
expressao da mesma. Também foi visto, a partir de um protocolo de gPCR semelhante
ao utilizado em nossos experimentos, mas de forma qualitativa, que a presenca de
XPD esta diretamente ligada com o reparo do DNA mitocondrial e com o surgimento
da delegdo comum, um fendtipo bem caracterizado de problemas no metabolismo

mitocondrial. Apesar de nao ser descrito 0 mecanismo pelo qual o gene XPD age
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neste reparo, foi descoberto que seu dominio de helicase é essencial (LIU, JING et
al., 2015). Estes resultados demonstram claramente como uma proteina do NER é
importante em uma possivel funcdo nao canénica no reparo mitocondrial. Em nossos
experimentos vimos que alteracdes nos niveis de TcKAP7 também levam a diferencas
na resposta ao estresse oxidativo e na sobrevivéncia apds exposig¢ao a radiagdo UV
e cisplatina. Apesar de serem fenaétipos distintos, ja que o silenciamento de XPD leva
a uma sensibilidade ao estresse oxidativo, mas o nocaute de TcKAP7 leva a uma
resisténcia ao mesmo tipo de estresse, nossos experimentos podem estar
demonstrando que TcKAP7 pode atuar de formas diversa e dependente do tipo de

dano em mais de um tipo de resposta ao dano de DNA.

Além disso, ainda ndo se tornou claro como ocorre a translocacdo destas
proteinas para o cinetoplasto de T. cruzi. Proteinas como TcRad51, TcCSB, TcOGG1,
TcMYH, TcKAP7, TcPolk, TcPolf, TcB-PAK, dentre outras, sao localizadas de forma
tanto ubiqua como exclusiva na organela, porém nem todas contam com predi¢ao
positiva por softwares de analise, ou estruturas e sequéncias evidentes que
direcionam estas proteinas. Também n&o temos evidéncias se as vias de reparo
mitocondriais seriam candnicas ou nao, apesar de experimentos sugerirem que
existam proteinas de vias distintas relacionadas com determinados danos ao kDNA.
Investigar se o nocaute desta proteina pode afetar o processo de infecgdo ou de
desenvolvimento da doenga de Chagas pode demonstrar se o metabolismo do kDNA

seria ou ndo um alvo viavel para desenvolvimento de drogas.

Vale a pena ressaltar também que a estrutura unica do kDNA pode ter reflexos
na ativagdo de vias reparo. A estrutura do kKDNA arranjada em maxicirculos
concatenados tem reflexo direto no seu mecanismo de replicagdo (JENSEN;
ENGLUND, 2012). Além da descricdo da translocacédo e localizagdo de diversas
proteinas de reparo nos sitios antipodais do cinetoplasto dos parasitos, ndo é
compreendido ainda como ocorre o reparo de DNA na organela do parasito. E
interessante também investigar a influéncia de vias de reciclagem de organelas frente
a danos causados na mitocondria. Nao se tem muitas informagdes sobre como as vias

de mitofagia e autofagia podem estar relacionadas com a resposta ao dano de DNA.

Por fim, em nosso trabalho temos a sugestao de que TcKAP7 esteja atuando

em alguma via relacionada a transcricdo mitocondrial (reforcado, como dito
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anteriormente, pela sua homologia com TFAM e fendtipos relacionados a danos que
ja foram associados a problemas de transcricdo, como a radiagao UV). Apesar de nédo
conseguirmos determinar uma fungéao direta no reparo mitocondrial exercido por esta
proteina, os experimentos sugerem uma acao de Kap7 na resposta ao dano ao DNA
em vias relacionadas o cinetoplasto destes organismos. Uma possibilidade € a de que
Kap7 esteja atuando na retomada da transcrigdo apos o dano ao DNA e seu reparo.
Seja atuando na desmontagem da maquinaria de reparo, ou na restauragdo da
transcricdo no kDNA, nossos experimentos sugerem que a proteina nao esta
relacionada com o reparo direto destes danos (visto que mesmo o duplo nocaute é
capaz de reparar seu DNA apos os tratamentos, ainda que com atraso), mas
apresentam morte imediata mais rapida (associada com problemas de transcrigéo) e
problemas de replicagdo (que em tripanossomatideos podem também estar
relacionados com transcrigdo). Determinar se outras células mutantes para genes ja
envolvidos neste tipo de metabolismo no nucleo, como os mutantes para a proteina
TcCSB e investigar os niveis de transcritos mitocondriais, bem como o numero de
copias do KDNA apds tratamento com agentes genotoxicos podem elucidar o papel
de TcKAP7 no metabolismo de danos do kDNA.
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6. Conclusoes

Neste trabalho pudemos verificar que T. cruzi € capaz de lidar com danos
oxidativos em seu kKDNA. Fomos capazes de descrever uma DNA glicosilase que é
capaz de atuar no metabolismo do kDNA. TcMYH esta envolvida com o metabolismo
de 8-oxoguanina e com a geragdao de sitios AP em T. cruzi, visto que sua
superexpressao aumentou tanto a velocidade da geragao destes sitios quanto o nivel
de sitios em seu DNA total. Também demonstramos que TcMYH esta envolvida com
o metabolismo de DNA apds estresse oxidativo tanto na mitocéndria quanto no nucleo
de T. cruzi. Este fato demonstra que o parasito possui diversas proteinas capazes de

lidar com esta modificagdo em seu cinetoplasto.

Em nossos estudos com proteinas associadas ao cinetoplasto fomos capazes
de identificar uma proteina envolvida com o metabolismo de DNA apds tratamento
com agentes genotoxicos. Demonstramos que a falta de TcKAP7 é capaz de
aumentar a sensibilidade a agentes genotdxicos muito envolvidos com problemas de
transcricdo, como a radiagao ultravioleta e a cisplatina. Este fato foi visto também em
outro tripanossomatideo, o organismo Angomonas deanei. Em ambos os organismos
a auséncia de KAP7, no caso de T. cruzi, e a diminui¢ao nos niveis de KAP7, no caso
de A. deanei, levou a um aumento na sensibilidade a longo prazo apds tratamentos
com cisplatina e radiagdo UV, indicando uma via de resposta associada com a

transcricdo no kDNA destes parasitos.

Também pudemos demonstrar que a via de morte para o qual o parasita se
encaminha parece ser dependente tanto do local do dano (nucleo ou mitocéndria)
quanto do tipo de dano causado. A morte causada por UV é distinta entre as células
selvagens e as células mutantes para TcKAP7, assim como € distinta da morte
causada por cisplatina. Verificamos que T. cruzi possui vias de reparo no kDNA, mas
que possivelmente estas vias podem ter passos distintos das vias nucleares. Estes
resultados demonstram que o parasito possui mecanismos de metabolismo de DNA
mitocondrial que podem ser unicos, visto que células humanas ndo sao capazes de

reparar danos causados por cisplatina e radiagcao UV.
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Capitulo 2

Troca de material genético e recombinacao
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1. Introducao

1.1. Variabilidade genética de Trypanosoma cruzi

Apesar de constituir um grupo monofilético, estudos demonstram que a
estrutura populacional de T. cruzi € complexa e uma das questdes ainda em aberto
sobre esta organizagdo das poulagdes diz respeito justamente a relagdo entre as
cepas ja identificadas e as distintas manifestacdes clinicas da doenca de Chagas
(ANDRADE et al., 2002; PRATA, 2001; ZINGALES, B. et al., 2009; ZINGALES,
BIANCA et al., 2012). Ja foi descrito que estas diferengas estao relacionadas tanto
com as caracteristicas do proprio parasito, como também de seu hospedeiro
(ANDRADE et al., 2002). Estudos de infeccdo com diferentes misturas de linhagens
do parasito também demonstraram diferenga no tropismo entre representantes de
cepas distintas. Esta diferenca estaria relacionada ndo somente com a capacidade de
infecgdo, mas também com a replicacao intracelular diferencial entre cada cepa do
parasito (ANDRADE et al., 2010).

