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RESUMO Vi

O Trypanosoma cruzi é um parasito pertencente a ordem Kinetoplastida e o agente
causador da doenca de Chagas. Nesse organismo, é observado um baixo grau de
divergéncia entre alelos. Esse fendbmeno é pouco comum em organismos de reproducdo
clonal como o T. cruzi e ocorre devido a rearranjos génicos como 0 processo de
recombinacdo. Esse processo também representa uma das vias de reparo de quebras na
dupla fita de DNA. O produto do gene Rad51 é uma das principais proteinas envolvidas
nesses processos. Essa enzima apresenta a atividade de recombinase, que resulta na troca
entre as fitas de duas moléculas de DNA. Neste trabalho, isolamos e caracterizamos o gene
Rad51 de T. cruzi (TcRad51). A analise de ESTs (Expressed Sequence Tags) homologas ao
gene Rad51 de T. brucei permitiu a identificacdo das regides C-terminal e N-terminal do
produto de TcRad51 e, consequentemente, possibilitou a construcdo de iniciadores
especificos para clonagem da janela aberta de leitura desse gene pela técnica da PCR. A
sequéncia de nucleotideos foi obtida e utilizada na identificagdo da sequéncia da proteina.
Pesquisas em banco de dados revelaram que a proteina TcRad51 tem homologia com
Rad51 de diversos organismos e também com outras recombinases. Além disso, foram
identificados alguns dominios que sdo necessarios para a funcdo de recombinase. A
organizacao de TcRad51, estudada pela técnica de Southern blot, indica que h&a duas cépias
do gene no genoma do T. cruzi. Ensaios de Northern blot mostraram que um Unico RNA
mensageiro € expresso em todas as formas de vida do parasito. O produto desse gene foi
capaz de aumentar a taxa de mutacdo quando expresso em E. coli selvagem, fornecendo
evidéncias de que a proteina TcRad51 interage com DNA bacteriano induzindo uma
resposta do sistema S.0.S. Estudos com Saccharomyces cerevisiae nocauteada para o
gene ScRad51 mostraram que estas séo incapazes de crescer na presenca da proteina
TcRad51, provavelmente porque esta se liga ao DNA nos locais de quebra da dupla fita no
DNA, mascarando-as e impedindo seu reparo. Além dos experimentos voltados para a
caracterizacdo desse gene, verificamos também aspectos de evolu¢gdo molecular em dez
cepas de T. cruzi. O que observamos foi um alto grau de conservacdo de um fragmento de
359 pares de bases do gene TcRad51. A arvore filogenética baseada nesses fragmentos
indica que essas cepas se dividem em trés grupos. Além disso, duas cepas, 167 e 115,
possuem alelos do gene Rad51 que pertencem a dois grupos diferentes indicando que elas
sdo hibridas. Os resultados aqui apresentados abrem uma nova perspectiva para o
entendimento da biologia do parasito T. cruzi por identificar um importante gene envolvido

no processo de recombinacédo e reparo de quebra dupla na fita do DNA.



ABSTRACT Vi

Trypanosoma cruzi is a parasite of the order Kinetoplastida that causes
Chagas’ disease. A low level of allele divergence is observed in this organism.
Although such high levels of homozygosity are not expected in an organism without
sexual reproduction, this phenomenon may be promoted by genetic rearrangements
during a recombination process. Recombination is also part of a pathway of double
strand breakage repair, and the product of the Rad51 gene is one of the major
proteins involved in this process. This enzyme has recombinase activity, which
results in strand exchange between two DNA molecules. In this work, we have
isolated and characterized the Rad51 gene from T. cruzi (TcRad51). A search in the
EST database for sequences with homology with T. brucei Rad51 gene allowed us to
design a set of primers used to clone the open reading frame for the Rad51 of T.
cruzi by PCR. The nucleotide sequence was obtained and used to identify the protein
sequence. Sequence comparisons in databases showed that TcRad51 protein has
homology with Rad51 of several organisms and with other recombinases. Also, some
domains that are necessary to recombinase function were identified. Southern blot
analysis showed that the TcRad51 is presented in two copies in the T. cruzi genome.
Northern blot analyses indicated that one messenger RNA is expressed in all forms
of the life cycle of this parasite. When expressed in wild type E. coli, the product of
the TcRad51 gene was able to increase the mutation rate, probably by inducing the
S.0.S. response to TcRad51 DNA interaction. Rad51 knockout Saccharomyces
cerevisiae was unable to grow in the presence of TcRad51 protein. This phenotype
may be caused by the incapacity of this strain to repair double strand breakage,
which is masked by TcRad51 protein. In addition to the characterization of the
TcRad51 gene, we investigated aspects of molecular evolution in ten strains of T.
cruzi. A high degree of conservation was observed in the 5'-terminal (359 base pairs
fragment) of TcRad51 gene. These strains were divided in three groups according to
the phylogenetic analyses based on this fragment. Furthermore, two strains, 167 and
115, may be considered as hybrids because they have alleles that belong to two
different groups. The results presented here open new perspectives to the
understanding of an important aspect of the T. cruzi biology related to DNA

metabolism.
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INTRODUCAO 1

Durante o0 processo evolutivo, o &cido desoxirribonucléico (DNA) foi
selecionado para carregar a informacao genética. A dupla fita dessa molécula possui
duas caracteristicas fundamentais para a sobrevivéncia de um organismo. Primeiro,
a partir de uma unica molécula é possivel se gerar duas outras através de um
processo de replicagcdo semiconservativa. Segundo, a dupla fita contém informacao
gue pode ser transcrita em uma mensagem que, posteriormente, pode ser traduzida
em uma proteina. O material genético representado pelas moléculas de DNA é
conhecido como genoma. Modificagcbes podem ser inseridas no genoma de um
organismo uma vez que o DNA é susceptivel a alteragBes quimicas causadas por
agentes ambientais, por agentes produzidos dentro da prépria célula ou por erros
ocorridos durante o processo de replicacdo. Essas modificacdes sdo conhecidas
como mutacdes. As mutacdes podem ter como efeito alteracdes na sequéncia de
proteinas que podem ser neutras, toleradas pelo organismo ou mesmo letais.
Portanto, as mutagdes podem levar a variabilidade fenotipica ou a morte. Uma vez
que a variabilidade fenotipica é necessaria para a ocorréncia do processo de
selecdo natural, o ideal para as espécies é que a taxa de mutacdo seja suficiente
para gerar certa variabilidade e ndo o bastante para gerar a morte dos individuos.
Assim, muito cedo durante o processo evolutivo surgiram proteinas capazes de
manter uma taxa de mutacdes condizente com a manutencao da integridade e de
certa estabilidade no genoma de um organismo. Essas proteinas participam no

metabolismo do DNA realizando o reparo do DNA.

Considerando-se apenas espécies cujo genoma foi completamente
sequenciado ou esta em andamento, 0 niumero de genes de reparo identificados é
da ordem de 10% (Aravind et al., 1999). Espera-se que novos genes sejam
identificados. Os mecanismos de reparo tém sido divididos em cinco vias: (i)
reversao direta da lesdo, (ii) reparo por excisao de base; (iii) reparo por excisao de
nucleotideos; (iv) reparo de erros de pareamento e (v) reparo de quebra da dupla
fita. O conhecimento a cerca dessas vias tem sido produzido em estudos com
poucas espeécies. A maior parte das informacdes é relacionada a bactérias (E. coli),
leveduras (S. cerevisiae), camundongos e homem. Entretanto, tendo em vista a
funcdo biologica fundamental do sistema de reparo, novos estudos tem surgido

também em outros organismos.



INTRODUCAO 2

Alvos em potencial para estudos dos sistemas de reparo sdo 0s parasitos.
Além de informacdes basicas sobre a biologia desses organismos, estes estudos
poderdo permitir a descoberta de novas terapias. Tendo essa perspectiva em vista, a
cerca de trés anos e meio, iniciamos em nosso laboratdério a clonagem e
caracterizacdo de genes envolvidos no reparo de DNA do Trypanosoma cruzi,
agente etiologico da doenca de Chagas. O primeiro gene identificado por nossa
equipe foi o TcMSH2 (Augusto-Pinto et al, 2001). Nesse trabalho, isolamos e
caracterizamos o0 gene Rad51 do T. cruzi (TcRad51) que participa no processo de

recombinacéo e reparo de quebra da dupla-fita.
1.1. O Reparo de quebra da dupla fita

As guebras da dupla fita de DNA (DSBs, do inglés “double strand breaks”)
podem ocorrer durante o processo de replicacdo de uma célula pela acdo de
radicais livres de origem endégena ou podem ser causadas por agentes exdgenos
como a radiacdo ionizante. A persisténcia dessas quebras pode levar a
fragmentacdo cromossOmica, translocacdes ou delecdes, resultando em letalidade
para a ceélula ou em ativagdo de oncogenes e iniciacdo de um processo de
carcinogénese (Kanaar et al., 1998). Portanto, durante o processo evolutivo as
células desenvolveram pelo menos dois mecanismos para o0 reparo desse tipo de
lesdo: juncéo das regides terminais (JRT) e o reparo por recombinagao. No primeiro
caso, as fitas originadas da quebras séo religadas ndo sendo necessaria nenhuma
ou apenas uma pequena homologia entre elas. Ja o reparo por recombinacdo é
dependente da regido correspondente a quebra no cromossomo homélogo ou na
crométide irmd, sendo um processo conceitualmente bem mais complicado. A
relevancia desses dois processos no reparo das quebras da dupla-fita pode variar de
organismo para organismo e depende também da fase do ciclo em que a célula se
encontra. Nossos estudos tém como objetivo o entendimento do processo de
recombinacdo em T. cruzi, devido a sua importancia nos mecanismos de reparo de

DSBs e também nos processos de variabilidade genotipica e fenotipica.
1.2. Juncao das regides terminais

O conhecimento a respeito da JRT é limitado. Trés genes, cujos produtos

participam dessa via, foram isolados a partir de células de ovario de hamster chinés
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(CHO) que apresentavam sensibilidade a radiacéo ionizante (Jeggo, 1997). Sao eles
XRCC4, XRCC5 e XRCC7. Os dois ultimos codificam subunidades da proteina
cinase dependente de DNA (DNA-PK). Nessa via, Ku80, codificada pelo gene
XRCC5, e Ku70, identificada a partir de estudos bioquimicos, formam um
heterodimero que se liga as regides terminais quebradas da dupla fita (Ramsdem &
Gellert, 1998). A formacéo desse heterodimero protege o DNA contra degradacéo
(Liang & Jasin, 1996) e também teria funcdo de alinhar as fitas quebradas. Além
disso, ele recruta um complexo formado pela ligase IV e o produto do gene XRCC4,
e recruta também a subunidade catalitica da DNA-PK para forma o complexo DNA-
PK. O complexo ligase IV e XRCC4, estimulado por sua ligacdo ao heterodimero,
faria a ligacéo intermolecular das fitas quebradas (Critclow et al., 1997; Sibanda et
al., 2001). Embora a subunidade catalitica da DNA-PK possa fosforilar uma grande
variedade de proteinas in vitro, ndo sdo bem conhecidos os alvos do complexo
formado in vivo (Anderson & Carter, 1996). Uma possivel funcdo desse complexo
seria fosforilar proteinas préximas a quebra, promovendo uma parada no ciclo
celular ou mesmo acionando a transcricdo de outros genes envolvidos no processo
de reparo de DSBs. Analises de ligacbes de plasmideos lineares por extratos
celulares de células humanas indicam que a inibicdo da unidade catalitica da DNA-
PK seria responsavel por uma diminuicdo na eficiéncia de ligacdo dos plasmideos
(Baumann & West, 1998), por isso a DNA-PK pode ter outras funcgdes.

Para que ocorra a ligacdo da DSB é necessario o processamento das fitas de
DNA, entretanto, 0 mecanismo pelo qual esse processamento é alcancado ainda é
pouco conhecido. Em S. cerevisiae, além dos homdlogos de Ku70, Ku80, XRCC4 e
DNA ligase IV, foram identificadas trés genes envolvidos na JRT. MRE11, RAD50 e
XRS2 sao epistaticos com os genes ScKU70 e ScKU80. A delecdo desses genes
leva a uma reducdo na eficiéncia de ligacdo de regifes terminais (Ogawa et al.,
1995; Sibanda et al., 1998). Experimentos bioquimicos mostram que a proteina
humana codificada pelo homélogo de MRE11 possui atividade de exonuclease 3'-5’,
sugerindo que o complexo formado pelo produto desses trés genes seria
responsavel pelo processamento das fitas quebradas antes de ocorrer a ligacdo
(Paull & Gellert, 1998).
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Figura 1: llustracdo esquemética do processo de juncdo das regides terminais do
DNA.

Genes envolvidos na estruturacdo da cromatina também se mostraram
importantes no mecanismo de JRT. A delecdo de SIR2, SIR3 e SIR4 em S.
cerevisiae leva a inibicdo da ligacao das fitas (Boulton & Jackson, 1998; Tsukamoto
et al., 1997). Os produtos desses genes sdo necessarios para a formacao de uma
estrutura na cromatina que inibe o processo de transcricdo na regiao dos teloméros.
Essa mesma estrutura deve facilitar a ligagao das regides terminais da fita quebrada.

A figura 1 esquematiza o processo de JRT em S. cerevisiae.
1.3. Reparo por recombinacdo homologa

Andlises genéticas permitiram o isolamento de genes envolvidos no reparo
por recombinagdo em S. cerevisiae. Através da busca por células sensiveis a
radiacdo ou deficientes no processo de recombinacdo meibdtica, foram isolados dez
genes pertencentes ao grupo epistatico Rad52: Rad50, Rad51, Rad52, Rad54,
Rad55, Rad57, Rad59, MRE11 e XRS2. Homologos de Rad50, Rad51, Rad52,
Rad54 e MRE11 foram isolados em camundongos e humanos. A importancia dessa
via é apoiada pelo alto grau de conservacdo desses genes em eucariotos. As fitas
quebradas sdo processadas por nucleases e helicases (Figura 2). Em seguida é
formado um complexo protéico composto por Rad51, Rad52, Rad54, Rad55/57 e
RP-A. Essas proteinas seriam responsaveis pela invasdo da fita simples danificada
na dupla fita do cromossomo homologo ou da cromatide irméd, formando uma

estrutura similar as juncdes de Holliday observadas no processo de recombinacéo
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em bactérias. Por fim, a estrutura seria resolvida pela acdo de DNA polimerases,

ligases e resolvases.