O avanco dos estudos de filogenia das populag¢des de T. cruzi levou a criagao
das unidades taxondémicas discretas (DTU), que foram definidas como grupos
geneticamente relacionados que podem ser identificados por marcadores moleculares
comuns (TIBAYRENC, MICHEL, 1998). O uso de novas técnicas de biologia molecular
propds uma nova classificagdo das DTUs do parasito, dividindo as duas anteriormente
existentes em seis, denominadas DTUs |, lla, llb, llc, lId e lle. Nesta classificacao, a
DTU T. cruzi | continuou como sendo uma DTU unica, ao passo que a DTU T. cruzi ll
foi subdividida e passou a englobar cepas que nado haviam sido classificadas
anteriormente (BRISSE; BARNABE; TIBAYRENC, 2000). Novos estudos, desta vez
utilizando sequéncias do gene mini-éxon, demonstraram a presenga de um terceiro
grupo que havia sido incluida como sendo da DTU llc. Estes estudos levaram a
caracterizagao de uma terceira linhagem ancestral distinta de 7. cruzi, denominada T.
cruzi lll (BRISSE; DUJARDIN; TIBAYRENC, 2000). Estas evidéncias aumentaram a
complexidade das relagdes filogenéticas entre as cepas em estudo e isto levou a uma
nova classificagdo, na qual foi sugerida a existéncia de seis DTUs, nomeadas Tcl,
Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI (ZINGALES, B. et al., 2009). Esta nova divisdo foi
corroborada por outros estudos que demonstraram a distribuicdo geografica e a

associacdo de aspectos comuns entre as DTUs e seu ciclo de transmissao
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(ZINGALES, BIANCA et al., 2012). Atualmente, como mostrando na Figura 1, é
proposto a existéncia de trés linhagens ndo-hibridas, as DTU’s Tcl, Tcll e Tclll (em
azul na figura), e duas cepas surgidas de um evento de hibridizagao natural que teriam
originado as cepas das DTU’s TcV e TcVI (em vermelho na figura). Estudos com o
fator de viruléncia trans-sialidase sugerem que as DTUs Tclll e TclV seriam derivadas
da DTU Tcl (BURGOS et al., 2013), porém a exata posicao da DTU TclV neste

contexto evolutivo ainda nao é clara.

TelV
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Figura 1 - Relagoes filogenéticas entre as linhagens de Trypanosoma cruzi —

Atualmente € proposto que as DTUs Tcl, Tcll e Tclll seriam ancestrais, e um evento
de hibridizagao entre Tcll e Tclll teria originado as cepas das DTUs TcV e TcVI. A
relacao filogenética da DTU TclV ndo é bem estabelecida, porém existem indicios
de sua maior proximidade com Tcl. Vermelho: DTU’s hibridas; Azul: DTU’s nao-
hibridas

A dificuldade em se conseguir elucidar estas relagdes filogenéticas poderia
estar relacionada com a forma de reproducao do parasito e com possiveis eventos de
troca genética entre as linhagens. Em Trypanosoma cruzi é proposto uma estrutura
predominantemente clonal para as populagdes, com rarissimos eventos de
recombinagdo. Analises sobre o numero de gendétipos observados nas populagdes de
T. cruzi demonstraram um desequilibrio de ligagdo entre os marcadores genéticos
usados, levando a esta proposicao (TIBAYRENC, MICHEL; AYALA, 2002). Existem,
porém, cepas hibridas em populag¢des naturais do parasito, como o clone CI Brener
(EL-SAYED et al., 2005), e a hipotese clonal tem sido contestada por alguns autores.
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1.2. Recombinacgao e troca genética

O papel da recombinagao nos processos de troca de material genético ja foi
descrito para diversos organismos. Abordagens in silico, por exemplo, ja
demonstraram varios possiveis mecanismos de geragao de variabilidade em familias
multigénicas distintas. Em simulagdes foi visto que a geragéo de mutagdes causa um
aumento da divergéncia entre regides duplicadas destas familias. Estas simulagdes
demonstraram que a recombinagao e o surgimento de mutag¢des de ponto afetam de
forma diferente a geracdo de variabilidade, mas que estes processos podem estar
relacionados com a evolugao e filogenia em T. cruzi (AZUAJE; RAMIREZ; DA
SILVEIRA, 2007). Porém, troca genética e recombinagao podem ter varios sentidos
dependendo do contexto no qual séo utilizados. Neste trabalho, troca genética é
considerada qualquer troca de material genético que ocorra sem a necessidade de

producao de gametas e envolvimento obrigatério do processo meidtico.

Como ja dito anteriormente, € relatado na literatura a presenca de troca
genética em tripanossomatideos. Em T. brucei a frequéncia de resultados variantes
em eletroforese apds uso de enzimas de restricao foi descrita desde a década de 1980
e era um indicativo de que mecanismos de troca genética poderiam existir no parasito
(GIBSON, W. C.; DE; GODFREY, 1980). Em 1986, Jenni e colaboradores
descreveram a primeira evidéncia direta de que um ciclo sexual poderia ocorrer em
tripanossomatideos. Neste trabalho, os autores utilizaram cinco marcadores genéticos
diferentes e, apds a passagem no hospedeiro invertebrado, foram capazes de
demonstrar a existéncia de troca genética entre as linhagens parentais. Os clones
resultantes do experimento eram hibridos ou heterozigotos para os marcadores
testados, enquanto as linhagens parentais eram homozigotas nestes marcadores
(JENNI et al., 1986). Estes dados, juntamente com dados sobre a dinamica de
populagdes de T. brucei foram as primeiras sugestdes de que a fissdo binaria e
expansao clonal poderia ndo ser a unica maneira de reprodugcdo em
tripanossomatideos (DUFFY et al., 2013; TETLEY et al., 1987).

Diversos estudos ja tentaram evidenciar os mecanismos de reprodugéo de T.
cruzi. Algumas revisdes e estudos ja analisaram qual o efeito da reprodugéo clonal
em organismos patogénicos (TIBAYRENC, M.; AYALA, 2012; TIBAYRENC, MICHEL,;
AYALA, 2002, 2015a) porém, estes estudos n&o analisam a medida correta que o

processo de recombinacédo possa ocorrer em T. cruzi. Analises baseadas em estudo
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do desequilibrio de ligagdo e desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg que era
esperado levam a sugestdo de que o modelo de reproducdo é predominantemente
clonal com raros casos de troca genética ocorrendo (BAPTISTA et al., 2014; BRISSE
et al., 2003; MESSENGER; MILES, 2015).

Um dos principais trabalhos a questionar a hipétese de reprodugao clonal
exclusiva em T. cruzifoi realizado em 2003, quando Gaunt e colaboradores mostraram
um evento de troca de material genético entre isolados de Trypanosoma cruzi.
Utilizando-se dos marcadores de resisténcia neomicina e higromicina, este trabalho
demonstrou que populagdes distintas de T. cruzi, da DTU Tcl, eram capazes de
realizar troca genética entre elas. Neste trabalho foi visto que, apds infectarem células
epiteliais de rim de macaco verde, popula¢des parentais que carregavam cada uma
apenas um dos marcadores de resisténcia, deram origem a populag¢des hibridas.
Estas populagcbes eram resistentes a selecdo dupla com os antibidticos e foi
detectado, a partir de reagdes de PCR, a presencga dos dois marcadores genéticos.
Esta foi, durante muito tempo, a unica descri¢do de troca de material genético entre
populacdes distintas de T. cruzi em condi¢cdes laboratoriais. Este trabalho demonstra
que T. cruzi € capaz de realizar troca genéticas e poderia corroborar com a ocorréncia

de eventos de recombinagédo em ambiente natural (GAUNT et al., 2003).

De fato, outros estudos também corroboram a ocorréncia de eventos de
recombinagcdo genética. A analise da frequéncia alélica e haplotipica em diferentes
populagdes isoladas de T. cruzi no estado de Minas Gerais demonstraram que a
frequéncia de troca genética pode ser maior que a esperada (BAPTISTA et al., 2014).
Além disso, investigagdes utilizando 49 microssatélites demonstraram um nivel de
heterozigosidade nestes microssatélites que ndo é compativel com uma reprodugao
sem eventos significativos de recombinagdo (LLEWELLYN; MILES; et al., 2009).
Também foi visto que cepas isoladas no Equador apresentam um nivel de
desequilibrio de ligacdo mais alto que o esperado para loci fisicamente ligados
(OCANA-MAYORGA et al., 2010; SCHWABL et al., 2018). Nao foi descrito, porém, se
0s mecanismos desta troca genética ja descrita seriam os mesmos dos observados
para outros tripanossomatideos como Leishmania e Trypanosoma brucei, no qual ha
a proposi¢cao de mecanismos meiéticos envolvidos neste processo (AKOPYANTS et
al., 2009; PEACOCK et al., 2014).
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Recentemente um estudo analisou 45 clones de uma regido endémica do
Equador e demonstrou que a reproducéo sexual pode ser um mecanismo relevante
para a filogenia de T. cruzi. A partir da analise de 45 genomas de diversos isolados
de uma regiao ao sul do Equador, os autores encontraram uma frequéncia de meiose
que é maior que uma a cada 1000 eventos de reproducdo e que 0s niveis de
homozigosidade encontrados indicam uma estrutura reprodutiva complexa. Segundo
os autores, esta estrutura reprodutiva levaria em conta fendmenos de fusdo genémica
e possivelmente mecanismos parassexuais também teriam influéncia neste processo
(SCHWABL et al., 2018).

Todos estes achados sugerem entdo que o processo de reproducao clonal de
T. cruzi ndo é capaz de explicar a histdria evolutiva deste parasito. A importancia dos
processos de troca de material genético, ganha ou perda cromossémica e da
recombinagcdo durante a geragdo de novas linhagens ainda ndo é compreendida.
Visando entender este processo, neste trabalho investigamos as diferengas no

processo de hibridizacao e troca genética entre cepas de DTU’s distintas de T. cruzi.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

¢ Investigar a formacao de hibridos entre cepas distintas de Trypanosoma cruzi.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar os niveis de TcRad51 em cepas de diferentes DTU’s de T. cruzi

¢ Analisar os niveis de formacao de hibrido nestas diferentes DTU’s de T. cruzi
a partir do ensaio de analise de troca de DNA por analogos de timidina
(ADexTA, do inglés Analysis of DNA Exchange by Thymidine Analogs)

e Analisar os niveis de formacao de hibridos em misturas de cepas distintas de
diferentes DTU’s de T. cruzi

¢ Analisar a cinética de formacao de hibridos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Cultivo de células

As culturas foram mantidas a 28°C por passagem regulares em meio LIT (0,5%
de liver digested neutralized, 0,5% de bactotriptona, 0,2% de dextrose, 0,4% de NaCl,
0,04% de KCL, 0,8% de Na2HPQO4, 20 ug.mL"', pH 7,4), esterilizado por autoclavagéo
e suplementado com 10% de soro fetal bovino. Ao meio também foram acrescentados
penicilina (100 U.mL"") e estreptomicina (100 ug.mL"") e os respectivos antibidticos de

selecao.

3.2. Incorporacgao de nucleotideos

A incorporacao de nucleotideos foi feita a partir do ensaio de Analise de Troca de
Material Genético a partir da incorporagcédo de analogos de timidina (ADExXTA) como
descrito por Da Silva, e colaboradores (DA SILVA, MARCELO et al., 2018). Nesta
analise cada um dos analogos em questao, CldU (5’-cloro-2’-desoxiuridina) e I1dU (5’-
iodo-2-desouridina), foram acrescentados a uma concentragdo de 100uM cada, de
forma separada, a duas populacdes distintas de T. cruzi em frascos de cultura
separadas. Cada um destes fracos continha incialmente 5mL de cultura a uma
concentracgéo de 5x108 células/ml. Apos 12 horas do inicio da incorporagéo, as células
foram entdo lavadas trés vezes com PBS 1x estéril a temperatura ambiente para
retirada de qualquer analogo nao incorporado do meio. As células foram entao
ressuspensas em mesmo volume de meio LIT suplementado com soro fetal bovino
10%. Estas duas aliquotas de células, uma com o analogo CldU e a outra com o
analogo IdU, foram entdo misturadas e incubadas a 28°C por 24 horas ou 48 horas,
dependendo do tipo de analise que deveria ser feita, para permitir a troca genética.
No caso dos ensaios de cinética de incorporacao, aliquotas de 1mL foram fixadas nos
tempos desejados. Os tempos se referem ao tempo apos a mistura das duas

aliquotas.

3.3. Imunofluorescéncia

Ap0ds a incorporacgéao as células foram fixadas nos pontos de tempo desejados.
No minimo 1mL de cada mistura foi fixado em PFA 4% por 7 minutos a cada ponto de
tempo a ser analisado. As células foram entdo depositadas em uma lamina de 8 pogos

(Tekdom), previamente coberta com Poly-L-lisina (Sigma Aldrich) e deixadas 10
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minutos para aderir a lamina. Apdés isto as células foram permeabilizadas com Triton
X-100 0,1% diluido em PBS 1X por 10 minutos a temperatura ambiente. Estes
parasitos foram entdo lavados trés vezes com PBS 1X a temperatura ambiente e
tratadas com HCI 2M durante 20 minutos a temperatura ambiente, para permitir que
0s anticorpos primarios tenham acesso ao analogo incorporado no DNA das células.
Apos isso, as células foram lavadas com PBS 1X trés vezes e tratadas com Borate
Buffer (100mM de &cido borico, 75mM de NaCl e 25mM de tetraborato de sddio, pH
8) por 20 minutos para neutralizagao do HCI restante. Logo apés, as células foram de
novo lavadas trés vezes com PBS 1X e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente
com o anticorpo  monoclonal primario anti-CldU (Accurate, catalogo:
YSRTMCA2060GA) e com o anticorpo monoclonal primario anti-ldu (BD Biosciences,
catalogo: 347580), ambos na diluigdo de 1:300 em solug¢ao de bloqueio contendo BSA
4%. Apos isto as laminas foram entdo lavadas trés vezes com PBS 1X e incubadas
por 2 horas a temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-mouse Alexa-
Fluor 568 (Thermo Scientific, catalogo: A-21124) e com o anticorpo secundario anti-
rat Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific, catalogo: A-11006), ambos diluidos 1:600 em
solugdo de bloqueio contendo BSA 4%. Os pogos foram em seguida lavados trés
vezes com PBS 1x e as laminas foram montadas com o meio de montagem
VECTASHIELD, contendo DAPI a 1,5 ug.ml-1 (Vector Laboratories). Na sequéncia,
as laminas foram examinadas e as imagens capturadas, utilizando-se um microscopio
de fluorescéncia ApoTome.2 (Zeiss) e estas foram analisadas utilizando o software
ZenBlue 2.5 (Zeiss Software). As imagens também foram analisadas utilizando o
microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 com a camera Olympus XM10 e estas
imagens foram montadas e analisadas utilizando o software CellF (versdo 5.1.2640).

Todos estes experimentos foram feitos em triplicata bioldgica,

3.4. Extracao de RNA e sintese de cDNA

Para determinar os niveis de transcrigdo dos genes Rad51 diferentes cepas
utilizadas no trabalho foi realizada PCR quantitativa em tempo real. 10mL de cultura
a 1x107 células/ml foram centrifugadas a 4000 rpm, por 10 minutos a temperatura
ambiente. O precipitado foi ressuspendido em 1mL de TRIzol e incubado por 5 minutos
a temperatura ambiente. Apds o processo de lise pelo TRIzol, 200 uL de cloroférmio
foram adicionados e misturado por inversao e incubado por 5 minutos a temperatura

ambiente. Os tubos foram centrifugados a 11.000 rpm, por 15 minutos, a 40C, para a
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separagao de fases. Apos isto, a fase incolor, contendo o RNA, foi coletada e o
restante descartado. Esta fase incolor foi incubada com isopropanol e incubada por
uma hora a -20°C.

Apos isso, esta fase incolor foi centrifugada a 11.000 rpm, por 10 minutos a
4°C, e o sobrenadante descartado. O pellet de RNA foi entdo lavado duas vezes com
1mL de etanol 75% (7500rpm, 5 minutos, 4°C), o sobrenadante foi descartado e o tubo
foi deixado para secar a 37°C, para retirar o excesso de etanol residual. O RNA foi,
por fim, ressuspendido em 60uL de H20 MiliQ e dosado. A integridade da amostra foi
verificada a partir de corrida em gel de agarose desnaturante 1%, contendo

formaldeido.

Apods a verificagdo da integridade do RNA, cada amostra de RNA foi tratada
com DNAse para remogéo de contaminagao por DNA genémico. As amostras de RNA
extraidas foram quantificadas no aparelho NanoDrop ND-100 UV/Vis (NanoDrop
Technologies, USA) e 10ug totais de cada amostra foram tratadas de acordo com as
recomendacgdes do fabricante do kit DNA-free DNA removal (Ambion, catalogo:
AM1906). As amostras foram posteriormente submetidas a rea¢des de PCR e corrida
em gel de agarose 1% para confirmar a eficacia do tratamento e eliminagdo de DNA
gendmico. Por fim, as reacgdes para a sintese de cDNA foram realizadas utilizando-se
1ug das amostras de RNA tratados com DNAse e sem contaminacdo com DNA
gendmico detectavel, com o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life

Technologies, catalogo: 4368814) de acordo com as recomendagdes do fabricante.