Exonucleases
Helicases

Rad51p, Rads2p, Rad54p,
Rad55/57p, RP-A

/S X

DMNA polimerase

P, S A——

Resolvases
Ligases

Figura 2: llustracdo esquematica do processo de recombinacao e reparo de quebra

de dupla fita. Adaptado de Lehninger, 2000.

A proteina central nesse processo é a Rad51. Ela tem homologia com a
proteina RecA de E. coli (lvanov & Haber, 1997). Essas proteinas sdo capazes de se
polimerizar sobre o DNA de fita simples formando um filamento de nucleoproteinas
(Figura 3) e buscar regibes homoélogas no DNA (Kowalczykowsky et al., 1994). As
proteinas Rad55 e Rad57 formam um heterodimero que estimula a reacdo de troca
entre as fitas, ou seja, a invasao da fita simples na dupla fita (Sung, 1997). Além
disso, a Rad55 € um ponto de regulagéo, relacionando essa via como 0 processo de
“checkpoints”. Essa proteina é fosforilada em funcéo da presenca de danos no DNA

e poderia estar influenciando o balaco entre diferentes vias de reparo que competem
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entre si (Bashkirov et al., 2000). Rad52 além de promover o anelamento entre duas
fitas de DNA simples (Mortensen et al., 1996), pode também realizar a troca de RP-A
ligada a fita simples por Rad51 (New et al., 1998). A proteina Rad59 também se liga
a fita simples de DNA e poderia estar auxiliando Rad52 em sua funcédo (Davis et al.,
2001). Rad54 interage com o filamento de nucleoproteina formado por Rad51 e o
DNA simples fita para estimular o pareamento com a dupla fita homodloga. A
atividade de ATPase de Rad54 também é necessaria para a extensado da fita de
DNA formada pela troca de fitas mediada por Rad51 (Solinger et al., 2001).

Fech se liga a
DMA fita simples.

Emseguida, localiza
tegides homdlogas de
um DA dupla fita.

0 DMA é girado pela agéo

de helicases e 1 fita simples @

& trocada pela fita homdloga.
Esse processo necessita de ATR

A redida que o DMA & girado,
& migragao ocorre. oy Ol 8
Criando um heteraduplex de DMA 8% &0

Figura 3: llustracdo esquematica do processo de troca entre fitas simples e dupla de
DNA promovidas pela proteina RecA. Adaptado de Lehninger, 2000.
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1.4. As proteinas Rad51 e RecA

O processo de recombinagéo tem como passo central a troca entre as fitas de
DNA em regibes homologas. As proteinas capazes de realizar as reacdes
enzimaticas necessarias para a execucao desse passo sdo conhecidas como
recombinases. Rad51, em eucariotos, e RecA, em procariotos, sdo exemplos de
proteinas que possuem essa capacidade. Essas duas enzimas guardam homologia
estrutural e funcional. Essas proteinas promovem a busca por regides homadlogas do
DNA, a invasdo da fita simples na dupla fita homdéloga (Figura 3) e a hidrdlise do
ATP para compor, assim, a reacao total em que ocorre a troca entre fitas de DNA.
Rad51 e RecA possuem regides de ligagdo ao DNA e um dominio de ligacdo ao
ATP, sendo esse Ultimo a regido em que reside a maior parte da homologia
estrutural quando se alinha a proteina RecA de E. coli e Rad51 de humanos
(Shinoraha et al., 1993). Em Rad51, essa regiao corresponde a C-terminal, ao passo
que, em RecA, corresponde a N-terminal (Figura 4). Rad51 possui uma regido extra
N-terminal, ao passo que RecA possui uma regido C-terminal extra. Estas regides
compreendem o dominio de ligacdo ao DNA (Aihara et al., 1997; Kurumizaka et al.,
1996).

1 33 240 352

Figura 4. Comparacdo entre as proteinas Rad51 humana (HsRad51) e RecA de E.
coli. Regiao listrada indica a por¢cao N-terminal de HsRad51 e C-terminal
de RecA. O quadriculado indica a regido em que ha maior homologia

entre essas duas proteinas. Adaptado de Shinoraha et al., 1993.
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Camundongos em que o gene Rad51 foi nocauteado apresentam falhas no
desenvolvimento embrionario (Lim & Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996). Além disso,
células de galinha em que esse gene esta sob controle de um promotor induzido
apresentam quebras nos cromossomos, paradas no ciclo celular e morte celular
guando ndo ha expressdo de Rad51 (Sonoda et al.,, 1998). Em Saccharomyces
cerevisiae, mutacdes nesse gene geram um fenoétipo de sensibilidade a “crosslinks”
entre fitas (Grossmann et al.,, 2001). Além disso, células tumorais em humanos
apresentam um elevado nivel de expressdo do gene Rad51, esse fendbmeno pode
estar conferindo resisténcia a radiacdo e aos agentes quimicos utilizados na terapia
(Raderschall et al., 2002). Tais observacdes indicam que, em eucariotos, 0 gene
Rad51 participa de mecanismos importantes de manutencdo gendmica,

principalmente quando as células se encontram em proliferacéo.
1.5. Replicacéo e recombinacéao

Durante o processo de replicacdo do DNA, um cromossomo € duplicado
sendo que os dois cromossomos gerados sao idénticos. Por outro lado, no processo
de recombinacdo, ocorrem trocas genéticas gerando novas combina¢cdes de alelos
independentes (Kuzminov, 2001a). Entretanto, ha uma interdependéncia entre esses
dois processos aparentemente opostos. Quando a forquilha de replicagcdo do DNA
para diante de uma lesdo que escapou a todas as vias proficientes para repara-la
(Kuzminov, 2001b), o processo de recombinacdo pode ser a ultima alternativa para
corrigir tal lesdo e permitir a continuacdo da replicagdo. Portanto o reparo por
recombinacdo pode ser visto como mais uma funcdo do processo de recombinacao,
assim as proteinas inicialmente identificadas como pertencentes ao grupo epistatico
Rad52 tém funcdo nesse processo aléem de outras funcdes relevantes para a

biologia da célula.
1.6. O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario da classe mastigophora, ordem kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae. Esse parasito apresenta, em seu ciclo de vida, dois
hospedeiros distintos, sendo um, insetos Reduvideos hemat6fogos da familia
Triatominae e, o outro, diferentes mamiferos incluindo o homem em quem provoca a

doenca de Chagas. Trés variagcbes morfoldgicas desse parasito podem ser
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observadas durante o seu ciclo de vida: epimastigota e tripomastigotas que sé&o

formas flageladas e amastigota que € a forma contendo somente um flagelo residual.

A forma tripomastigota é encontrada no sangue periférico de hospedeiros
vertebrados e no trato digestivo do hospedeiro invertebrado. O inseto adquire a
forma tripomastigota ao sugar o sangue de hospedeiro vertebrado infectado. O
parasito se diferencia na forma epimastigota no intestino do inseto e se multiplica por
divisdo binaria. Na ampola retal, o T. cruzi se diferencia na forma tripomastigota
metaciclica que é a forma infectante do hospedeiro vertebrado. Ao picar um novo
vertebrado, o inseto defeca, deixando fezes contaminadas com a forma infectante
em contanto com a pele. Os tripomastigotas metaciclicos alcancam a corrente
sanguinea por meio de feridas, da prépria abertura provocada pela picada ou por
meio de mucosas. Essas formas infectam células de diversos tecidos se
diferenciando na forma amastigota que se reproduz por divisdo binaria até o
rompimento das células e liberagcdo dos parasitos. Ocorre a diferenciacdo das
formas amastigotas em tripomastigotas que podem infectar novas células ou infectar
0s hospedeiros invertebrados, completando assim o ciclo de vida do T. cruzi

(revisado em Perreira, 1990).

A infeccdo do homem pelo T. cruzi se caracteriza por apresentar trés estagios
distintos. Inicialmente, é observada uma alta parasitemia culminado com a
disseminagdo do protozoario em diversos tecidos. Durante a fase aguda, ocorre
febre moderada a severa e, ocasionalmente, essa fase € fatal em criancas. A
maioria dos pacientes chagasicos é assintomatica sendo denominado de estagio
indeterminado. Em um terceiro estagio, denominado de crdnico, observa-se o
aumento do volume do coragdo (cardiomegalia) e/ou aumento de O6rgaos

gastrointestinais como o colon e eséfago (megaes6fago e megacolon).

A principal area endémica do mundo é a Ameérica Latina como cerca de 16 a 18
milhdes de pessoas afetadas (WHO, 1991). Havia no Brasil cerca de cinco milhdes
de individuos infectados pelo T. cruzi (Dias, 1992). Estimava-se que a populacéo
brasileira exposta ao risco de infecgcdo era da ordem de 60 milhbdes (Silveira &
Rezende, 1994), Mas atualmente, com a adocdo de medidas de controle da
populacdo de vetor, 0 pais encontra-se em uma situacdo onde novos casos de
contaminagdo por transmissdo vetorial foram reduzidos a niveis muito baixos

(http://www.who.int/tdr/publications/tdrnews/news62/chagas.htm, janeiro de 2002).
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Em outros paises como a Argentina e Bolivia havia 7% e 22 % da populacao
infectada por T. cruzi, respectivamente (Akhavan, 1996). Além da América Latina,
nos E.U.A. existiam entre 100.000 e 370.000 pessoas infectadas apresentando uma
doenca cronica cardiaca (Skolnick, 1989, Milei et al.,1992). A doenca de Chagas €&
um grave problema social por se tratar de enfermidade cronica debilitante,
representando entre as patologias tropicais aquela que gera o maior 6nus

econdmico segundo o Banco Mundial (Schmufiz, 2000).
1.7. O Reparo de DNA em T. cruzi

Pesquisas em bancos de dados de sequéncias génicas (GenBank-Entrez) e na
literatura (Pubmed-NCBI) revelam que ha poucos estudos realizados com genes de
reparo de DNA em T. cruzi. Foram isolados e caracterizados funcionalmente
produtos de apenas trés genes. Um deles foi isolado a partir de biblioteca da cepa Y
e além de apresentar a atividade de Uracil DNA glicosilase (UDGase), constatou-se
ainda que essa atividade pode ser estimulada por AP endonucleases (Farez-Vidal et
al., 2001). A UDGase é uma enzima do reparo por excisdo de base especializada na
remocao de uracilas provenientes da incorporacdo incorreta da uridina trifosfato
durante o processo de sintese ou originadas da desaminacao da citosina. Um outro
gene também foi isolado a partir de biblioteca da cepa Y. O produto desse gene se
mostrou capaz de reparar sitios Apirimidinicos/Apurinicos (AP) em E. coli (Perez et
al., 1999), sendo caracterizado como uma AP endonuclease. Essas enzimas retiram
sitios AP originados pela hidrélise espontanea, causados por agentes alquilantes ou
gue surgem como produtos secundarios de uma base hidrolisada por DNA n-
glicosilases. O terceiro gene de reparo também foi isolado a partir de uma biblioteca.
Ele tem homologia com o gene MutS de bactérias e € chamado de TcMSH2
(Augusto-Pinto et al., 2001). Esse gene tem uma janela aberta de leitura de 2889pb
e codifica uma proteina de 962 aminoacidos. Analises computacionais indicam que
esse gene tem também homologia com genes MSH2 de outros eucariotos. Além
disso, 0 seu produto protéico tem todos os dominios caracteristicos de uma proteina
MSH2 tipica. O gene TcMSH2 apresenta-se com uma Unica cépia ho genoma do
parasito, sendo expresso em todas as formas durante o ciclo de vida desse
organismo. O produto desse gene mostrou um efeito de dominancia negativa em E.
coli. A expressdo desse gene em bactérias provoca o aumento da taxa de mutacéo.

Isso ocorre uma vez que a proteina TcMSH2 interfere no sistema de reparo de erro
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de pareamento da bactéria. Esse fenotipo também foi observado para proteinas

MSH2 de outros eucariotos.
1.8. O processo de recombinacdoem T. cruzi

Os mecanismos do processo de recombinagdo em T. cruzi Sao pouco
entendidos, e também ndo se conhece as enzimas envolvidas. Entretanto, esse
processo pode ser de grande relevancia para o entendimento da biologia desse
parasito. A estrutura populacional do T. cruzi é predominantemente clonal. Na
auséncia de reproducdo sexuada, esperava-se que houvesse um alto grau de
heterozigosidade devido a um alto nivel de divergéncia entre os dois alelos (Birky,
1996). Em T. cruzi, verifica-se, ao contrario, uma baixa divergéncia entre dois alelos
(Machado & Ayala, 2001). Este fato pode ser explicado por eventos de automixia,
por conversdes génicas ou por eventos de recombinacdo mitética. Assim, o estudo
do gene Rad51 se torna extremamente interessante ndo so pela participacao de seu
produto no reparo de quebra de dupla fita, mas também no processo de
recombinacado e geracao de variabilidade genética do T. cruzi.
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2.1. Objetivo geral

Clonar e caracterizar o gene Rad51 de Trypanosoma cruzi (TcRad51).

2.2. Objetivos especificos

1. Amplificacao por PCR e clonagem do fragmento contendo o gene TcRad51,
2. Obtencéao da sequéncia do gene;

3. Analise da organizacao do gene TcRad51 no genoma do T. cruzi;

4. Analise da expressao do gene durante o ciclo de vida do parasito;

5. Caracterizacao da atividade funcional do produto desse gene em Escherichia

coli e Saccharomyces cerevisiae;

6. Andlises filogenéticas baseadas na sequéncia do gene TcRad51.
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3.1. Meio de cultura e linhagens de bactérias

Nos experimentos com bactérias, foi utilizado o seguinte meio:

Meio 2xYT
Bacto triptona 1649
Extrato de levedura 10g
NacCl 0,59
Agua destilada gsp 100 mL

O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH (1 N) e o meio esterilizado por
autoclavacao. Para producédo do meio solido, foi adicionado agar (concentracao final

de 1,5%) antes da autoclavacao.

As linhagens de bactérias utilizadas nesse trabalho séo descritas

na tabela I.

Tabela I: Caracteristicas genotipicas das cepas de E. coli AB1157 e
DH5-q.