3.5. PCR em Tempo Real

As reacdes de PCR quantitativa em Tempo Real foram feitas utilizando-se o
Power SYBR Green PCR Master Mix Kit (ThermoFisher Scientific, catalogo: 4367659)
como sistema de deteccdo de acordo com as recomendagdes do fabricante. As
eficiéncias de cada primer foram testadas a partir da diluicdo seriada do cDNA obtido
das cepas nao irradiadas e foram consideradas eficiéncias entre 90% e 110%. Os
resultados foram obtidos em placas de 384 pocgos no aparelho 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). Todas reagdes foram feitas em triplicata,
utilizando-se 5ng de cDNA, 300nM de cada iniciador, 5uL de Mix SYBR 2X e agua
DNAse RNAse free para completar o volume de 10uL para cada reagao. As reagoes

foram realizadas no Laboratério de Biodiversidade e Ecologia Molecular —
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LBEM/UFMG. O seguinte programa foi utilizado nas reagdes: um passo inicial de 50°C
por 2 minutos, um passo de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto. Os niveis de transcrigao foram obtidos a partir da comparagao das
cepas em questdo com a cepa Cl Brener (ja utilizada em outros estudos). Apés as
reacoes, foi feita a analise da curva de dissociagao dos produtos amplificados de cada
amostra para verificar se as reagdes estavam produzindo mais de um produto ou se
havia formacao de dimeros. Os resultados foram normalizados utilizando-se GAPDH
como gene constitutivo. Os resultados de transcrigao relativa foram obtidos a partir do
método 2-22CT. Os iniciadores para a PCR em tempo real foram obtidos de trabalhos
anteriores para o gene Rad51 (REGIS-DA-SILVA et al., 2006) e para o gene GAPDH
(ARAUJO et al., 2011). A sequéncia esta apresentada na tabela 2.

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para a PCR em Tempo Real

Iniciador Sequéncia
RTTcRad51Fw 5 - GGC TGT CAAGGG TATCAG TG -3
RTTcRad51Rev 5 - AAC CACTGC GGATGTAAGC -3
RTGAPDH2Fw 5'-CGGTGGACGGTGTGTCGGTG-3'
RTGAPDH2Rev 5'-CCGTCAGCTTGCCCTGGGTG-3'
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4. Resultados

41. Crescimento apds incorporacao de analogos de
timidina

Nosso ensaio de deteccdo de foramagao de hibridos em T. cruzi utiliza-
se da incorporagédo de analogos de timidina tanto no DNA nuclear quanto no
kDNA de parasitos em cultivo. E descrito, porém, que o uso destes analogos em
determinadas concentragdes e em conjunto com outras drogas possuem
propriedades toxicas para neurdnios e outros tipos celulares (DAVIDSON;
KAUFMAN, 1979; HANCOCK et al., 2009). Apesar da utilizagdo de incorporagao
de analogos de timidina ser utilizada em experimentos como a analise de
replicacédo de DNA de fita simples em tripanossomatideos (CALDERANO et al.,
2015) nosso primeiro passo foi verificar se as concentragdes utilizadas em nossa
incorporagao sao capazes de causar problemas de replicacdo em T. cruzi. Para
tanto, foi feito uma curva de crescimento com 100uM e 300uM de cada analogo

utilizando-se a cepa CL Brener.

Como mostrado na figura 2, o crescimento do parasito nao foi afetado em
nenhuma das doses testadas para nenhum dos analogos utilizados. Este
resultado demonstra que a incorporagao de analogos de timidina ndo é capaz de
causar problemas de replicagdo em formas epimastigotas em doses de até

300uM, permitindo a utilizagdo do ensaio em T. cruzi.
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Figura 2 — Curva de crescimento apdés incorporagdo de analogos — A)
Grafico do crescimento da cepa CL Brener apds incorporagao do analogo de
timidina CldU em duas concentragdes distintas: 100uM e 300uM B) Grafico
do crescimento da cepa CL Brener apés incorporagéo do analogo de timidina
IdU em duas concentragdes distintas: 100uM e 300uM. Nenhum dos dois
analogos foi capaz de alterar de forma significativa o crescimento das células

nas concentracdes utilizadas.

4.2. Cinética de formagao de hibridos apdés incorporagao

de analogos de timidina
Visto que a incorporacdo de nucleotideos ndo é capaz de causar
problemas no crescimento das células de T. cruzi, noés utilizamos entdo a
incorporagao de analogos de timidina como explicado nos materiais e métodos.
Brevemente, duas populagdes distintas da cepa CL Brener foram deixadas
incorporando durante 12 horas cada dum dos analogos de forma separada, a
partir da adicdo do mesmo no meio liquido. Em uma populagao foi incorporado

o analogo CldU (5’-cloro-2’-desoxiuridina) e em outra o analogo IdU (5’-iodo-2-
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desouridina). Apds estas 12 horas as células foram entdo centrifugadas e
lavadas duas vezes com PBS1x afim de se retirar o excesso de analogos que
poderiam nao ter sido incorporados e estarem em suspensdo no meio, e entao
as células foram ressuspendidas em meio LIT suplementado com soro fetal
bovino. Entdo estas duas populacdes foram misturadas e deixadas em

crescimento por 24 horas para a detecgao do processo de hibridizagao.

Como descrito anteriormente, a detecg¢ao do evento de hibridizagao é feita
a partir de anticorpos especificos para cada um dos analogos, e subsequente
detecgao por anticorpos secundarios com fluorescéncia distinta. A captura de
imagens foi feita a partir da emiss&o de fluorescéncia de cada marcador utilizado
e visto no microscopio: azul para DAPI, verde para o anticorpo que reconhece o
analogo CldU e vermelho para o anticorpo que reconhece o analogo IdU.
Quando a sobreposi¢ao destes campos é feita a hibridizagao é detectada como
a marcagao amarela que pode surgir tanto no nucleo quanto no cinetoplasto do

parasito.

Exemplos de resultados observados pelo experimento podem ser vistos
na figura 3A e no Anexo 3. Como demonstrado na figura, o nivel de hibridizagcado
em cada parasito € bem distinto, atingindo o que visualmente parece ser tanto
quase a totalidade do DNA nuclear ou do cinetoplasto, quanto apenas pequenas
porcdes do DNA do parasito. Importante notar também que tanto o DNA do
cinetoplasto, quanto o DNA nuclear s&o alvos do processo de troca de material
genético e que existe também uma grande numeros de células que apresentam

marcagao para apenas um dos analogos.

Nosso primeiro passo foi entdo investigar a cinética de formagao destes
hibridos nas primeiras 24 horas apés a mistura das duas populagdes. Aliquotas
foram entao retiradas a cada 2 horas, até o tempo de 8 horas e também apds 24
horas depois do inicio da mistura. Como visto na Figura 3B, apds a mistura das
populacgdes, € visto que a hibridizagdo comeca a ser detectavel em tempos tao
curtos quanto 4 horas apds o inicio da mistura, onde foi detectado cerca de
2,01% de hibridos. Este valor cresce entao até alcangar um valor 3 vezes maior

no ponto de 24 horas (cerca de 6,28%). Este resultado demonstra que a
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hibridizacdo € um evento que ocorre na populagédo de forma crescente e que o

observado ndo é um artefato da técnica.
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Figura 3 - Cinética de hibridizagdo nas primeiras 24 horas apés incorporagao de
analogos de timidina — A) No painel superior uma imagem de demonstragdo da
sobreposicao feita e da imagem adquirida para cada painel de fluorescéncia. No painel
inferior imagem de exemplos de parasitos considerados como hibridos apés o ensaio de
ADEXTA. B) Quantificagao da porcentagem de células hibridas observadas no microscépio

de fluorescéncias nas primeiras 24 horas apds inicio do experimento.

Nosso proximo passo foi verificar se, apds um ciclo do parasito, os niveis
de hibridizacdo se alterariam. Para investigar isso o mesmo desenho
experimental foi repetido e, desta vez, as células da cepa CL Brener foram
acompanhadas e fixadas nos pontos de 24 horas e 48 horas apds a mistura de
células previamente incorporadas com os analogos. Assim como descrito
anteriormente (ALVES et al., 2018) foi observado que a eficiéncia de
incorporagao dos nucleotideos modificados € de cerca de 30% para ambos

analogos de timidina (Figura 4). Também foi visto que o nivel de hibridos
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detectados pelo ensaio ndo se altera de forma significativa entre 24 horas e 48
horas apds a mistura das duas populacgdes. O valor encontrado apos 24 horas
foi de 6,23% de células hibridas, enquanto o valor encontrado apés 48 horas foi
de 5,51% de células hibridas. Esta diferenga, nao significativa, demonstra que
os niveis de hibridos detectados pelo ensaio sao similares tanto no primeiro ciclo

de replicagao, quanto no segundo.
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Figura 4 - Cinética de hibridizacdo 48 horas apés incorporagéao
de analogos de timidina — Quantificacdo da porcentagem de
hibridos e de incorporagdo de cada analogo em funcdo da populagao
total observada em microscopia de fluorescéncias apos 24 horas e
48 horas do inicio do experimento. Nao existe diferenca na

porcentagem de hibridos entre os dois tempos analisados.

Um importante ponto de validagao da técnica é se a sobreposicéo vista
realmente corresponde a um evento de hibridizacdo ou se € um artefato
observado pela microscopia. Como prova de conceito de que o evento visto é
devido realmente a hibridizagao foi feita uma imagem contendo as camadas do
eixo Z para um parasito que apresentou o fendtipo de troca de material genético.
Como visto na Figura 5, a fluorescéncia sobreposta vista como amarelo é
encontrada em todas as camadas da imagem, demonstrando que o observado
€ um evento de troca genética em T. cruzi. Juntos, todos estes resultados

comprovam que o ensaio é uma forma viavel de se analisar os eventos de troca
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de material genético e que estes eventos ocorrem principalmente nas primeiras

24 horas ap0ds o ensaio.

Figura 5 - Deconvolugio do eixo Z de uma célula hibrida — Deconvolugao
de um parasito que apresentou o evento de hibridizagdo em seu cinetoplasto.
A imagem demonstra que a deteccao da fluorescéncia que corresponde ao
evento de troca genética néo é devido a sobreposigéo de duas fluorescéncias

em planos distintos.

4.3. Porcentagem de hibridizacao de cepas hibridas e
nao-hibridas
Ap0ds verificarmos a viabilidade do ensaio de analise de troca de material
genético pela incorporagdo de analogos de timidina, nosso proximo passo foi
verificar se havia diferenca no nivel de hibridizacdo em populagcdes de cepas
distintas de T. cruzi. Para investigar isso, realizamos a incorporagéo e a mistura
de células das cepas CL Brener, Dm28c, Bug2149 cl 10, Sylvio e Y. Apéds a
mistura, as células foram fixadas e os niveis de hibridizacdo foram medidos como
ja explicado anteriormente. Novamente, todos os experimentos foram feitos em

triplicata biologica e um minimo de 300 células por mistura foi contado.

A figura 6 demonstra os resultados obtidos nesta analise. Como
demonstrado na figura, as duas cepas com niveis maiores de hibridizagdo séo
as cepas CL Brener, com aproximadamente 6,28% de hibridos, e a cepa
Bug2149 cl 10, com aproximadamente 7,58% de células hibridas. Estas duas
cepas sao representantes das DTU’s hibridas TcVI e TclV, respectivamente. Nao

foi encontrada diferenca estatistica entre as duas cepas. Na analise das cepas
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nao hibridas foi visto que as cepas Dm28c (DTU Tcl), com aproximadamente
2,63% de células hibridas e Y (DTU Tcll), com aproximadamente 1,73% de
células hibridas, possuem niveis significativamente menores que ambas cepas
das DTU’s hibridas. Surpreendentemente na analise da cepa Sylvio, também
representante da DTU nao hibrida Tcl, foi visto que os niveis de hibridizacao
foram mais altos que os esperados, chegando a aproximadamente 5,56% de
células hibridas. Estes resultados demonstram que cepas distintas de T. cruzi
possuem niveis distintos de troca genética e que cepas nao hibridas tendem a

ter niveis menores de troca de material genético que cepas hibridas.

*k*k

* %

ns I
- 1
10 ns
le) | |
'«
On
Y =,
) .
& g l.l
8 D l.l.
£3
QD ~
o T
X =
L] T ;-
1 L
> Y E x
IH * > >
> =
= 17 a
m
Cepas Cepas
hibridas nao hibridas

Figura 6 - Niveis de hibridizagcao de cepas distintas de T. cruzi —
Quantificagdo da porcentagem de hibridos encontrados em cepas
representantes de DTU’s hibridas (Cl Brener e Bug214 cl10) e nao-
hibridas de T. cruzi (Sylvio, Dm28c e Y). Cepas de DTU’s naturalmente
hibridas apresentam niveis maiores de hibridos que cepas de DTU’s
naturalmente ndo hibridas. A Unica exceg¢do foi a cepa Sylvio que
apresentou niveis similares as das cepas Cl| Brener e Bug214 cl10
(**p<0,01;***p<0,001, teste t student)
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4.4. Porcentagem de hibridizagcdao de misturas de células

hibridas e nao-hibridas
Ap0s verificarmos que o nivel de células que passaram pro troca genética
€ diferente em cepas de DTU’s hibridas e nao-hibridas, nosso préximo passo foi
verificar a ocorréncia destes eventos em misturas de diferentes cepas de T. cruzi.
Para tal, o mesmo protocolo foi repetido com as misturas entre CL Brener,
Dm28ceY.

Como demonstrado na Figura 7, as misturas apresentam niveis diferentes
de hibridizagdes. Como controle foi utilizada a comparagdo com a cepa CL
Brener e, novamente, os niveis de hibridizacdo desta cepa ficaram ao redor de
6,11%. A mistura desta cepa com cepas de DTU’s ndo hibridas, Dm28c e Y,
apresentaram uma redugao significativa neste valor. A mistura de CL Brener com
Dm28c apresenta um nivel de hibridizacdo de aproximadamente 3,68% e com a
cepa Y de aproximadamente 2,68%. A mistura de Dm28c com a cepa Y
apresentou um valor de hibridizacdo de aproximadamente 2,16%. Quando foi
utilizada a cepa Bug2149 cl 10 foi visto que, em conjunto com a cepa CL Brener,
a mistura apresentou um alto nivel de hibridizacao, de aproximadamente 6,63%.
A mistura desta cepa com Dm28c apresentou um nivel de hibridizacédo de 2,49%
aproximadamente. Juntos estes resultados demonstram que as cepas sao
capazes de trocar material genético entre si e que, com o envolvimento de cepas
nao hibridas, o valor de hibridizagdo encontrado € menor em comparacao dos

valores encontrados entre duas cepas hibridas.
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Figura 7 — Niveis de hibridizagdo de misturas de cepas distintas —
Quantificagdo da porcentagem de hibridos encontrados em misturas
contendo cepas representantes de DTU’s hibridas (Cl Brener e Bug214
cl10) e nao-hibridas de T. cruzi (Dm28c e Y). Mistura contendo apenas
DTU’s naturalmente hibridas (Cl Brener e Bug214 cl10) apresentam altos
niveis de hibridizagdo. Misturas que apresentam alguma das cepas de
DTU’s naturalmente nao-hibridas (Dm28c e Y) apresentam niveis de
hibridizagdo significativamente menores que os observados nas
misturas de DTU’s hibridas. Os valores encontrados para misturas
contendo DTU’s hibridas e n&o-hibridas sdo intermediarios, mas
menores que que os feitos apenas com cepas naturalmente hibridas
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001, teste t student)

4.5. Expressdao de TcRad51 em cepas hibridas e nao
hibridas

Uma das vias que poderiam estar relacionadas com a diferencga nos niveis
de troca genética entre as DTU’s distintas de T. cruzi seria a via de recombinagao
homologa. Em nosso grupo ja foi caracterizado o gene TcRad51, um dos
principais genes desta via, e foi demonstrado que este esta diretamente

envolvido com a recombinagdo homodloga em resposta a danos causados no
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DNA (GOMES PASSOS SILVA et al., 2018) e com a geragao de hibridos
(ALVES, CERES LUCIANA et al., 2018). Foi demonstrado que a cepa hibrida,
CL Brener possui niveis maiores de TcRad51 que cepas nao hibridas, e que o
nivel de troca genética € diretamente proporcional aos niveis da proteina
(ALVES, CERES LUCIANA et al., 2018).