Cepa Caracteristicas genotipicas Referéncia

AB1157 thrl, leu6, proA2, his4, argE3, thil, lacY1, Bachman, 1972
galk2, aral4d, xyl5, mtll, tsc33, rpsL31,
supE44

DH5-a SupE44 lacU169 (¢80lacZ M15) hsdR17 recAl Hanahan,1983
endAl gyrA96 thil relAl
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3.2. Meios de cultura e cepa de levedura

Nos experimentos com leveduras, foram utilizados os seguintes meios:

Meio YPD
Bacto triptona 209
Extrato de levedura 10g
Agua destilada gsp 90 mL

O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH (1 N) e o meio esterilizado por
autoclavacao. Apés autoclavacgédo, foi adicionado 10 mL de glicose 20%, esterilizada
por filtragem (filtro Millipore 0,22 um). Para producdo do meio solido, foi adicionado

agar (concentracéo final de 1,5%) antes da autoclavacao.
Meio SD

Base nitrogenada de levedura (YNB) 0,17 g
Sulfato de aménio 0,59

Agua destilada gsp 90 mL

O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH (1 N) e o meio esterilizado por
autoclavacao. Apés autoclavacgédo, foi adicionado 10 mL de glicose 20%, esterilizada
por filtragem (filtro Millipore 0,22 um). Para produgédo do meio sélido, foi adicionado
agar (concentracao final de 1,5%) antes da autoclavacao. Os seguintes aminoacidos
e nucleotideos foram adicionados quando necessario: L-Histidina HCI mono
hidratado 0,02%, L-Metionina 0,02%, L-Leucina 0,1%, L-Triptofano 0,02%, L-
Adenina hemisulfato 0,02% e L-Uracila 0,02%.

A cepa de levedura utilizada nesse trabalho foi BY4735 (MAT a, ade24::hisG,
his34200, leu240, met1540, trp1463, ura340; Brachman et al., 1998).

3.3. Amplificacdo de DNA de T. cruzi por PCR

Foram feitas PCRs utilizando os iniciadores descritos na tabela Il. Nas
amplificagbes, foram usados dois nanogramas de DNA da cepa Tulahuén de
T. cruzi, 10 pmol de cada iniciador, tampéao IB 1x (Phoneutria, MgCl, 1,5 mM; KCI 50
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mM; Triton X-100 0,1%; TrisHCI 10 mM pH 8,4), dNTPs 50 uM, 2,5 unidades de Taq
polimerase (Phoneutria) em um volume final de 50 L. Foi adicionado 20 pL de éleo
mineral. A reacéo foi realizada em um termociclador J.M. Research PTC-100 através

do seguinte programa de amplificacao:

0] 5 minutos de desnaturacgao inicial a 95°C;

(i) 30 ciclos de desnaturacao (95°C por 1 minuto), anelamento (55°C por 1
minuto) e extenséo (72°C por 1 minuto);

(i)  nova desnaturacéo, anelamento e uma extenséo final de 10 minutos.

(iv)  4°C indefinidamente.

Tabela II: Iniciadores TcRad51.10 e TcRad51.21 utilizados para amplicficacdo do
gene TcRad51 por PCR.

Iniciador Sequéncia5’- 3
TcRad51.10 ATG AAC ACC CGC TCC AAG AG
TcRad51.21 CAATCCCTTGCATCCCCAAC

Os fragmentos amplificados foram clonado em pGEM-Teasy utilizando o “kit”
PpGEM-T Easy Vector System (Promega), segundo as normas descritas pelo
fabricante. Foram transformados 2 pL do produto da ligacdo em bactérias
competentes DH5-a. Os clones foram selecionados por PCR de col6nia e, em

seguida, sequenciados.
3.4. Transformacédo de E. coli competentes

As linhagens de E. coli DH5-a e AB1157 foram tornadas competentes para
transformacdo com plasmideos pelo mérodo do cloreto de calcio (Sambrook et al.,
1989). Cerca de 200 pL (1 x 10° células/ug de DNA transformante) da célula
competente de interesse, estocada a —70°C, foi incubada em banho de gelo por

30 min na presenca de 2 L da reacédo de ligacdo ou 1 pL (10 ng/uL) do plasmideo
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pUC18 sem inserto para controle positivo da transformacé&o. Em seguida, as células
foram submetidas ao choque térmico por 90 seg a 42°C, apOs este tratamento,
foram adicionados 800 pL de meio 2xYT seguido de incubacéo por 1 h a 37°C sob
agitacdo. Foram plaqueadas 200 pL de célula em meio solido 2xYT agar contendo

100 pg/mL de ampicilina, IPTG e X-gal e incubadas a 37°C por 16 h.
3.5. PCR de colb6nias de bactérias transformadas

As colbnias brancas de E. coli contendo os plasmideos recombinantes foram
submetidas a uma amplificacdo pela PCR com os iniciadores utilizados na
clonagem. As colbnias sao tocadas com um palito de madeira estéril sendo, logo
apos, introduzido rapidamente dentro de um tubo para microcentrifuga de 200 pl
contendo um volume de 10 pl da reacédo de PCR: tampéao IB 1x (Phoneutria), dNTPs
50 uM, 5 pmol de cada iniciador ; 0,5 unidade de Tag DNA Polimerase (Phoneutria)
e 20 pL de 6leo mineral. A PCR foi realizada em um termociclador J.M. Research

PTC-100 através do programa de amplificacéo descrito a seguir:

(1) 5 minutos de desnaturac&o inicial a 95°C;

(i) 25 ciclos de desnaturacdo (95°C por 1 minuto), anelamento (55°C por
1 minuto) e extens&o (72°C por 1 minuto);

(i)  nova desnaturacéo, anelamento e uma extenséo final de 10 minutos.

(iv)  4°C indefinidamente.

O produto da amplificacéo foi verificado através de eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. As col6nias que apresentaram bandas
do tamanho esperado para o gene Rad51 de T. cruzi (cerca de 1100 pb) foram
crescidas em 3 mL de meio liquido 2xYT contendo 200 pug/ml de ampicilina durante

16 horas sobre agitacdo de 180 rpm para posterior extracao de plasmideos.

3.6. Extracdo de plasmideos pela técnica de “minipe  p

O meio de cultura saturado com as bactérias DH5-a contendo os plasmideos
recombinantes foi centrifugado em micro-centrifuga “eppendorf’ a temperatura
ambiente a uma rotacdo de 10000 xg durante 10 minutos. Descartou-se o

sobrenadante secando completamente o tubo com papel de filtro estéril para
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submeter a amostra a extracado dos plasmideos recombinantes com o “kit” Wizard
Plus Minipreps DNA Purification System (Promega). Apds a extracdo, segundo as
normas descritas pelo fabricante, a concentracdo do o plasmideo recombinante foi
estimada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

3.7. Reacdes de seqglienciamento

Todos os clones e subclones de cDNAs utilizados neste trabalho foram
sequenciados em ambas as dire¢cdes usando o método descrito por Sanger (1977) e
0 seguenciador automatico capilar MegaBACE 1000 (Amersham Pharmacia
Biotech). As reag0es de sequenciamento foram feitas com o “kit” DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequecing Kit, segundo as normas do fabricante (Amersham
Pharmacia Biotech), utilizando-se entre 300 a 400 ng do DNA de interesse e 5 pmol
de iniciador M13 “universal” ou “reverse”. As reacfes foram feitas no termociclador

Mastercycle gradient (Eppendorf), usando o seguinte programa:

(1) 30 ciclos de desnaturacdo (95°C por 20 segundos), anelamento (50°C
por 15 segundos) e extensdo (60°C por 1 minuto);
(i) nova desnaturacéo, anelamento e uma extenséo final de 10 minutos;

(i)  4°C indefinidamente.

ApOs as reacdes, os produtos fluorescentes eram submetidos ao protocolo de
precipitagdo com etanol e injetados no sequenciador de acordo com 0s protocolos
recomendados pelo fabricante (Amersham Pharmacia Biotech).

3.8. Extracao de DNA genbmico de epimastigotas de T.

cruzi

O DNA genbmico de epimastigotas das cepas Tulahuén e CL-Brener foi
extraido baseando-se nos procedimentos descritos por Teixeira et al. (1994) com
algumas modificacdes. Aproximadamente 1 x 10° parasitas mantidos em meio de
cultura em fase exponencial de crescimento foram coletados por centrifugacao a
1.500 xg por 10 min a 4C, sendo o sedimento solubilizado em PBS e novamente
centrifugado a 1.500 xg por 10 min a 4<C. Este pass o foi repetido mais uma vez. As

células foram solubilizadas no tampé&o de lise/digestdo (NaCl 100 mM; Tris-HCI
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10 mM pH 8,0; 25 mM EDTA pH 8,0; SDS 0,5%; proteinase K 100 pg/mL; RNAase
70 pg/mL) e incubadas em banho-maria a 50T por 3 h com leves homogeneizagdes
periodicas. Apos o tratamento o lisado foi resfriado a temperatura ambiente e, em
seguida, foram feitas duas extracdes com igual volume de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) através de leves homogeneiza¢cfes durante 10 min. As fases
aguosa e organica foram separadas por centrifugacdo a 16.000 xg por 10 min,
sendo que a fase aquosa foi transferida para outro tubo e o DNA precipitado com 2
vezes volume com etanol absoluto e NaCl 0,2 mM (concentracédo final). O DNA foi
sedimentado por centrifugacdo a 16.000 xg por 15 min a 4C, o sedimento foi lavado
com 1 mL de etanol 70% (p/v), secado e solubilizado com 100 pL de TE. A
integridade do DNA obtido e sua quantificagdo foram avaliadas através de

eletroforese em géis de agarose 1%.

3.9. "Southern blot"

DNAs de T. cruzi, extraidos da forma epimastigota, foram digeridos com
diferentes enzimas de restricdo (Ncol, BamHI, EcoRI) de acordo com as instru¢des
do fabricante (New England Biolabs). ApGs a digestdo, o DNA foi resolvido em gel de
agarose 0,8% durante 6 h a 40 V. Ap0s eletroforese, o gel foi tratado por 15 min com
solucdo de depurinacdao (HCI 0,25 M), transferido para solucdo de desnaturacéo
(NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) por 2 vezes durante 30 min e, em seguida, incubado em
solugéao de neutralizagéo (Tris-HCI 0,5 M pH 7,0, NaCl 3 M) por 2 vezes de 30 min
(Sambrook et al., 1989). Esses tratamentos foram conduzidos a temperatura
ambiente e sob agitacdo lenta. O DNA foi transferido para membrana de "nylon"
Hybond-N (Amershan) por meio de capilaridade em solucdo SSC 10X (NaCl 1,5 M e
citrato de sédio 0,15 M, pH 7,0) por 24 h (Sambrook et al., 1989).

ApOs a transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 2X e o DNA imobilizado
com luz ultravioleta utilizando-se o aparelho UVStratalinker (Stratagene) de acordo
com instru¢des do fabricante. A membrana foi pré-hibridizada em 40mL de solugédo
de hibridizacdo (formamida 50% (v/v); SSC 6X; Denhardts 10X; SDS 0,2%; DNA de
esperma de salmé&o (ssDNA) 75 pg/mL) a 42T por 2 h. A hibridizacao foi conduzida
por 24 h em 20 mL de solucéo hibridizacdo contendo sonda para o gene TcRad51,
previamente desnaturada a 10C durante 5 min. Em se guida, procederam-se duas

lavagens da membrana em solucdo de SSC 2X e SDS 0,1% a 65C. Apols a
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lavagem, a membrana foi selada e exposta em filme de raios X a -70C em cassete.

A revelacao foi feita apds diferentes tempos de exposicao.

3.10. Extracao de RNA total de T. cruzi

RNA total das trés formas do T. cruzi (epimastigotas, amastigotas e
tripomastigotas, obtidos a partir de cerca de 1 x 10° células cada) foram gentilmente
cedidos pela aluna de doutorado Daniella C. Bartholomeu (Departamento de
Bioguimica e Imunologia) e mantidas a -70C. Estas amostras foram preparadas
utilizando-se o "kit" RNAeasy Mini Kit (Qiagen) de acordo com as indicacdes do
fabricante. O método de extracdo consiste em lise na presenca de isotiocianato de
guanidina e cromatografia de afinidade, onde RNAs maiores que 200 pb ligam
seletivamente a membrana de silica-gel. Apos a extragdo, o material foi utilizado

para realizacdo do “Northern blot”.
3.11. "Northern blot"

Os géis de agarose para analise das amostras de RNA foram realizados na
concentracdo 1% em tampdo MOPS 1X/EDTA (MOPS 0,02 M; Acetato de sodio
5 mM; EDTA 1 mM, pH 7,0) e formaldeido 2% (Sambrook et al., 1989). Foram
adicionados 25 pL de tampédo de amostra (0,75 mL de Formamida deionizada;
0,15 mL de tamp&o MOPS 10X; 0,24 mL de Formaldeido; 0,1 mL de Agua; 0,1 mL
de Glicerol; 0,08 mL de Azul de Bromofenol a 10% (p/v)) em 5 pL de amostra e
incubado a 65T por 15 min. Em seguida, 1 pL de brometo de etideo 1,0 mg/mL foi
adicionado as amostras e estas aplicadas no gel. Apds a corrida, o gel foi analisado
em transluminador de UV. O gel que foi utilizado na transferéncia foi tratado
inicialmente com solugdo NaOH 50 mM por 20 min, e em SSC 20X por 40 min. Os
RNAs foram transferidos para membrana Hybond-N (AMERSHAM) por capilaridade
em solucdo SSC 10X. A pré-hibridizacao, hibridizacdo, lavagens e exposicdo das

membranas foram realizadas conforme descrito para o "Southern blot".
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3.12. Marcagdo de sondas com **P e purificacdo da sonda

radioativa

A sonda utilizada para o “Southern blot” e “Nothern blot” desse trabalho foi
construida a partir da amplificacdo pela PCR do cDNA completo de TcRad51
clonado em pUC18. A reacao foi realizada em um volume de 50 pL contendo os
seguintes reagentes: 10 pmol de cada iniciador, tampéao IB 1x (Phoneutria), dNTPs
50 uM, 2,5 unidades de Taq polimerase (Phoneutria). Foram adicionados 20 uL de
0leo mineral A PCR foi feita em um termociclador J.M. Research PTC-100 através

do programa de amplificacéo descrito a seguir:

(1) 5 minutos de desnaturacgao inicial a 95°C;

(i) 35 ciclos de desnaturacao (95°C por 1 minuto), anelamento (55°C por 1
minuto) e extenséo (72°C por 1 minuto);

(i)  nova desnaturacdo, anelamento e uma extenséo final de 10 minutos

(iv)  4°C indefinidamente.