Como foi visto, neste trabalho, que outras cepas nao-hibridas também
apresentam niveis baixos de troca de material genético, nosso préximo passo
entao foi determinar os niveis de TcRad51 destas cepas por PCR em tempo real.
A Figura 8 demonstra os resultados obtidos. Como visto na figura, os niveis de
TcRad51 das cepas nao-hibridas Dm28c e Y s&o significativamente menores
que a da cepa hibrida CL Brener. Surpreendentemente os niveis da cepa Sylvio,
também de uma DTU n&o-hibrida, ndo foram menores que o da cepa CL Brener.
O valor encontrado para Sylvio também foi estatisticamente diferente do valor
para as cepas Dm28c e Y (p-valor <0,01). Apesar disto, este resultado é
concordante com o nivel mais alto de hibridos que foi encontrado para esta cepa
no ensaio de ADEXTA (Figura 6). Estes resultados corroboram a hipdtese de que
a hibridizacdo é diretamente relacionada com os niveis de TcRad51 em cada

cepa.
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Figura 8 — Niveis de TcRad51 de cepas distintas de T. cruzi— Niveis
de transcritos de TcRad51 em cepas naturalmente hibridas e né&o
hibridas de TcRad51. Em comparagao com CL Brener, as cepas nao-
hibridas Dm28c e Y apresentam niveis significativamente menores de
TcRad51 que a cepa hibrida CL Brener. (**p<0,01, teste t student)
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5. Discussao

A reproducao clonal proposta para T. cruzi ndo é capaz de explicar
diversos fenétipos observados na estrutura populacional do parasito. Apesar da
descricdo de eventos de troca genética, recombinacdo e até formacdo de
gametas em alguns tripanossomatideos (GAUNT et al., 2003; INBAR et al., 2013;
JENNI et al., 1986), ndo havia uma forma reprodutivel e simples de se rastrear
estes eventos em populacdes destes parasitos. Neste trabalho nds aplicamos a
técnica de incorporacao de diferentes analogos de timidina para a deteccao de
eventos de troca genética em T. cruzi. Primeiramente demonstramos que,
apesar da descricdo de que analogos de timidina podem ter efeitos na replicagéao
de DNA e causar problemas de estresse replicativo em determinados tipos de
células humanas (DAVIDSON; KAUFMAN, 1979; HANCOCK et al., 2009), as
concentracdes utilizadas neste trabalho n&o foram capazes de causar problemas
de replicacdo em T. cruzi. Desta forma, os resultados observados nao sao
decorrentes de alteracdo no metabolismo do parasito em virtude da incorporacao
destes analogos. Nosso proximo passo foi verificar qual a cinética de detecgao
destes hibridos. Como visto na Figura 2, a deteccdo de hibridos segue uma
cinética de crescimento até 8 horas apds a mistura ser feita. Nao existe, também,
diferenga entre o numero de hibridos detectados apds 24 horas e 48 horas. A
hibridizacdo que é detectada em nosso ensaio corresponde a eventos de troca
genética e estes eventos ocorrem tanto no nucleo quanto no cinetoplasto do
parasito de forma dependente ndo somente da expressdo de TcRad51, mas
também do tempo. Estes resultados permitem que o ensaio seja usado com a

finalidade de se investigar eventos de recombinagdo em T. cruzi.

Apesar da proposi¢cao de reproducao predominantemente clonal, os
mecanismos de reproducio de tripanossomatideos tem sido alvo de debates e
discordancia (LLEWELLYN; LEWIS; et al., 2009; MESSENGER; MILES, 2015;
RAMIREZ, JUAN DAVID; LLEWELLYN, 2014; TIBAYRENC, MICHEL; AYALA,
2015b). Mesmo com a descrigdo da existéncia de cepas naturalmente hibridas
(BAPTISTA et al.,, 2014; LEWIS et al., 2017; MESSENGER; MILES, 2015;
ZINGALES, BIANCA et al.,, 2012) e da possibilidade de se recuperar cepas
hibridas em condi¢cbes laboratoriais (GAUNT et al., 2003), a extensdo da

influéncia de eventos de recombinagado no metabolismo de DNA e na dinamica
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populacional de T. cruzi ainda ndo é bem compreendida. Apés a demonstracao
de Gaunt e colaboradores em 2003 da evidéncia de troca genética em T. cruzi,
nao foram relatados outros eventos em condi¢des laboratoriais até o trabalho de
nosso grupo em 2018 (ALVES, CERES LUCIANA et al., 2018).

Uma proposicdo mais parcimoniosa, porém, € a de que a reproducgao de
T. cruzi ¢, em sua maioria clonal, mas que conta com eventos raros de
recombinagdo em larga escala, como evidenciado por evidéncias naturais de
recombinagdo entre genoma de parasitos de DTU’s distintas (BAPTISTA et al.,
2014; BRISSE et al., 2003; EL-SAYED et al., 2005). Alternativamente é proposto
que estes eventos constituem um mecanismo parassexual de troca de material
genético, i.e., um mecanismo, ja descrito em fungos, no qual ocorre a troca deste
material sem a formagdo de gametas ou estruturas sexuais (SHERWOOD;
BENNETT, 2009). Neste cenario de troca de material genético sem a formagao

de gametas, a recombinagao homologa pode ser de fundamental importancia.

A recombinagdo homodloga é uma via de metabolismo de DNA de suma
importancia para os organismos na geracgéo de variabilidade e importante fator
evolutivo (GONZALEZ-TORRES et al., 2019; KONG et al., 2013). Durante a
recombinagdo homodloga uma enzima principal neste processo € a proteina
Rad51, que forma um filamento nucleoprotéico com por¢des de DNA fita simples
e é responsavel por catalisar a invasdo de uma dupla fita de DNA no
cromossomo homologo e iniciar a procura por homologia. E proposto que este
filamento nucleoprotéico possui um sitio de afinidade para o reconhecimento de
um duplex de DNA complementar a regido ligada a proteina, garantindo assim a
fidelidade do processo (HEYER, WOLF-DIETRICH; EHMSEN; LIU, 2010;
HEYER, WOLF DIETRICH, 2007; LI, XUAN; HEYER, 2008; WONG et al., 1997).
T. cruzi apresenta um homologo funcional de Rad51 envolvido com o processo
de recombinacgao e reparo do DNA do parasito (GOMES PASSOS SILVA et al.,
2018).

Em nosso trabalho foi visto que cepas nao hibridas naturalmente possuem
niveis menores de TcRad51 que cepas hibridas e que esta diferenca esta
relacionada com a resposta quebras de fita dupla no DNA causados por radiagao
ionizante (ALVES, CERES LUCIANA et al., 2018). Neste trabalho foi utilizado
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também o ensaio de incorporagéo de analogos de timidina (ADexTA) e foi visto
que os niveis de troca de material genético sao distintos entre as diferentes
cepas de T. cruzi de forma diretamente relacionada com os niveis de TcRad51
encontrados para cepas hibridas e nao-hibridas. Por fim, também foi visto que
cepas superexpressoras para TcRad51 apresentam niveis maiores de hibridos
detectados pelo ensaio (ALVES, CERES LUCIANA et al., 2018).

Neste trabalho, nés continuamos a investigagdo dos eventos de troca
genética em cepas distintas de T. cruzi. Como dito anteriormente, nosso ensaio
se baseia na incorporagao de analogos de timidina e a utilizagado de anticorpos
para a deteccao desta incorporagao e eventos de troca genética (DA SILVA,
MARCELO et al., 2018). Nés vimos que cepas hibridas (neste trabalho as cepas
CL Brener e Bug214 cl10) possuem niveis detectados de células com eventos
de troca genética significativamente maiores que os niveis das células de cepas
nao-hibridas (neste trabalho as cepas Dm28C e Y). Este resultado reforgca a
hipotese de que os eventos de troca genética estao diretamente ligados ao gene
TcRad51. Resultados concordantes com este foram observados também para a
cepa Y e para o superexpressor de TcRad51 (ALVES, CERES LUCIANA et al.,
2018) e para uma cepa mutante do gene TcXPC, cuja diminuicdo nos niveis
desta proteina ocasionou um aumento inesperado de TcRad51 (MENDES,
2015).

Interessante ressaltar que, para Leishmania spp. e T. brucei a proposicao
de troca genética € completamente distinta da de T. cruzi. Além das descrigbes
desde os o final dos anos 80 e anos 90 de que a troca genética em T. brucei
ocorreria no inseto vertebrado (GIBSON, W., 1996; JENNI et al., 1986) foi
demonstrado que este parasito na verdade € capaz de realizar meiose e formar
gametas. Foi demonstrado que, apds passagem no inseto vetor, é possivel se
identificar células haploides, semelhantes a promastigotas que possuem
caracteristicas semelhantes a de gametas e que, quando misturadas, estas
células fazem um processo de fusao citoplasmatica (PEACOCK et al., 2014).
Nossos experimentos foram feitos com a forma epimastigota de T. cruzi, que &
a forma replicativa dentro do inseto vetor em ambiente natural. A deteccédo de
hibridos nesta forma levanta a possibilidade de que, assim como em T. brucei,

o inseto vetor seja o ambiente preferivel do parasito para realizar esta troca
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genética, ja que nao foi possivel recuperar células hibridas depois da passagem
por infec¢ao de células humanas (ALVES, CERES LUCIANA et al., 2018).