O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo. Em seguida, a banda do gel correspondente ao fragmento
de interesse foi cortada e purificada com o "kit” Wizard PCR Preps Purification

System (Promega) segundo norma do fabricante.

Apés a estimativa da concentracdo de DNA feita em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo, 100 ng de fragmento de DNA purificado foi
adicionado a reacédo de marcacao de acordo com as indicac¢des do fabricante do “kit”
Random Primed DNA Labeling Kit (Boehringer Mannheim Biochemica), utilizando-se
50 uCi de o*’P-dCTP por reacdo. Apés 30 min de marcacdo a 37°C, as reacgdes
eram bloqueada com 2 uL de EDTA 0,2 M pH 8,0. Foi utilizado sistema de gel de
filtracdo molecular para eliminacdo de nucleotideos néao incorporados. A coluna
utilizada foi a Nick Columns (Pharmacia). O nivel de radiacdo das fragc6es verificados
em Geiger (Mini Monitor Scintillation Probes-Series 900), sendo que a segunda
fracdo correspondente aos nucleotideos incorporados foi guardada e,

posteriormente, fervida e adicionada a solucao de hibridizacéo.
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3.13. Ensaio de mutagénese em E. coli

Neste ensaio, foram utilizadas as cepas AB1157 e DH5-a de E. coli. Na tabela
I, estdo descritas as caracteristicas fenotipicas dessas cepas. Ambas sédo sensiveis
aos antibidticos ampicilina e rifampicina. Entretanto, € possivel estabelecer um
fendtipo de resisténcia a ampicilina quando as células sdo transformadas com o

vetor pUC18 que contém o gene de resisténcia a este antibidtico.

Amostras de células competentes destas cepas foram transformadas com
pUC18 contendo ou nao insertos de cDNAs do gene Rad51 de T. cruzi. As células
transformadas foram mantidas em placa de cultura contendo 2xYT agar com
100 mg/ml de ampicilina por no maximo 7 dias. Para o ensaio as células eram
coletadas com um palito de madeira estéril e transferidas para tubos de ensaio
contendo 2 mL de meio 2xYT e 2 uL de ampicilina (100 mg/ml) e submetidas ao
crescimento por 16 h a 37°C no agitador. Apds o crescimento, as células contendo
cDNAs de Rad51 eram centrifugadas a 3000 xg por 10 min. Sendo solubilizadas em
250 pL de 2xYT. Apds isso as células eram diluidas 10° vezes e 100 pL eram
plagueados em 2xYT agar com 100 mg/mL de ampicilina. E 100 pL das células ndo
diluidas eram plaqueadas em 2xYT agar com 100 mg/mL de ampicilina e 50 mg/mL
de rifampicina diluida em metanol. Finalmente, era calculada a taxa de mutacéo
usando rop = M (1,24 + In M), onde ro € 0 numero medio de mutacdes que conferem
resisténcia a rifampicina em um ndamero de culturas independentes (13
experimentos) e o M é o numero médio de muta¢gdes por cultura. O valor de M é
resolvido por interpolagéo utilizando o valor de rp, conhecido e utilizado, entéo, para
calcular a taxa de mutacéo r, onde r = M/N e N € o numero final de células viaveis
(Lea & Coulson, 1949).

3.14. Transformacédo de Saccharomyces cerevisiae

O protocolo utilizado nas transformacfes de Saccharomyces cerevisiae foi
descrito por Giestz et al.,1996. Uma colbnia da levedura foi inoculada em 5 mL de
meio YPD para crescimento a 30°C por 16 h. Em seguida, foi feito um novo preé-
inéculo em 5 mL utilizando 250 pL do inéculo anterior para um novo crescimento a

30°C durante a noite (16 h). No dia seguinte, as células sdo contadas e inoculadas a
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uma concentracdo de 5 x 10° células/mL em 20 mL e, entdo, colocadas para crescer
a 30°C sob 250 rpm de agitacdo. Apos alcancar a densidade entre 1,6 e 2,0 x 10’
células/mL, as células sé&o distribuidas em tubos de 15 mL de acordo com o nimero
de transformacdes que se deseja fazer. Em cada tubo é colocado um volume que
contenha 1,0 x 10° células. E feita uma centrifugacdo por 10 min a 3000 xg. O
sobrenadante é descartado, e as células sdo solubilizadas em agua mili-Q estéril. E
feita uma nova centrifugacdo. As células sdo solubilizadas em 600 pL acetato de litio
0,1 M e transferidas para um tubo de 1,5 mL. Sdo feitas uma nova centrifugacéo e
uma nova lavagem com 400 puL acetato de litio 0,1 M. O acetato de litio € removido
cuidadosamente com uma micropipeta e sdo adicionados em ordem 240 pL de PEG
50%, 36 pL acetato de litio 1 M, 25 pL de DNA de esperma de salmdo (DNA
carreador) 2 mg/mL (previamente fervido e resfriado em banho de gelo) e 50 uL de
solucéo contendo 1 pg do DNA de interesse. O conteudo do tubo é vigorosamente
misturado utilizando-se um vortex até se tornar o0 mais homogéneo possivel. E feita
uma incubacéo a 30°C por 30 min e o choque térmico é realizado em banho-maria a
42°C por mais 30 min. Em seguida, € feita uma centrifugacéo a 13000 xg por 15 seq,
0 sobrenadante é removido com uma micropipeta. As ceélulas sdo gentilmente
solubilizadas em 250uL agua miliQ estéril. As células sdo plaqueadas em meio
minimo SD &gar complementado com nucleotideos e aminoacidos adequados para

selecéo de células transformadas.

3.15. Construcao de linhagem de S. cerevisiae nocaute

para o gene Rad51

A tabela Ill contém as sequéncias dos inciadores utilizados na construcéo e

selecdo da linhagem de S. cerevisae noucaute para o gene Rad51.

Os iniciadores rd51his310 e rd51his321 foram utilizados na amplificacao pela
PCR de um cassete para o gene His3 de S. cerevisiae. Na amplificacéo, foi usado 1
ng do plasmideo pDis getilmente cedido por Dr. Francisco Nobrega (UNIVAP, Sao
Paulo), 10 pmol de cada iniciador, tampéo IB 1x (Phoneutria), dNTPs 50 uM, 2,5

unidades de Taq polimerase (Phoneutria) em um volume final de 50 pL. Foram
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adicionados 20 pl de 6leo mineral. A PCR foi feita em um termociclador J.M.

Research PTC-100 através do programa de amplificacdo descrito a seguir:

(1) 5 minutos de desnaturacgao inicial a 95°C;

(i) 35 ciclos de desnaturacao (95°C por 1 minuto), anelamento (55°C por 1
minuto) e extenséo (72°C por 1 minuto);

(i)  nova desnaturacdo, anelamento e uma extensao final de 10 minutos;

(iv)  4°C indefinidamente.

O produto de PCR correspondente ao cassete His3 foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. O cassete de
cerca de 1,2 kb foi purificado utilizando-se o “kit” Wizard PCR Preps Purification
System (Promega) segundo normas do fabricante. Esse cassete foi utilizado na
transformacédo de S. cerevisiae da cepa BY4735 segundo protocolo descrito acima.
As células transformadas foram plagueadas em meio minimo SD agar
complementado com adenina, leucina, metionina, triptofano e uracila. Os
transformantes foram selecionados pela sua capacidade de crescer em meio minimo

na auséncia de histidina.

Tabela 1ll: Iniciadores utilizados na construcdo e selecdo de nocaute de S.

cerevisiae nocaute para o gene ScRad51.

Inciadores Sequéncia 5™- 3’

rd51his310 ATG TCT CAA GTT CAA GAA CAA CAT ATATCAGAG TCA
CAG CCT TCATTC AAC GTT TCC CAT

rd51his321 TAC CAC CAT CAACTT GGG CGA CCA CTT GGT TAG TAA
CGA CAG TAT CAT ACT GTT CGT ATA

Yrad5110 CTGTCCTGGTTT GTT TAC
Yrad5121 TAC GGA ACG CAA CCT AAG
HIS311 AAC CCT ATACCT GTG TGG A

Para verificar se 0 cassete his3 havia sido corretamente integrado foi feita

uma PCR utilizando os iniciadores Yrad5110 e Yrad5121. Na amplificacéo, a colbnia
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era tocada com um palito e inserida em um tubo que continha em 50 pL: 25 pmol de
cada iniciador, tampéo IB 1x (Phoneutria), dNTPs 50 puM, 2,5 unidades de Taq
polimerase (Phoneutria). Foram adicionados 20 pL de 6leo mineral. As col6nias
eram solubilizadas vigorosamente utilizando-se um vortex. A PCR foi feita em um
termociclador J.M. Research PTC-100 através do programa de amplificacdo descrito

a sequir:

0] 10 minutos de desnaturacéo inicial a 95°C;

(i) 35 ciclos de desnaturacdo (95°C por 1,5 minutos), anelamento (55°C
por 1,5 minutos) e extensao (72°C por 2,5 minutos);

(i)  nova desnaturacdo, anelamento e uma extenséo final de 10 minutos;

(iv)  4°C indefinidamente.

Para analise, o produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. As colbnias que apresentavam uma
amplificacéo de cerca de 1,4 kb eram consideradas negativas, ou seja, 0 cassete
havia sido inserido em outro local no genoma. Ja as colbnias que apresentavam uma
aplificacdo de cerca de 1,7 kb eram consideradas positivas. Na auséncia de
amplificagéo, foi feita uma nova PCR utilizando os iniciadores Yrad5110 e HIS311
sob as mesmas condi¢cdes descritas acima. Novamente, o produto de PCR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo para
analise. Eram consideradas positivas as colénias em que havia a amplificacdo de um

fragmento de cerca de 800 pb.
3.16. Atividade funcional do gene TcRad51 em S. cerevisiae

O gene TcRad51 foi amplificado pela PCR utilizando o protocolo descrito no
item 3.2. Dessa vez, a amplificacéo foi feita a partir de 2 ng do gene ja clonado em
pUC18 ao invés de DNA gendmico. O protudo da PCR foi purificado utilizando o “kit”
Wizard PCR Preps Purification System (Promega) e em seguida clonado no vetor
pYeDP (vide Anexos) utilizando o sistema SureClone Ligation Kit (Pharmacia
Biotech). A clonagem foi feita segundo normas do fabricante exceto pelo fato do
vetor pUC18 (vide Anexos ) ter sido substituido pelo plasmideo pYeDP digerido com
a enzima Smal. O gene também foi clonado em pUC18 como controle da ligacao.

Foi feita transformacdo da cepa DH5-a de E. coli, e, em seguida, PCR das colonias
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brancas e purificacdo dos plasmideos como ja descrito. Foi feita uma digestdo com

EcoRI (Gibco-BRL) para verificar quais vetores possuiam o gene TcRad51 em fase.

As leveduras S. cerevisiae nocaute para Rad51 (Arad51::HIS3) foram
transformadas (segundo item 3.13) com o plasmideo pYeDP contendo ou néo o
gene TcRad51. As células transformadas foram plagueadas em meio minimo SD
agar contendo leucina, metionina, triptofano e uracila. Os transformantes foram
selecionados pela sua capacidade de crescer em meio minimo na auséncia de
adenina. Para confirmar os transformantes com o plasmideo contendo o gene
TcRad51 foi feita uma PCR de colonia utilizando os iniciadores TcRad51.10 e

TcRad51.21. A PCR foi feita como descrita no item 3.14 exceto pelos iniciadores.

Para andlise funcional, as leveduras Arad51::HIS3 transformadas com os
plasmideos pYeDP contendo ou ndo o gene TcRad51 foram colocadas para crescer
em meio minimo SD liquido complementado com leucina, metionina, triptofano e
uracila a 30°C por 16 h. As células foram contadas e inoculadas a uma concentracao
de 5 x 10° células/mL em 20 mL desse mesmo meio, entdo, colocadas para crescer
a 30°C sob 250 rpm de agitacéo. Ap6s atingir a densidade de 1,6 x 10’ células/mL,
as células foram diluidas em série para 10°, 10° e 10* células/mL. Em seguida, 5 pL
de cada diluicdo eram plagueadas em meio SD agar complementado com leucina,
metionina, triptofano e uracila. Foram utilizadas duas placas, uma em que a fonte de

carbono era glicose e outra, em que era galactose.
3.17. Analises filogéneticas do gene  TcRad51

Para andlise, foi obtida a seqiiéncia de um fragmento de 359 pares de bases
do gene TcRad51 de dez cepas de T. cruzi: 1005, 115, 167, 239, Tulahuén, 231,
222, D7, Colombiana e RB1. Esse fragmento foi amplificado utilizando os iniciadores
TcRad51.10 (Tabela I) e Tcr5131 (5’ - GCG GAT GAA AAG CCC ATT - 3) pela
PCR. Foi feita uma reacdo de 50 pL que continha: 10 pmol de cada iniciador,
tampao IB 1x (Phoneutria), dNTPs 50 pM, 2,5 unidades de Taq polimerase
(Phoneutria). Foram adicionados 20 pL de éleo mineral. Foram usado de 1 a 2 ng de
DNA para cada cepa. A PCR foi feita em um termociclador J.M. Research PTC-100

atraves do programa de amplificacdo descrito a seguir:
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(v) 10 minutos de desnaturacéo inicial a 95°C;

(vi) 35 ciclos de desnaturacéo (95°C por 1 minutos), anelamento (55°C por
1 minutos) e extensdo (72°C por 1 minutos);

(vi)  nova desnaturacdo, anelamento e uma extenséo final de 10 minutos;

(vii)  4°C indefinidamente.

Para analise, o produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. Em seguida, as amplicacdes foram
submetidas a purificacao utilizando o “kit” Wizard PCR Preps Purification System
(Promega) segundo norma do fabricante. A clonagem dos fragmentos foi feita
utilizando o “kit” pGEM-T Easy Vector System (Promega), também segundo normas
do fabricante. O produto das ligagOes utilizando esse sistema de clonagem foi
transformados em bactérias E. coli competentes, e a sele¢do da coldénia com inserto
desejado foi feita por PCR de colonia e a purificacdo dos plasmideos foi feita
utilizando a “miniprep”. Todas essas técnicas foram realizadas de acordo com
descrito nos itens 3.4, 3.5 e 3.6. Os sequenciamento foram feitos utilizando o

sequenciador MegaBace.

As sequéncias obtidas para cada cepa foram utilizadas para constru¢ao de
uma arvore filogenética utillizando um grupo de programas chamado Phylip versao
3.5 (Felsenstein, 1993; http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). O
primeiro deles foi o seqgboot para calculo dos valores de “bootstrap”. Esse valor
informa o nimero de vezes que a divergéncia de dois ramos da arvore aparecem
para um determinado numero de arvores. Em nossas, andlises foram utilizadas 100
arvores como parametro. Em seguida, com base nesses valores, é criada uma
matriz de distancia entre as cepas utilizando o programa DNAdist. Essa matriz serve
de parametros para a construcdo das 100 &rvores utilizando o programa Neighboor.

Para finalizar, € gerada uma arvore consenso utilizando-se o programa Consense.
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4.1. Andlises de ESTs homdlogas ao gene Rad51 de T.

brucei

A sequéncia do gene Rad51 de T. brucei foi utilizada para fazer uma pesquisa
no programa blast n (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) que revelou uma unica
EST de T. cruzi (Figura 5). Essa EST, identificada pela ID AlI057807, possui 84% de
identidade em relagéo a sequéncia de T. brucei. O tamanho total da EST é de 556
nucleotideos sendo essa sequéncia obtida de uma biblioteca de cDNA normalizada
construida a partir de epimastigotas da cepa CL-Brener. A sequéncia classificada
como sendo de alta qualidade foi utilizada para fazer uma nova busca no programa
blast n no banco de dados de ESTs (Figura 6). O resultado da pesquisa revelou a
presenca de trés ESTs com homologia significativa sendo uma delas a propria EST
AI057807 utilizada na pesquisa. Uma das ESTs apresenta 492 nucleotideos e esta
identificada pela ID Al562578. A outra, ID AlI667881, apresenta 762 nucleotideos
obtidos de uma sequéncia de alta qualidade. Ambas também sao provenientes de
biblioteca de cDNA da cepa CL-Brener. Verificou-se que as sequéncias
correspondem a regides diferentes do gene. A determinagdo da sequéncia de
aminoacidos codificada por cada uma das ESTs foi realizada utilizando o programa
blast x. Os resultados revelaram que havia EST correspondentes as regides 5’ e 3’
do gene Rad51 de T. cruzi. Uma das janelas abertas de leitura da EST Al057807
possui homologia com a regiao N-terminal da proteina Rad51 de T. brucei sendo que
essa janela se inicia no nucleotideo 53, que corresponde ao ATG inicial (Figura 7).
Tal homologia se estende até o aminoacido 123. Essa mesma EST possui uma
janela aberta de leitura homoéloga a regido C-terminal a partir da posicao do
nucleotideo 395. As duas outras EST possuiam homologia apenas com a regido C-
terminal de Rad51 de T. brucei (Figuras 8 e 9). A EST Al562578 possui uma janela
aberta de leitura a partir do nucleotideo 7. Os residuos de aminoacidos dessa janela
se alinham com os residuos a partir da posicao 225 de Rad51 de T. brucei. Ja a EST
AlI667881 possui uma janela aberta de leitura se iniciando na posi¢éo 8, sendo que a
posicdo do residuo de aminoacido 285 de Rad51 de T. brucei representa o
aminoacido a partir do qual ocorre o alinhamento. As EST obtidas néo fornecem a
seqUéncia completa do gene Rad51 de T. cruzi como revelado pelos alinhamentos
dos Blast x (Figura 10). Entretanto, como elas contém tanto a regido 5’ quanto a 3’
do gene, foi possivel construir um par de iniciadores para amplificagcdo da janela
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aberta de leitura do gene TcRad51. Esses iniciadores foram identificados pelos
nomes TcRad51.10 e TcRadb51.21 (sequéncia apresentada em Material e

Métodos ), sendo que o primeiro se anela com 18 nucleotideos a partir do ATG

inicial e 0 segundo, com 18 nucleotideos a partir do codigo de terminacao.

Sequences producing significant alignments:

0i|1911956|gb|AA273017.1|AA273017 T4188 MVAT4 bloo
0i|1911907|gb|AA272980.1|AA272980 T4087 MVAT4 bloo
0i|1911985|gb|AA273046.1|AA273046 T4099 MVAT4 bloo
0i|9733603|gb|BE512355.1|BE512355 946069F05.x1 946
0i|9731226|gb|BE509978.1|BE509978 946069F05.y1 946
0i|9658916|gb|BE492323.1|BE492323 WHE0557_E09_E09Z
0i|16439542|gb|BM004768.1|BM004768 daj36e12.y1 NIC
0i|15271312|gb|BI446605.1|BI446605 de24f01.y3 Well
0i|6933060/emb|AJ285179.1|AJ285179 4A3B-AAG-F-05-R
0i|15256353|gb|BI431663.1|BI431663 EST534424 P. in
0i|9324949|gb|BE379584.1|BE379584 601159317T1 NIH_
0i|13697203|gb|BF503277.2|BF503277 AT19231.5prime
0i|13692672|gb|BF500834.2|BF500834 AT15880.5prime
0i|13505699|gb|BG409693.1|BG409693 S10-3-D6 Stage
0i|13157001|gb|BG344672.1|BG344672 HVSMEg0015A10f
gi | 3331673| gb| Al 057807. 1| Al 057807 TENU1898 T.
0i|16376604|gb|BI984834.1|B1984834 fulle05.y3 Camp

>0i|3331673|gh|Al057807.1|AI057807 TENU1898 T. cruz
Library Trypanosoma cruzi cDNA clone 23d20 5' simil
Rad51 homolog (RAD51) gb|AF062379|AF062379.

Score = 42.2 bits (21), Expect = 5e-10 Identities
Strand = Plus / Plus

Query: 2282 aagggaaggggagaacagcgtattattaaggtgtatgac

RN RR R
Shjct: 431 aagggacggggtgaacagcgcatcatgaaagtgtacgac

Query: 2069 ggacggggtga 2079

LT
Sbjct: 434 ggacggggtga 444

Query: 2183 aatgtggatgg 2193

(I
Shjct: 182 aatgtggatgg 192

cruzi epinmast...

Score E
(bits) Value

dstream f... 748 0.0
dstream f... 486 e-144
dstream f... 425 e-125

- tassel... 56 3e-14

- tassel... 56 3e-14

E Triticu... 52 5e-13

HD XGC OO... 48 8e-12
come CRC ... 48 8e-12
Anophele... 48 8e-12
festans-c... 44 1e-10
MGC_53 Ho... 44 1e-10
AT Drosop... 42 5e-10
AT Drosop... 42 5e-10
10+ Gastr... 42 5e-10
Hordeumv... 42 5e-10
42 5e-10
bell zebr... 40 2e-09

i epimastigote normalized cDNA
ar to Leishmania major
Length = 555

= 45/53 (84%)

tcaccttgtctcge 2334

T
tcaccttgcctcge 483

Figura 5: Pesquisa de homologia em banco de ESTs utilizando a seqiéncia do gene

Rad51 de Trypanosoma brucei através do programa blast n. O resultado

foi editado para destacar a EST de T. cruzi , marcada em negrito.
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Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi | 3331673| gb| Al 057807. 1| Al 057807 TENU1898 T. cruzi epinmast... 1053 0.0
gi | 4513923| gb| Al 562578. 1| Al 562578 TENS2112 T. cruzi epinast... 246 4e-72
gi | 4826253| gb| Al 667881. 1| Al 667881 TEN®846 T. Cruzi epinmst... 192 b5e-56
0i|9199615|gb|BE325838.1|BE325838 NF084B12ST1F1094 Developi... 48 2e-12
gi|11782798|gb|BF612300.1|BF612300 daal7all.yl NIC HD XGC Lu... 46 7e-12
0i|15698495|gb|B1722800.1|B1722800 1031064C05.y1 C .reinhar... 44 3e-11
gi|15460833|gb|BI569411.1|BI569411 RH01484.3prime RH Drosop... 44 3e-11

Figura 6: Pesquisa de homologia em banco de ESTs utilizando a sequéncia da EST
Al057807 através do programa blast n. Em negrito, ESTs de T. cruzi.

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi | 5802566| gb| AAD51713. 1| AF174136_1 (AF174136) RAD51 [Trypa... 132 1le-30
0i|3132709|gb|AAC16334.1| (AF062379) Rad51 homolog [Leishma... 123 8e-28
0i|2108337|emb|CAA73605.1| (Y13144) Rad51 homologu e [Trypan... 102 2e-21
gi|395377|emb|CAA80878.1| (Z24756) RecA-like prote in [Schiz... 96 2e-19
>gi|5802566|gb|AAD51713.1|AF174136_1 (AF174136) RAD 51 [Trypanosoma brucei]

Length = 373

Score = 132 bits (333), Expect = 1e-30
Identities = 74/123 (60%), Positives = 85/123 (68% ), Gaps = 2/123 (1%)

Frame = +2

Query: 53 MNTRSKRGKR-KGVEEVEVHEIANTSPDPVAAPXXXXXXRXXXNV-DGANNGGFRVIQV 226
MNTR+K KR KV E EVH+l +T+D A VDA FRV+Q+
Shjct: 1 MNTRTKNKKRTKEVIEDEVHDIDDTAFDDAAVDAVNDNTEMQQQVGDAAGGPSFRVLQI 60

Query: 227 LESYGIASADIKKLMESGFYTVESVAYTPKKNILAVKGIS ETKADKIMAECAKLVPMGFT 406
+E+YG+ASADIKKLME GF TVESVAY PKK+ILAVKGIS E KA+KIMAEC KL PMGFT
Shjct: 61 MENYGVASADIKKLMECGFLTVESVAYAPKKSILAVKGIS EAKAEKIMAECCKLTPMGFT 120

Query: 407 STT 415
T
Shjct: 121 RAT 123

Score = 86.7 bits (213), Expect = 1e-16

Identities = 41/48 (85%), Positives = 44/48 (91%)

Frame = +2

Query: 395 MGFTSTTRLSLRKGRGEQRIMKVYDSPCLAEAEAIFGIYEGVGDARD 538

M STTRLSLRKGRGEQRI+KVYDSPCLAE+EAIFGIYE +GVGD RD
Shjct: 326 MAHASTTRLSLRKGRGEQRIIKVYDSPCLAESEAIFGIYE NGVGDVRD 373

Figura 7: Pesquisa de homologia utilizando a sequéncia da EST AI057807 através

do programa blast x. Em negrito, Rad51 de T. brucei.
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Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
0i|3132709|gb|AAC16334.1| (AF062379) Rad51 homolog [Leishma... 134 3e-31
0i|9663716|emb]|CAC01068.1| (AL390935) probable DNA repair p... 130 4e-30
0i|2108337|emb|CAA73605.1| (Y13144) Rad51 homologu e [Trypan... 126 9e-29
gi | 5802566| gb| AAD51713. 1| AF174136_1 (AF174136) RAD51 [Trypa.. . 126 9e-29
0i|2500103|sp|P70099|RA51_CRIGR DNA REPAIR PROTEIN RAD51 HO... 105 2e-22
Alignments
>Qi|3132709|gb|AAC16334.1| (AF062379) Rad51 homolog [Leishmania major]

Length = 377

Score = 134 bits (338), Expect = 3e-31
Identities = 66/72 (91%), Positives = 69/72 (95%)
Frame = +1

Query: 64 VWANVDGSAQMFXAXAKKPIGGHIMAHASTTRLSLRKGRE®RIMKVYDSPCLAEAKAIF 243
VVANVDGSAQMF A +KKPIGGHIMAHASTTRLSLRKGRG  EQRI+KVYDSPCLAEA+AIF
Shjct: 306 VVANVDGSAQMFQADSKKPIGGHIMAHASTTRLSLRKGHE®RIIKVYDSPCLAEAEAIF 365

Query: 244 GIYXDGVGDARD 279
GlY DGVGDARD
Shjct: 366 GIYDDGVGDARD 377

>(i|2108337|emb|CAA73605.1| (Y13144) Rad51 homologu e [Trypanosoma brucei]
Length = 313

Score = 126 bits (316), Expect = 9e-29
Identities = 66/91 (72%), Positives = 75/91 (81%)
Frame = +1

Query: 7 LRPFRXEGNMAXLWSLQIFVVANVDGSAQMFXAXAKKPIGHIMAHASTTRLSLRKGRGE 186
LR EN+A++Q VVANVDG+A F A +KKPIG GHIMAHASTTRLSLRKGRGE
Shjct: 225 LRNLANEYNVAVVVTNQ--VVANVDGAAPTFQADSKKPIGGHIMAHASTTRLSLRKGRGE 282

Query: 187 QRIMKVYDSPCLAEAKAIFGIYXDGVGDARD 279
QRI+KVYDSPCLAE++AIFGIY +GVGD RD
Shjct: 283 QRIIKVYDSPCLAESEAIFGIYENGVGDVRD 313

>gi|5802566|gb|AAD51713.1|AF174136_1 (AF174136) RAD 51 [Trypanosoma brucei]
Length = 373

Score = 126 bits (316), Expect = 9e-29
Identities = 66/91 (72%), Positives = 75/91 (81%)
Frame = +1

Query: 7 LRPFRXEGNMAXLWSLQIFVVANVDGSAQMFXAXAKKPIGHIMAHASTTRLSLRKGRGE 186

LR EN+A++ Q VVANVDG+A F A +KKPIG GHIMAHASTTRLSLRKGRGE
Sbjct: 285 LRNLANEYNVAVVVTNQ--VVANVDGAAPTFQADSKKPIGGHIMAHASTTRLSLRKGRGE 342
Query: 187 QRIMKVYDSPCLAEAKAIFGIYXDGVGDARD 279

QRI+KVYDSPCLAE++AIFGIY +GVGD RD
Shjct: 343 QRIIKVYDSPCLAESEAIFGIYENGVGDVRD 373

Figura 8: Pesquisa de homologia utilizando a sequéncia da EST Al562578 atravées
do programa blast x. Em negrito, Rad51 de T. brucei.
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Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value

0i|3132709|gb|AAC16334.1| (AF062379) Rad51 homolog [Leishma... 60 2e-08
0i|2108337|emb|CAA73605.1| (Y13144) Rad51 homologu e [Trypan... 57 2e-07

gi | 5802566| gb| AAD51713. 1| AF174136_1 (AF174136) RAD51 [Trypa. .. 57 2e-07
0i|9663716|emb|CAC01068.1| (AL390935) probable DNA repair p... 57 2e-07
gi|2500103|sp|P70099|RA51_CRIGR DNA REPAIR PROTEIN RAD51 HO... 49 6e-05