A demonstracdo de hibridizacdo em Leishmania infantum e Leishmania
major foi feita a partir da deteccédo de que estas duas populacdes de espécies
distintas também foram capazes de trocar material genético. A partir de estudos
com marcadores genéticos de isolados de pacientes imunossuprimidos em
Portugal os autores demonstraram a existéncia de uma populacdo que
carregavam caracteristicas das duas populagdes originais, levando os autores a
sugerirem inclusive que esta fusdo ocorreu em todo o genoma do parasito
(RAVEL et al., 2006). Outros relatos também foram reportados do isolamento de
cepas hibridas em outras espécies de Leishmania spp. indicando que a
recombinagao e troca genética também pode ter um papel importante para a
infeccdo causada pelos tripanossomatideos (NOLDER et al., 2007). Apesar da
presenca de homodlogos de genes essenciais no processo de meiose, como o
gene DMC1, até o momento ndo se tem a descricdo de que T. cruzi é capaz de

produzir gametas e realizar reproducéo sexuada.

Curiosamente, em nossos resultados, a cepa Sylvio apresentou um nivel
de hibridizacdo mais alto que o esperado, porém seus niveis de TcRad51
também foram surpreendentemente mais altos. Este resultado reforca a
sugestéo do papel de TcRad51 nestes eventos de recombinagéo genética, mas
nao era esperado que uma cepa de DTU n&o hibrida apresentasse nivel tao alto
quanto uma cepa de DTU hibrida para o gene TcRad51. Como dito
anteriormente, é sugerido que a origem das cepas da DTU TcVI tenha se dado
a partir de um evento de recombinacdo natural que ocorreu entre duas cepas
nao hibridas (ZINGALES, BIANCA et al., 2012), portanto a detecgdo de uma
cepa nao hibrida que possua nivel alto de TcRad51 pode levar a sugestao de
que existam naturalmente estas variagdes, permitindo uma racionalizagao a

partir das relagdes filogenéticas propostas para as DTU’s na Figura 2.

Ao contrario de Gaunt e colaboradores que, em 2003, relataram que
conseguiram obter os hibridos apds a passagem pela infecgdo de células de
mamiferos (GAUNT et al., 2003), nosso grupo tem obtido sucesso em conseguir

a deteccdo de hibridos na forma epimastigota. Especulamos que, no
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experimento de Gaunt, a troca genética pode ter ocorrida durante a converséo
da forma epimastigota para a forma tripomastigota nas culturas axénicas. Dessa
forma, a passagem por células de mamiferos atuaria como pressao seletiva que
os permitiu detectar os eventos de hibridizacdo nestas populacdes e ndo seria

necessariamente o estagio no qual a troca de material genético teria ocorrido.

Nosso proximo passo foi tentar investigar se as células seriam viaveis
apods as primeiras 24 horas. Interessantemente nossa analise apds as primeiras
24 horas de hibridizacdo demonstrou que ndo ha diferenca nos niveis
detectaveis de células hibridas. Apds as primeiras 24 horas trés possibilidades
poderiam existir na interpretacdo dos dados: aumento, diminuicdo ou
manutengado dos niveis de células hibridas. No caso de aumento dos niveis de
hibridos é possivel que ele seja decorrente da manutencéo de células hibridas
das primeiras 24 horas; da replicacdo destas mesmas células hibridas até as 48
horas (neste caso talvez fosse observado sinais mais sutis e enfraquecidos em
cada célula); e de novos eventos de hibridizagado de células que, por simples
chances, nao trocaram material genético nestas primeiras 24 horas. No caso de
diminuicado entre os valores apds 48 horas, surge a possibilidade de que estas
células seriam instaveis e nao suportariam um segundo ciclo de replicagéo e,
neste caso, acabariam se encaminhando para algum tipo de morte celular. O
que foi observado foi uma manutencio dos niveis de células hibridas, indicando
que estas células sao viaveis e que existe algum processo que controla esta
hibridizagdo. Ainda seria necessario medir a extensao da troca genética no
genoma destes parasitos, a influéncia deste DNA extra no metabolismo e ciclo
celular destes individuos, bem como isolar estar células hibridas e analisar, de
forma mais profunda se existem locais genémicos preferenciais para estas

trocas.

Existe também a inferéncia de que o nivel de troca genética varia de
acordo nao s6 com a populagao, mas também de acordo com a célula individual.
Esta inferéncia ao questionamento de como o parasito lida com esta variagao na
ploidia. Uma sugestao é que exista um processo de erosao no DNA. Células que
possuam niveis maiores de TcRad51 sao capazes de gerar hibridos de forma
mais proeminente, mas este DNA a mais poderia tornar a célula mais instavel.

Afim de contornar esta instabilidade do material genético, as células passariam
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entdo por um processo de erosdo do DNA, que acabaria limpando o genoma
deste excesso de material genético. Este processo de erosdo de DNA ja foi
descrito em culturas axénicas, nas quais a manutengao de células hibridas por
longos periodos n&o é estavel e € acompanhada por gradual perda de material
genético (LEWIS et al., 2017). Este fenbmeno também foi sugerido a partir da
observacado de culturas contendo células hibridas de células parentais que
superexpressam o gene TcRad51. Apesar do aumento no conteudo de DNA, foi
demonstrado que estes hibridos apresentam um crescimento prejudicado em
comparagao com suas populacgdes parentais, uma indicagdo de que o conteudo
extra de DNA se torna um problema para estas células (ALVES, CERES
LUCIANA et al., 2018). E possivel, entdo, que o processo de erosdo de DNA
controle a quantidade de material genético de cada uma destas células e evite

grandes instabilidades gendémicas.

O papel de TcRad51 nesta troca genética demonstra a influéncia de uma
proteina de um sistema de reparo no metabolismo de DNA mesmo sem o
surgimento de danos na molécula. De fato, um processo de geragdo de
variabilidade dependente de vias de reparo ja foi demonstrado em bactérias. Foi
visto que, em uma populagdo de bactérias, uma pequena porcentagem
apresenta um fenétipo de hipermutagdo. Nestas bactérias foi demonstrado que
o sistema de reparo por erros de pareamento (MMR) é reduzido, permitindo um
aumento da variabilidade genética nesta populagao. Esta perda do MMR levaria
nao ao surgimento de mutagdes de novo, mas sim a fixacdo de mutagdes de
erros que ocorreriam durante a sintese e processos de recombinacdo (FOSTER,
2016; MATIC et al.,, 1997; TADDEI et al., 1997). Apesar destas células
apresentarem um crescimento piorado devido ao surgimento destas mutagdes,
foi demonstrado que estas células ndo morrem devido a este aumento na
mutagénese e que a proporgéo de células que se encaminham para este fenoétipo
de hipermutagdo aumenta de acordo com o tempo. (FOSTER, 2016; ROSCHE;
FOSTER; CAIRNS, 1999). Também foi descrito que a recombinagdo homdloga
€ mais ativa em populacdes de bactéria que apresentam auséncia da via de
MMR (MATIC et al., 1997), sugerindo que a diminuicdo desta via, ao mesmo
tempo que permite a geragdo de erros durante a replicagdo, geracado de

variabilidade e ganho de material genético, € acompanhada por um aumento de
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recombinagédo, criando um cenario de alto ganho de adaptabilidade. Em casos
de adversidade, esta geragao de variabilidade seria vantajosa para a populagéo.
Neste contexto, a troca de material genético vista em T. cruzi pode ter efeito
semelhante, no qual o aumento de conteudo de DNA, mesmo que tenha
potencial de atrasar o crescimento celular, ainda pode representar uma
vantagem adaptativa para a populagdo. A troca genética poderia funcionar como
um mecanismo de geracao de variabilidade em uma pequena porcentagem da

populacao.

Em nossos resultados foi demonstrado que os eventos de hibridizacao
variam entre os parasitos. Ao passo que determinados parasitos apresentam
forte marcacdo com os dois analogos, outros apresentam pequenos pontos,
sugerindo que a troca genética nao necessariamente ocorre a partir de fuséo
completa de genomas. Gaunt e colaboradores relataram a perda de
determinados alelos e o ganho de outros em células distintas. Este resultado
pode ser mais uma indicacao de que os eventos de hibridizacdo em T. cruzi nao
necessariamente ocorrem a partir da fusdo de genomas ou troca de grandes
porcoes de DNA. Interessante notar que, em nossas imagens, nota-se que
determinados parasitos apresentam uma quantidade muito grande de material
genético trocado apenas em seu cinetoplasto. Esta observagao também esta de
acordo com alguns relatos sobre herangca e troca de material genético
mitocondrial no parasito (BAPTISTA et al., 2014; GAUNT et al., 2003).