Alignments
>Qi|3132709|gb|AAC16334.1| (AF062379) Rad51 homolog [Leishmania major]
Length = 377

Score = 60.5 bits (145), Expect = 2e-08
Identities = 27/29 (93%), Positives = 29/29 (99%)
Frame = +2

Query: 8 IMKVYDSPCLAEAEAIFGIYEDGVGDARD 94
[+KVYDSPCLAEAEAIFGIY+DGVGDARD
Shjct: 349 IIKVYDSPCLAEAEAIFGIYDDGVGDARD 377

>(i|2108337|emb|CAA73605.1| (Y13144) Rad51 homologu e [Trypanosoma brucei]
Length = 313

Score = 57.0 bits (136), Expect = 2e-07
Identities = 25/29 (86%), Positives = 28/29 (96%)
Frame = +2

Query: 8 IMKVYDSPCLAEAEAIFGIYEDGVGDARD 94
[+KVYDSPCLAE+EAIFGIYE+GVGD RD
Shjct: 285 IIKVYDSPCLAESEAIFGIYENGVGDVRD 313

>gi|5802566|gb|AAD51713.1|AF174136_1 (AF174136) RAD 51 [Trypanosoma brucei]
Length = 373

Score = 57.0 bits (136), Expect = 2e-07
Identities = 25/29 (86%), Positives = 28/29 (96%)
Frame = +2
Query: 8 IMKVYDSPCLAEAEAIFGIYEDGVGDARD 94
I+KVYDSPCLAE+EAIFGIYE+GVGD RD
Sbjct: 345 IIKVYDSPCLAESEAIFGIYENGVGDVRD 373
Figura 9: Pesquisa de homologia utilizando a sequéncia da EST Al667881 atraves

do programa blast x. Em negrito, Rad51 de T. brucei.
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55 #s 395|538 EST AIDS7807

7 :' 279 EST AIG67881

1 |

| I

1 8[]94 ESTAIGE7881
|

I I

] 373 Rads1 I bruce

1

Figura 10: Alinhamento entre a proteina Rad51 de T. brucei, e as ESTs de T. cruzi.
Esse alinhamento foi feito segundo resultado do blast x, a numeracgao
nas ESTs corresponde a seqiiéncia de nucleotideos e ndo a de

proteinas como € o caso da seqiéncia de Rad51 de T. brucei.

4.2. Amplificacdo e clonagem do gene Rad51 do

Trypanosoma cruzi (TcRad51)

Com o par de iniciadores TcRad51.10 e TcRad51.21, foi feita uma PCR a
partir de DNA gendmico total da cepa Tulahuén de T. cruzi e o produto foi analisado
através de eletroforese em gel de acrilamida 6% corado com prata (Figura 11). Foi
verificada a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1 kb que
corresponde a um tamanho esperado uma vez que a maior parte dos genes Rad51
de outros organismos tem uma janela aberta de leitura variando de 1100 a 1300
nucleotideos. Este fragmento foi purificado e clonado no vetor pGEM-Teasy
(Promega). Inicialmente, uma sequéncia do gene foi obtida através de
sequenciamento automatico. A pesquisa utilizando o programa blast x revelou que o
gene clonado se tratava de uma recombinase sendo que a homologia maior era com

proteinas Rad51.
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Padrao

DNA gendmico
da cepa Tulahuén
Controle {-)

1 Kb—

Figura 11: Gel de acrilamida 6% corado pela prata, indicando a presenca de um
produto de amplificacdo de cerca de 1 kb correspondente ao gene
TcRad51. A PCR foi feita utilizando os iniciadores TcRa51.10 e
TcRad51.21 e cerca de 1 ng de DNA da cepa Tulahuén de T. cruzi. Na
canaleta “padrao”, foi aplicado padrédo de peso molecular 1 Kb ladder

(Gibco-Brl) e na canaleta “controle”, foi aplicado o branco da reagéo.

4.3. Obtencéo da sequéncia completa do gene  TcRad51

O seqguenciamento inicial do gene TcRad51 revelou a presenca de um sitio de
restricdo para a enzima EcoRI na posicdo 475-481, o que permitiu a subclonagem
de dois fragmentos do gene contendo 477 e 639 pb. Uma vez que o vetor pGEM-

Teasy possui dois sitios para essa enzima em sua regiao multipla de clonagem, nos
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realizamos a digestdo do plasmideo original com EcoRI e posteriormente fizemos a
religacdo dos produtos digeridos. Assim, como mostrado na Figura 12, o vetor
pPGEM-Teasy carregando o gene TcRad51 digerido com EcoRI da origem a trés
fragmentos: o fragmento de cerca de 3 Kb correspondente ao vetor, e os outros dois
fragmentos de cerca de 500 e 600 pb correspondentes ao gene TcRad51 digerido.
Apos a religacao utilizando a enzima T, DNA ligase o DNA foi utilizado para
transformar bactérias E. coli competentes. Foi feita uma PCR de col6énia utilizando
os iniciadores M13 universal e reverso para se determinar as colénias de interesse.
Colonias contendo os dois subclones de TcRad51 foram selecionas e cultivadas
durante a noite em meio 2xYT contendo 100 pg/mL ampicilina. Com a montagem
das sequéncias derivadas dos dois fragmentos foram obtidas seqtiéncias completas
das duas fitas, permitindo que todo o gene TcRad51 tivesse ambas as fitas
sequenciadas. A analise da sequéncia utilizando o programa ORFfinder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) prediz que o gene TcRad51 possui uma
janela aberta de leitura de 1116 pares de base, a qual codifica uma proteina de 371

aminoacidos (Figura 13).

& JPM 1Kb
pGEM-Teasy
TcRad51
EcoRI

3Kb

650pb

Figura 12: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, indicando a digestéo
com EcoRI do vetor pGEM-Teasy contendo o gene TcRad51. Como

padrao de peso molecular foi utilizado o 1 kb ladder (Gibco-BRL).
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1 ATGaacacccgctccaagagaggcaagcgaaagggcgttgaggaggtggaggte catgagattgcg
MNTRSKRGKRKGVEE VEVHEIA
67 aacacctcgcccgatceccgttgcagcccccgaacagcagceaac agcagcaggaggatcaacaaaat
NTSPDPVAAPEQQQRQ QQEDQOQN
133 gtggatggcgcgaacaacggcggctttcgegttatccaagtge tagaaagctacggtattgcctct
VDGANNGGFRVIQVL ESYGIAS
199 gcagacattaaaaagctcatggagtctggtttctacaccgtcg agtcagtcgcgtacgcacccaaa
ADIKKLMESGFYTVE SVAYAPK
265 aaaaacattttggctgtcaagggtatcagtgaaacgaaggcgg ataaaattatggcggaatgcgcg
KNILAVKGISETKAD KIMAECA
331 aaattggtaccaatgggctttacatccgcagtggtttaccacg aggcacgtaaggagatcatcatg
KLVPMGFTSAVVYHE ARKEIIM
397 gtgactaccggcagtcgggaggtggataaactgctcggtgggg gcattgagactggcggcatcacg
VTTGSREVDKLLGGG IETGGIT
463 gagttgttgggg gaat t ccgtacaggcaagacacaactatgtcacaccctgtgcgtcacatgtcaa
ELLGEFRTGKTQLCH TLCVTCQ
496 ctgcccatttcacagggtggtgcggagggaatggcactgtaca ttgacacagagggcaccttccga
LPISQGGAEGMALYI DTEGTEFR
562 cccgaacgattggttgcagttgcggaacgttataaacttgatc cacaagacgtgctttccaacgtc
PERLVAVAERYKLDP QDVLSNYV
628 gcctgegceacgtgcectttaacaccgatcatcaacaacagttgt tgcttcaggcatctgcaatgatg
ACARAFNTDHQQQLL LQASAMM
694 gctgaaaatcgttttgccatcatcatcgttgactctgccactg cactctaccgcacggactatagt
AENRFAIIITVDSATA LYRTDYS
760 ggacgtaatgaacttgcagcaagacagatgcatcttgggaagt ttcttcgttctctgcataatctt
GRNELAARQMHLGKF LRSLHNL
826 gcggaggaatatggcgtggcetgtagtcgttacaaatcaggttg tcgctaatgtggatggcetctgca
AEEYGVAVVVTNQVYV ANVDGSA
892 caaatgtttcaggcagatgcaaaaaagcccattggcggccata ttatggcgcatgcgtccaccacc
QMFQADAKKPIGGHI MAHASTT
958 cgactgagtcttcgcaagggacggggtgaacagcgcatcatga aagtgtacgactcaccttgcctc
RLSLRKGRGEQRIMK VYDSPCL
1024 gccgaggcagaggccatatttggcatctacgaggatggcegttg gggatgcaagggattga 1116
AEAEAIFGIYEDGYVG DARD?®*

Figura 13: Sequéncia completa do gene e da proteina Rad51 de T. cruzi. Esta
indicado o cédon de iniciagdo da traducdo (ATG) e sublinhado, o codon
de terminacdo (TGA). Em negrito, o sitio de restricdo da enzima EcoRI.

Os numeros a esquerda correspondem aos nucleotideos da sequéncia.

A analise da sequéncia de TcRad51 no programa blast x indicou que o
produto desse gene apresenta homologia com Rad51 de diversos organismos
incluindo Leishmania major (77% de identidade e 73% de similaridade) e
Trypanosoma brucei (75% de identidade e 69% de similaridade). Alem de Rad51, a
sequéncia apresenta homologia significativa com proteinas DMC1 e Lim15, que séo
recombinases associadas ao processo de meiose e com proteinas RadA de

arqueobactérias que também s&o recombinases (Figura 14).
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Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

gi | 3132709| gb| AAC16334. 1] (AF062379) Rad51 honpl og [Lei shma. .. 530
gi | 5802566| gb| AAD51713. 1| AF174136_1 (AF174136) RAD51 [Trypa... 493
0i|2108337|emb|CAA73605.1| (Y13144) Rad51 homologu e [Trypan... 462 e-129
gi | 4996226| dbj | BAA78377. 1] (AB020740) Rad51 [ Cynops pyrrhog... 402
gi | 2500105] sp| @@1918| R511_XENLA DNA REPAI R PROTEI N RAD51 HO. .. 399
gi | 14749115| ref | XP_031515. 1] (XM 031515) RAD51 (S. cerevisi... 399
gi|395377|emb|CAA80878.1| (Z24756) RecA-like prote in [Schiz... 373 e-102
gi | 3132711| gb| AAC16335. 1] (AF062380) Dntl honol og [Lei shman.. . 280
gi | 2058711| gb| AAB53331. 1| (U94994) Dntl honol og [ Bonbyx nori ] 274
gi | 10944306| dbj | BAB16892. 1| (AB041944) DMC1l [ Cynops pyrrhog.. . 272
0i]11994855|dbj|BAB19960.1| (AB047581) DMC1 homolo gue CnDMC... 271 6e-72
0i|585771|sp|P37384|DMC1_LILLO MEIOTIC RECOMBINATI ON PROTEL.. 270 2e-71
gi|6753650|ref[NP_034189.1| (NM_010059) disrupted meiotic c... 270 2e-71
gi | 1363937| pir||JC4333 neiosis-specific RecA-like protein -... 270
gi|12742813|ref|XP_013009.1|] (XM_013009) DMC1 (dos age suppr... 269 3e-71
gi | 14669854| dbj | BAB62026. 1| (AB065111) Ri LI ML5A [Oryza sativa] 268
gi | 3219787| sp| @6449| DMC1_SOYBN MEI OTI C RECOVBI NATI ON PROTE. . . 267
gi | 2500101| sp| @B9009| DMC1_ARATH MEI OTlI C RECOVBI NATI ON PROTE. . . 254
0i|8307944|gb|AAF74403.1|AF198107_3 (AF198107) DNA repair p... 226 3e-58
gi | 6714639| dbj | BAAB9533. 1] (AB036801) LI ML5/DMC1 homolog [C. .. 225
0i|12655203|gb|AAH01459.1]AAH01459 (BC001459) Unkn own (prot... 216 3e-55
gi | 14600463| ref | NP_146978. 1] (NC_000854) radA protein [Aero... 187
gi|15669060|ref[INP_247864.1| (NC_000909) DNA repai r protein... 187 2e-46
gi | 2146707| pir|| S71095 radA protein - Methanococcus jannaschii 187
gi | 13878668| sp| 073948| RADA_METVO DNA REPAI R AND RECOVBI NATI . . . 187
gi | 13541288| ref | NP_110976. 1] (NC_002689) RadA reconbinase [... 186
0i|16082126|ref[NP_394563.1] (NC_002578) probable DNA repai... 186 3e-46

e- 150
e-138

e-111
e-110
e-110

le-74

le-72
5e-72

2e-71
5e-71
2e-70
le- 66
5e- 58
le- 46
2e- 46

2e-46
3e-46

Figura 14: Resultado da pesquisa de homologia utilizando a seqiéncia do gene

TcRadb51 atravées do programa blast x. Em negrito, sdo destacados além

de Rad51, DMC1, RadA e LIM15.

4.4. Analise da proteina TcRad51

As recombinases Rad51 séo proteinas bastante conservadas em eucariotos,

guardando ainda certo grau de homologia com recombinases bacterianas. O

alinhamento da sequéncia de TcRad51 com proteinas Rad51 de varios organismos

revela tal conservacao (Figura 15). A regido central e C-terminal das proteinas sao

bastante similares, havendo um grande nimero de aminoacidos idénticos entre as

seqguéncias.

Foram utilizados programas disponiveis na internet com o objetivo de melhor

caracterizar, in silico, a proteina Rad51 de T. cruzi. O peso molecular e ponto

isoelétrico tedricos foram determinados através da ferramenta ProtParam, a qual
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pode ser acessada no endereco http://ca.expasy.org/tools/protparam.html. O peso
molecular da proteina TcRad51 é de 40.430,96 Da e o ponto isoelétrico de TcRad51

é 5,84, indicando portanto que a proteina tem caracteristicas acidas.

A identificacdo de dominios protéicos foi feita utilizando o sitio InterProScan
(http://'www.ebi.ac.uk/interpro/scan.html). Foram identificados pelo menos duas
regibes funcionais encontradas em familias protéicas e um dominio de ligacdo de
DNA. Além disso, foram detectadas regifes caracteristicas de recombinases. Uma
das regides funcionais corresponde ao motivo de ligacdo de ATP/GTP tipo Walker A
(Figura 16). Esse motivo ja foi encontrado em cerca de 3731 proteinas envolvidas
em diferentes processos celulares, bem como nas proteinas Rad51 de outros
organismos. A segunda regido funcional é caracteristica das AAA-ATPases (Figura
16), que sdo ATPases associadas a uma variedade de atividades celulares.
Proteinas com essa regido sdo sempre associadas com um motivo de ligacdo a
ATP, que no caso de TcRad51 é o motivo tipo Walker A. Em geral, essas enzimas
utilizam a hidrolise de ATP ou GTP ndo para gerar a energia para promover uma
reacao quimica, mas sim para modular a funcédo protéica como € caso do Fator de
Elongacao ligado a GTP, proteina envolvida no processo de transcricdo. O dominio
encontrado em TcRad51 corresponde a um motivo hélice-grampo-hélice cuja funcao
é a ligacdo a DNA em regifes ndo especificas (Figura 16). Esse motivo também &
encontrado em diversas proteinas de procariotos e eucariotos tal como os outros

dois motivos.
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Figura 15: Alinhamento das sequéncias da proteina Rad51. O programa utilizado foi

o MultiAlign  (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).  Em

vermelho, s&do destacados aminoacidos similares em todas as
sequéncias. Em azul, destacam-se aminoacidos conservados na maior
parte das proteinas Rad51. Tc se refere a T. cruzi; Tb, T. brucei; Lm,
Leishmania major; h, Homo sapiens; Xeno, Xenopus laevis; Spombe,
Schizosaccharomyces pombe; y, Saccharomyces cerevisiae e drome,

Drosophila megalonogaster.
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McCulloh e Barry clonaram o gene Rad51 de T. brucei e mostraram que o
produto desse gene possui doze residuos de aminoacidos que sao conservados em
23 sequéncias de RecA bacterianas, em DMC1 de Saccharomyces cerevisiae e
também em USVX de bacteriéfago T,4. A estrutura tridimensional de RecA indica que
esses residuos estdo localizados no sitio ativo da enzima. Assim como a proteina de
T. brucei, a recombinase de T. cruzi possui esses doze residuos conservados
(Figura 16).

1 MNTRSKRGKR KGVEEVEVHE IANTSPDPVA APEQQQQQQE MNVDGANN
51 GGFRVIQVLE SYGIASADIK KLMESGFY TV ESVAYAPKKN ILAVKGISET
101 KADKIMAEA KLVPMGFTSA VVYHEARKEI IMVTTGSREV DKLLGGGIE
151 GGITELLGEF RTGKTQLCHT LCVTCQLPIS QGGAEGMALY DTEGTFRPE
201 RLVAVAERK LDPQDVLSNV ACARAFNTDH QQQLLLQASA MMAENRFAII
251 IV DSATALYR TDYSGRNELA ARQMHLGKFL RSLHNLAEEY GVAVAY
301 VANVDGSAQM FQADAKKPRIGHIMAHASTT RLSLRKGBE QRIMKVYDSP
351 CLAEAEAIFG IYEDGVGDAR D

Figura 16: Regibes da proteina TcRad51 caracterizadas pelo programa
InterProScan. Em azul, motivo hélice-grampo-hélice. Em vermelho,
motivo da superfamilia das AAA ATPases. O fundo amarelo indica
residuos caracteristicos do motivo de ligacdo a ATP/GTP tipo Walker
A. Em verde, residuos de aminoacidos conservados em 23
seqgUéncias de RecA bacterianas, Dmcl de Saccaromyces cerevisiae
e UVSX do bacteriofago T4.

4.5. Organizacédo do gene TcRad51 no genomado T. cruzi

A técnica de “Southern blot” permite que se determine a estrutura génica e a
organizacdo de um certo gene em um genoma (Sambrook et al., 1989). Por isso
utilizamos esta técnica na tentativa de estimar o numero de cépias do gene

TcRad51. DNA genbmico das cepas Tulahuén e CL-Brener de T. cruzi foram




RESULTADOS 40

digeridos com as enzimas EcoRlI, Ncol e BamHI. A primeira enzima cliva TcRad51
em apenas um ponto dividindo a janela aberta de leitura em dois fragmentos de um
pouco mais de 400 e 600pb. JA4 as duas ultimas enzimas nao clivam o gene
TcRad51. O resultado do “Southern blot” indicou o seguinte padrédo de bandas
(Figura 17a): (i) a digestdo com EcoRlI, que cliva TcRad51 em apenas um ponto,
resultou em trés bandas para ambas as cepas; (ii) a digestdo com Ncol, que néao
cliva TcRad51, apresenta duas bandas em ambas as cepas; (ii) a digestdo com
BamHI, que também nao cliva TcRad51, apresenta duas bandas na cepa Tulahuén
e apenas uma na cepa CL-Brener. Como os tamanhos séo bastante elevados (> 10

kb) a visualizacdo das duas bandas na cepa Tulahuén fica um pouco dificultada.

Este padrédo indica que pode haver uma ou duas coépias desse gene no
genoma das cepas Tulahuén e CL-Brener de T. cruzi. Esse organismo possui uma
complexidade muito grande em sua organizacdo cromossdmica. Cromossomos
homélogos podem apresentar delecbes ou insercbes, dessa forma esses
cromossomos podem apresentar tamanhos diferentes (Degrave et al., 2001).
Considerando essa informacdo, poderiamos postular que o gene TcRad51
apresenta uma unica cépia em cromossomos homologos de tamanhos diferentes,
como ilustrado na Figura 17b. Uma segunda hipdtese, embora pouco provavel,
pressupbe a existéncia de duas coOpias do gene TcRad51, cada uma em um
cromossomo diferente, mas que apresentam um padrdo de digestdo bastante
parecido, similar ao padrdo de digestdo apresentado por cromossomos homologos
(Figura 17b). Uma terceira explicacdo, e talvez a mais provavel, visto que os genes
de T. cruzi sdo frequentemente encontrados organizados em tandem no genoma,

prediz a existéncia de duas copias ligadas em um unico cromossomo (Figura 17c).
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Figura 17: Organizacdo génica de TcRad51. (a) Autoradiografia do “Southern blot”

utiizando DNA das cepas CL-Brener (esquerda) e Tulahuén (direita)
digeridos com BamHI, EcoRI ou Ncol. O produto da digestdo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,7% e, em seguida,
transferido e imobilizado em membrana de nitrocelulose que,

posteriormente, foi hibridizada com wuma sonda marcada com
radioatividade (P*?). A sonda foi produzida a partir de um fragmento
correspondente a janela aberta de leitura do gene. (b) Representacéo
esquematica da organizacdo do gene TcRad51 em ambas as cepas
considerando que h& apenas uma copia em cromossomos homadlogos
de tamanhos diferentes ou duas copias em cromossomos diferentes. (c)
Representacdo esquemética da organizacdo do gene TcRad51 em
ambas as cepas considerando que possui duas copias em apenas um

cromossomao.
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4.6. Expressao do gene TcRad51 nas formas epimastigota,

tripomastigota e amastigota de  T. cruzi

A técnica de “Northern blot” pode ser utilizada para se verificar a presenca de
um transcrito especifico expresso por células de um organismo com base na
complementaridade existente entre 0 RNA mensageiro (MRNA) e uma sonda
radioativa construida a partir do gene de interesse (Sambrook et al., 1989). Essa
técnica foi utilizada na caracterizagdo do mRNA de TcRad51 nas trés fases do ciclo
de vida do T. cruzi. Para isso, foi extraido o RNA total das formas epimastigota,
tripomastigota e amastigota. Apos eletroforese em gel de agarose, esses RNAs
totais foram transferidos e imobilizados em uma membrana de nitrocelulose. Em
seguida, essa membrana foi hibridizada com uma sonda marcada radioativamente
com P*? construida a partir de toda a janela aberta de leitura do gene. Para a
normalizacdo dos resultados, a mesma membrana foi hibridizada novamente com
uma sonda correspondente ao gene de rRNA 24S[]. Em todas as fases do T. cruzi,
h& um unico mRNA de cerca de 1,7 kb transcrito em niveis relativamente baixos
(Figura 18). A analise de densitometria de bandas, levando em consideragdo as
variacdes observadas em relacdo aos sinais de rRNA, indica que os niveis de mRNA
na forma amastigota sdo duas vezes mais elevados quando comparados com as

duas outras formas.
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Figura 18: Auto-radiografia do Nothern blot utilizando como sonda o gene TcRad51
(acima) ou o gene do rRNA 24S a (abaixo). Foram utilizados 15 [1g de
RNA total das formas epimastigota, tripomastigota e amastigota de T.

cruzi.

4.7. Atividade funcional do gene TcRad51 em E. coli

A expresséo de genes envolvidos no metabolismo de DNA em E. coli pode
levar a indugéo do sistema S.O.S. (Perkins et al., 1999). Por isso, investigamos a
capacidade do gene TcRad51 em induzir uma resposta S.0.S. através do ensaio de
mutagénese em linhagens dessa bactéria. As linhagens DH5-a (recA’) e AB1157
(RecA") foram utilizadas nesse ensaio. Ambas s&do sensiveis ao antibidtico
rifampicina. Elas foram transformadas com plasmideos pUC18 contendo ou ndo um
inserto correspondente ao gene TcRad51. Apds crescimento por 16 h, as bactérias
foram plagueadas em meio contendo apenas ampicilina ou rifampicina e ampicilina
como descrito em Material e Métodos . As colbnias crescidas em todas placas séo
contadas. Durante 0 crescimento bacteriano, as mutagcbes podem ocorrer
aleatoriamente. Caso ocorram no inicio, um grande numero de mutantes resistentes
a rifampicina sera detectado. Por outro lado, se ocorrem mais no final, o nimero de
mutantes sera menor. Portanto, S840 necessarios varios experimentos para se avaliar
a taxa de mutacdo que €, em seguida, corrigida através de calculo de flutuacdo (Lea

& Coulson, 1949). Posteriormente, determina-se a relagcdo entre o numero de
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mutantes (colénias que cresceram em rifampicina e ampicilina) e o namero total de
bactérias (titulado a partir das col6nias crescidas apenas em ampicilina). A linhagem
DH5-a apresentou um ndmero de mutantes inferior a 1 por 10® células tanto na
auséncia quanto na presenca da expressdo de TcRad51 (Tabela IV). Ja a linhagem
AB1157 apresentou um numero dez vezes maior de mutantes quando transformadas
com o plasmideo pUC18 contendo o gene TcRad51 quando comparadas as

bactérias transformadas com pUC18 sem inserto.

Tabela IV: Taxa de mutacdo* de bactérias AB1157 e DH5-a expressando ou ndo

TcRad51.
Linhagem Expressdo de TcRad51 No. de mutantes/ 10 2 células
AB1157 - 0,71
AB1157 + 7,8
DH5-a - <0,1
DH5-a + <0,1

*Os mutantes sao detectados pela sua habilidade de crescer em rifampicina a 37°C
por 16 h.
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4.8. Atividade funcional do gene TcRad51 em S. cerevisiae

Para melhor caracterizar o produto do gene TcRad51, construimos uma
levedura nocaute para o gene Rad51 e investigamos a atividade funcional do gene
de T. cruzi nessa levedura. Para a constru¢céo do nocaute, foi feita uma amplificacéo
pela PCR de um cassete que continha o gene His3, cujo produto participa na sintese
de histidina. Nessa PCR, foram utilizados iniciadores denominados rad51his310 e
rad51his321 e como DNA molde, o plasmideo pDIS. Esses iniciadores possuem
uma regido de 40 nucleotideos homodloga a regido 5 do gene Rad51 de S.
cerevisiae para o caso de rad51his310 e a regidao 3’, no caso de rad51his321. Nos
mesmos iniciadores, estdo presentes 20 nucleotideos que se anelam com a
sequéncia do gene His3. Assim, o produto da PCR tera a sequéncia His3 flanqueada
por regides homologas a Rad51 de levedura. Este produto foi visualizado em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio (Figura 19a). A insercdo do cassete
ocorre por recombinacdo (Figura 19b) e as leveduras que tiveram tal fragmento
inserido no genoma ganham a habilidade de crescer em meio minimo sem histidina.
Além disso, o produto da amplificacdo desta regido no genoma da levedura apds o
evento de recombinacéo, utilizando os iniciadores Yrad51.10 e Yrad51.21, tera seu
tamanho aumentado de 1400 pb para 1600 pb, o que permite eliminar os falsos

positivos através da PCR.
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Figura 19: Construcao do cassete His3. (a) Gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo, indicando a amplificacdo do cassete de His3. Na canaleta 1,
padrdao de peso molecular 1 Kb. Na canaleta 2, controle negativo da
reacdo de PCR. Na canaleta 3, amplificacdo do cassete de His3 a partir
do plasmideo pDis. (b) Representacdo esquematica do gene Rad51 de
S. cerevisiae e do mecanismo de recombinacdo esperado para

substituicdo desse gene pelo cassete His3.

ApOs a obtencgdo do cassete, as leveduras foram transformadas com o cassete
His3 e selecionadas em meio minimo sem histidina. Obtivemos 25 col6nias. Dessas,
vinte e quatro apresentavam um produto de amplificacdo de 1400 pb, com os
iniciadores Yrad5110 e Yrad5121, sendo, portanto, Rad51*. Para uma Unica colonia,
identificada pelo numero 18, ndo foi detectado nenhum produto de amplificacéo.
Para essa col6nia, foi feita uma nova PCR utilizando o par de iniciadores Yrad5110 e
his311. O primeiro iniciador € externo ao local de insercao do cassete e o segundo
se anela no cassete. Portanto a amplificacdo s6 € esperada caso o cassete tenha
sido corretamente inserida no genoma da levedura. O produto dessa amplificacéo,
um fragmento de 840 pb (Figura 20), indica que houve, neste clone a substituicdo do

gene Rad51 pelo cassete de His3.
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Figura 20: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo indicando a
amplificacdo do fragmento de 840pb utilizando DNA da col6énia 18

como molde.

O gene TcRad51 foi clonado em pYEPD no sitio de Smal. Nesse plasmideo, o
gene inserido no sitio de clonagem fica sob controle de um promotor induzido por
galactose. Além disso, ele possui 0 gene ADE2-1 que permite que a levedura cresca
na auséncia de adenina. As leveduras Arad51::His3, ap0s crescerem até a fase
exponencial, foram transformadas com plasmideo pYEPD controle (sem inserto) e
com o plasmideo pYEPD-TcRad51. Em seguida, as leveduras foram plagueadas em
meio SD minimo sem histidina e sem adenina. A presenca do gene TcRad51 foi

confirmada por PCR de colbnia utilizando os iniciadores TcRad51.10 e TcRad51.21.