Neste trabalho ndés também fomos capazes de observar que a troca
genética nao é restrita a células de uma mesma DTU. Quando foram feitas
misturas de populacdes distintas de T. cruzi, foi visto que estas células foram
capazes de trocar material genético com cepas de DTU ‘s distintas da sua de
origem. Este resultado € uma comprovacéo de que todas as cepas analisadas
se encaixam no conceito biolégico de espécie. Chama a atengdo os niveis
observados de troca destas misturas. A presenga de uma cepa nao-hibrida
reduziu os niveis observados anteriormente para as cepas hibridas. Apesar de
nao ser possivel rastrear qual célula atua como doadora e qual célula atua como
receptora deste material genético, tampouco determinar se a incorporagao ou

doacao do material genético € a etapa critica deste processo, fica claro que o
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tipo celular € um fator determinante da capacidade de ambas as cepas de

realizarem este processo.

Em outro trabalho de nosso grupo, utilizando o corante citoplasmatico
CellTrace ™ CFSE Cell Proliferation Kit (ThermoFisher), foi demonstrado que
existem eventos de fusdo citoplasmatica entre individuos de uma mesma
populagao de T. cruzi (Resende, no prelo). Neste trabalho foi visto também que
os niveis de parasitos que tiveram eventos de fusdo citoplasmatica detectada
com este corante se correlacionam com os valores de hibridizacdo detectados
pelo ensaio de ADEXTA. As cepas hibridas CL Brener e Bug2149 cl 10 tiveram
mais eventos de fusdo citoplasmatica que as cepas nao hibridas analisadas.
Este resultado sugere que o processo de hibridizagdo que detectamos pode
ocorrer nao apenas pela troca de material genético, mas sim pela fuséo de partes

do corpo celular de dois parasitos.

A recombinagcdo homodloga é fonte de variabilidade em todos os
organismos. Em T. brucei ja foi descrito o potencial que este processo tem na
transferéncia de caracteristicas de relevancia epidemioldgica entre linhagens
(GIBSON, WENDY, 2015). O papel exato deste processo em outros fatores
como a infectividade de T. cruzi; o decurso da Doenga de Chagas; influéncia do
hospedeiro invertebrado e do hospedeiro mamifero ainda necessita ser

elucidado.

Recentemente foi visto que, durante a infeccdo e diferenciacdo em
amastigotas, algumas células de T. cruzi da populagao intracelular entram em
um processo de dorméncia, o que faz com que elas sejam também mais
resistentes a agentes genotdxicos como o benzonidazol. Neste trabalho os
autores hipotetizam que o processo de recombinagdo homédloga pode estar
relacionado com esta parada de crescimento (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018).
Ja foi visto também que os niveis menores de TcRad51 resultam em um numero
menor de amastigotas depois de 24 horas de infec¢ao in vitro. De forma analoga,
a superexpressao de TcRad51 leva a um aumento do numero de amastigotas,
principalmente apds 72 horas apods infeccdo (GOMES PASSOS SILVA et al.,
2018). Também foi visto que, apds a irradiagdo com radiagao ionizante, T. cruzi

entra em um estado de parada de crescimento e que TcRad51 esta diretamente
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envolvida com a recuperagao desta parada (GOMES PASSOS SILVA et al.,
2018; REGIS-DA-SILVA et al., 2006). Juntos estes resultados podem sugerir que
a recombinacao tem papel crucial durante a infec¢ao e crescimento de T. cruzi
durante a infecgdo. Desta forma, os eventos de troca genética também podem
estar relacionados com a infecgdo causada pelo parasito, talvez atuando em
mecanismos de geragao de variabilidade para T. cruzi ou na indugao e retomada

do processo de dorméncia apos a diferenciagdo em amastigotas.

Importante ressaltar que os eventos aqui descritos, em nosso trabalho
anterior (ALVES, CERES LUCIANA et al., 2018) e descritos por Gaunt e
colaboradores (2003) sado discutidos como sendo eventos de ganho de material
genético que depois, a partir de processos que ainda necessitam ser
investigados, seria perdido afim de se restaurar o conteudo gendmico correto
destas células. A descoberta de que nem mesmos 0s mecanismos parassexuais,
juntamente da expansao clonal, sdo capazes de explicar a estrutura populacional
natural de T. cruzi levanta a hipotese de que estes parasitos sao capazes de
realizar algum processo semelhante a meiose. A deteccdo de sequéncias
decorrentes de meiose em T. cruzi ainda é recente e esta evidéncia de que possa
existir um ciclo de reproducdo sexual, abre um novo entendimento sobre a
patogénese da Doenca de Chagas (SCHWABL et al., 2018). O papel dos
mecanismos de conversao génica; como ocorreria esta meiose no parasito; se
este processo seria 0 mesmo em DTU’s hibridas e ndo hibridas; e o exato papel
pelo qual a troca de material genético e mecanismos sexuais de reproducéo

teriam no parasito ainda necessita ser compreendido.

A descrigdo da transferéncia horizontal de genes e de mecanismos
parassexuais em T. cruzi abre caminhos interessantes. Com relagao
especificamente a troca de material genético, muitas questdes acerca da
importancia do processo de recombinacdo ainda necessitam ser elucidadas.
Ainda se torna necessario investigar se estes hibridos sao células viaveis, uma
vez que este ensaio mostra uma limitagao para detecgao nas primeiras 24 horas
do experimento. Além disso, € interessante investigar, em um contexto
genbmico, se existem loci preferenciais para esta troca e se, caso realmente
esteja ocorrendo um processo de limpeza deste material genético extra, via

erosdo do DNA, como este processo influencia no genoma do parasito e em
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outros processos que dependem do metabolismo de DNA. Também n&o
compreendemos que papel esta troca de material genético poderia ter na
alteracao de ploidia, no balango génico e em outros processos de metabolismo
do DNA do parasito.
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6. Conclusoes

Eventos de troca genética sdo descritos em tripanossomatideos desde a
década de 1980, porém, até este trabalho, a Unica demonstracdao em condicoes
laboratoriais deste fendbmeno havia sido em 2003, por Gaunt e colaboradores.
Neste trabalho fomos capazes de desenvolver um ensaio de imunofluorescéncia
capaz de detectar e quantificar eventos de troca de material genético a partir do
uso de analogos de timidina. Nossos resultados demonstram que esta técnica é
uma forma viavel de se rastrear eventos de troca genética no parasito. Também
pudemos demonstrar que parasitos de uma mesma populacao de T. cruzi séo
capazes de trocar material genético entre eles e que esta troca n&do esta restrita
apenas a sua linhagem, comprovando que todas as linhagens de T. cruzi sdo de
uma mesma especie, ja que sao capazes de receber e doar material genético
umas das outras. Demonstramos também que os eventos de troca genética
estdo associados com os niveis de TcRad51 destas cepas, uma indicacédo de
que o processo de recombinagdo homodloga é de fundamental importancia para
o parasito. O protocolo de ADExTa € uma ferramenta simples e com capacidade
de permitir a comparagéo facil do surgimento de eventos de hibridizagdo em

células.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1 — Imagens originais do Western blotting de

extratos de T. cruzi apos tratamento genotéxico

aTcKAP7
uv CISPLATINA
30MIN 1H 4H 24H 30MIN 4H 1H 24H
- — —
- -
-—— -
—
a Alfa-Tubulina
uv CISPLATINA
30MIN 1H 1] 24H 30MIN 4H 1H 24H
-
— e

——'_p

Anexo 1 — Imagens originais das membranas utilizadas para o calculo do nivel de
expressdao de TcKAP7 - As imagens apresentam os originais das imagens obtidas das

membranas apos a deteccdo de TcKAP7 (painel superior) e Alfa-tubulina (painel inferior) por
Western blot.
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8.2. Anexo 2 - Curvas de crescimento dos ensaios usados

nos ensaios de Anexina e iodeto de propideo

A)
Radiacao Ultravioleta
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Anexo 2 — Curvas de crescimento das células tratadas e utilizadas nos ensaios de anexina
V e iodeto de propideo — A) Curva de crescimento de crescimento de células nocautes e
selvagens para TcKAP7 apds exposicdo, como explicado anteriormente, a radiagdo UV. B)
Curva de crescimento de células nocaute e selvagem para TcKAP7 expostas a cisplatina, como

explicado anteriormente.
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8.3. Anexo 3 - Imagens representativas de campos

observados nos ensaios de ADExTa

Anexo 3 — Imagens representativas de dois campos distintos de células epimastigotas de
T. cruzi apés o ensaio de incorporagido de analogos de timidina e hibridizagdo — As duas
imagens sao de campos distintos de um tratamento e um ensaio de hibridizagdo demonstrando
o resultado do experimento na cepa Cl Brener. Importante notar a presenga de células hibridas
(amarelas) e células que apresentam ou incorporagdo de um dos analogos (verdes ou

vermelhas).

189



8.4. Anexo 4 — Artigos cientificos publicados durante o

periodo de desenvolvimento da tese
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