ApoOs crescimento de 16 h (durante a noite) em meio SD liquido sem histidina e
adenina, as células foram contadas e foi feito um novo inoculo na densidade de
5 x 10° células/mL. Apds atingir a densidade de cerca de 1,6 x 10" células/mL, essas
células foram diluidas em série para 10°, 10° e 10*células/mL e 5pL de cada diluicdo
foram plaqueados em forma de gota em uma placa contendo glicose e em outra
contendo galactose, esta Ultima, capaz de induzir a expressdo de TcRad51. As
leveduras Arad51::His3 transformadas apenas com plasmideo pYEPD nao
apresentaram grandes diferencas no crescimento quando em presenca de galactose

ou glicose (Figura 21). Entretanto, as leveduras Arad51::His3 transformadas com
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plasmideo contendo o gene TcRad51 cresceram apenas na presenca de glicose.
Em meio contendo galactose, o crescimento foi abolido ou severamente reduzido

devido a um efeito de dominancia negativa.

10
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Figura 21: S. cerevisiae crescidas em meio minimo com glicose (esquerda) ou
galactose (direita). Leveduras em fase exponencial de crescimento
foram diluidas 10% 10° e 10° células/mL, e, em seguida, cinco
microlitros de cada diluicdo foram colocados em forma de gota sob

meio minimo solido e incubadas por 72h a 30°C.

4.9. Evolucao molecular do gene TcRad51 em T. cruzi

O T. cruzi apresenta uma variedade de cepas agrupadas em duas linhagens
filogenéticas distintas. Essas linhagens séo definidas por uma série de polimorfismos
associados, por exemplo, a RNA ribossémico, mini-éxon, minicirculos,
microssatélites, entre outros e foram chamadas T. cruzi | ou T. cruzi Il (Momen,
1999). Analises utilizando o gene para a pequena subunidade do RNA ribossémico

indicam que a separacdo dessas cepas ocorreu entre 37 e 88 milhdes de anos atras
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(Briones et al., 1999), e, portanto, essas cepas evoluem de forma independente.
Baseando-se nessas informacgOes, partimos para investigar a presenca de
polimorfismos em um fragmento do gene TcRad51 em 10 cepas de T. cruzi. Esse
fragmento se inicia no primeiro nucleotideo da janela aberta de leitura e se prolonga
até o nucleotideo 359. A amplificacdo do fragmento pela PCR foi feita para as cepas
222, 231, 1005, Tulahuén, 115, 167 e 239, pertencentes ao grupo T. cruzi Il e
Colombiana, RB1 e D7 pertencentes ao grupo T. cruzi I. Foi feita a clonagem dos
fragmentos correspondentes a parte do gene TcRad51 da varia cepas no vetor pCR-
Il utilizando o kit Topo (Invitrogen). Em seguida, foi obtida a sequéncia de ambas as
fitas de quatro clones para cada cepa, excecao de 1005 e Tulahuén, para as quais
foram obtidas apenas trés sequéncias. Os iniciadores M13 universal e M13 reverso
foram utilizados na obtencdo das sequéncias. Para cada cepa, foi produzida uma
sequéncia consenso pelo alinhamento das sequéncias obtidas com os dois
iniciadores. Durante esse processo, foram verificados sitios polimorficos em
sequéncias geradas a partir de uma mesma cepa, indicado a presenca de mais de
um alelo. Em algumas cepas, foram identificados trés alelos diferentes, indicando
gue ha, no minimo, duas copias do gene TcRad51 no genoma do T. cruzi (veja
resultados de “Southern blot”). Foi produzido um total de 20 sequéncias e as
analises mostraram que as cepas Tulahuén, 239 e 1005 possuem um alelo, 231, D7
e RB1 possuem dois alelos, e as outras cepas possuem trés alelos. O alinhamento
das seqUéncias de nucleotideos permitiu a identificacdo de um total de 13
polimorfismos (Figura 22). Esses polimorfismos resultam em cerca de 8

polimorfismos na sequéncia de proteinas (Figura 23).



RESULTADOS 50

1 10 20 30 40 50 1] 0 a0 90 100 110 120 130

| I

1005 ATGARCACCCGCTCCARGAGAGGCAAGCGARAGGGCGTTGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGARCACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCARCARR
239 ATGARCACCCGCTCCARGAGAGGCAAGCGAARGGGLGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGAT TGCGARCACCTCGCCCGATCCCGT TGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCARCARR
167-A ATGAACACCCGCTCCARGAGAGGCAAGCGAARGGGCGTTGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCAACAAR
115-A ATGARCACCCGCTCCARGRAGAGGCAAGCGAARGGGLGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCAACARR
115-B ATGAACACCCGCTCCAAGAGGGGCAAGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCAACARR
167-B ATGAACACCCGCTCCARGRAGGGGCAAGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCAACAAR
Tula ATGARCACCCGCTCCAAGAGGGGCAAGCGARAGGGLGT TGAGGAGGTGEAGGTCCATGAGAT TGCGARCACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCARCARA
222-A ATGARCACCCGCTCCARGRAGGGGCAAGCGAARGGGCGTTGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCAACAAR
231-A ATGARCACCCGCTCCARGRAGGGGCAAGCGAARGGGLGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCAACARR
231-B ATGAACACCCGCTCCAAGAGGGGCARGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCAACARR
222-C ATGARCACCCGCTCCARGRGGGGCAAGCGAARGGGLGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCAACARR
115-C ATGAACACCCGCTCCAAGAGGGGCAAGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCAACARR
167-C ATGAACACCCGCTCCARGRGGGGCAAGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCAACAAR
Col-A ATGARCACCCGCTCCARGAGAGGCARGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGAT TGCGARCACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCANCAGCAGCAGGAGGATCARCAAR
RB1-BE ATGAACACCCGCTCCARGAGAGGCAAGCGAARGGGCGTTGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCAACAAR
D7-B ATGARCACCCGCTCCARGRGAGGCAAGCGARAGGGCGTTGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGARCACC TCGCCCGATCCCGTTGLAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCARCAAR
Col-C ATGAACACCCGCTCCAAGAGAGGCAAGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCARCAGCAGCAGGAGGATCAACARR
RB1-A ATGAACACCCGCTCCARGRAGAGGCAAGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCAACAAR
Col-B ATGARCACCCGCTCCARGAGAGGCARGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGAT TGCGARCACCTCGCCCGACCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCANCAGCAGCAGGAGGATCARCAAR
D7-A ATGARCACCCGCTCCARGRAGAGGCAAGCGARAGGGLGTTGAGGAGGTGGAGGTCCATGAGATTGCGARCACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCAACAGCAGCAGGAGGATCARCARR
222-B ATGARCACCCGCTCCARGRAGGGCCAAGCGAARGGGLGT TGAGGAGGTGGAGGACCATGAGATTGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCGACAGCAGCAGGAGGATCAACARR
Consensus  ATGAACACCCGCTCCARGAGaGgCAAGCGAARGGGCGT TGAGGAGGTGGAGGLCCATGAGAT TGCGAACACCTCGCCCGATCCCGTTGCAGCCCCCGARCAGCAGCaHCAGCAGCAGGAGGATCARCARA
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| I

1005 ATGTGGATGGCGCGARCARCGGLGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAAAGC TACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TAARRAGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
239 ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACATTARRARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
167-A ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACT
115-A ATGTGGATGGCGCGAACARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGARRGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARARAGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACC
115-B ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCAAGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
167-B  ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGC TACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRAAGCTCATGGAGTCTGATTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACT
Tula ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCAAGTGCTAGARAGC TACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TAARARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
222-A ATGTGGATGGCGCGARCARCGGLGGCTTTCGCGTTATCCARGTGC TAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACC
231-A ATGTGGATGGCGCGAACARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGARRGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARARRGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACC
231-B ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
222-C ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRAAGCTCATGGAGTCTGATTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACT
115-C ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
167-C ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRAAGCTCATGGAGTCTGRTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACT
Col-A ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCCGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
RB1-B ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRAAGCTCATGGAGTCCGRTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACT
D7-B  TTGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCAAGTGCTAGARRGC TACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TAARARGCTCATGGAGTCCGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
Col-C ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRAAGCTCATGGAGTCCGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACT
RB1-A ACGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCCGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
Col-B ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCCGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACC
D7-A TIGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCAAGTGCTAGARAGC TACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCCGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTATGCACC
222-B  ATGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCARGTGCTAGAARGCTACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TARRARGCTCATGGAGTCTGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGLGTACGCACC
Consensus  alGTGGATGGCGCGARCARCGGCGGCTTTCGCGTTATCCAAGTGCTAGAARGC TACGGTATTGCCTCTGCAGACAT TRARARGCTCATGGAGTCLGGTTTCTACACCGTCGAGTCAGTCGCGTACGCACC
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| |

1005 CARARRARACATTTTGGCTGTCAAGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARART TATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCLGE
239 CARARRARACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
167-A CARARRAARCATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
115-A CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARART TAGGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
115-B CARARRGARCATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARART TATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCAATGGGCTTTACATCCGE
167-B CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
Tula CARARARGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARAATTATGGLCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
222-A CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGAARACGARGGCGGATARART TATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
231-A CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARRCGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
231-B CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGARGGCGGATARART TATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
222-C CARGARGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARRCGAAGGCGGATARARTTATGGLGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
115-C CARARRGARCATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGAAACGARGGCGGATARART TATAGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
167-C CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGCTACCARTGGGCTTTACATCCGE
Col-A CARARRGARCATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCAATGGGCTTTACATCCGE
RB1-BE CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
07-B  CARRRRGARCATTTTGGCTGTCAAGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCLGE
Col-C CARARAGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCGGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
RB1-A CARARRGARCATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARART TATGGCGGARTGTGCGARRTTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
Col-B CARARAGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
D7-A CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARAAT TATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
222-B CARARRGAACATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE
Consensus  CARAAARgARCATTTTGGCTGTCARGGGTATCAGTGARACGAAGGCGGATARARTTATGGCGGARTGTGCGARATTGGTACCARTGGGCTTTACATCCGE

Figura 22: Alinhamento das sequiéncias de nucleotideos de alelos TcRad51 das
cepas 1005, 239, 167, 115, Tulahuén (Tula), 222, 231, Colombiana (Col),
RB1 e D7.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 119
I I
1005 HHTRSKRGKRKGVEEYEYHEIAHNTSPDPYARPEQQOOOOEDOONVDGANHGGFRVIOVLESYGIASADIKKLHESGFY TYESYAYAPKKNILAYKGISETKADKIHAECAKLYPHGFTS
233  HHTRSKRGKRKGYEEVEVHETANTSPOPYARPEQNOOOOEDOONYDGANHGGFRYIOYL ESYGTASADTKKLHESGFYTYESYAYAPKKNIL AYKGTSE TKADKTHRECAKL YPHGFTS

Tula HHTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYARPEQDOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOVLESYGIASADIKKL HESGF Y TYESYAYAPKKHILAYKGISE TKADKTHAECAKL YPHGFTS
RB1-B HHTRSKRGKRKGYEEVEYHEIAHTSPOPYARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGISETKADKIHAECAKLYPHGFTS
RB1-A HNTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYAARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TYESYAYAPKKNILAYKGISETKADKIHAECAKLYPHGFTS
115-B HHTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF YTYESYAYAPKKHILAYKGISETKADKINAECAKLYPHGFTS
167-A HHTRSKRGKRKGYEEVEYHEIAHTSPOPYAARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGISE TKADKIHAECAKLYPHGFTS
167-B HHTRSKRGKRKGYEEVEYHEIAHTSPOPYARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGISETKADKIHAECAKLYPHGFTS
Col-B HNTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYAAPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLAHESGF Y TYESYAYAPKKNILAYKGISETKADKINAECAKLYPHGFTS
Col-A HHTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYAAPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF YTYESYAYAPKKHILAYKGISETKADKINAECAKLYPHGFTS
231-B HHTRSKRGKRKGYEEYEYHETIANTSPOPYARPEQOQQOOOEDOONYDGANNGGFRYTAOYLESYGIASADTKKLHESGF YTYESYAYAPKKNILAYKGISE TKADKTHAECAKL YPHGFTS
231-A HHTRSKRGKRKGYEEVEYHEIAHTSPOPYARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGISE TKADKIHAECAKLYPHGFTS
222-C HHTRSKRGKRKGYEEVEYHEIAHTSPOPYARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGISETKADKIHAECAKLYPHGFTS
222-A HNTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYAARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TYESYAYAPKKNILAYKGISE TKADKIHAECAKLYPHGFTS
167-C HHTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF YTYESYAYAPKKHILAYKGISETKADKIHAECAKLLPHGFTS
115-C  HHTRSKRGKRKGYEEVEYHEIAHTSPOPYARPEQOOOOOEDOONYDGANNGGFRYIOVLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGISETKADKITAECAKLYPHGFTS
Col-C  HHTRSKRGKRKGYEEVEYHEIAHTSPOPYARPEQQOOOOEDOONYDGANHGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGIGE TKADKIHAECAKLYPHGFTS
115-A HNTRSKRGKRKGYEEYEYHEIANTSPOPYARPEQUOOOOEDQUNYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGF Y TYESYAYAPKKNILAYKGLSE TKADKIRAECAKLYPHGFTS

D7-A  HHTRSKRGKRKGYEEYEYHEIAWTSPDPYARPEQDOOOOEDOOIYDGANNGGFRYIOYLESYGIASADIKKLHESGE Y TYESYAYAPKKHILAYKGISETKADKIHAECAKLYPHGFTS

D7-B  HHTRSKRGKRKGYEEVEYHETAHTSPDPYARPEQOOOOOEDOOTYDGANHGGFRYTOVL ESYGIASADTKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHIL AVKGISE TKADKTHAECAKL YPHGFTS
222-B  HHTRSKRAKRKGYEEVEDHEIAHTSPOPYAARPEQOROOOEDOONYDGANNGGFRYIOVLESYGIASADIKKLHESGF Y TVESYAYAPKKHILAVKGISE TKADKIHAECAKLYPHGFTS

Consensus  HHTRSKRgKRKGYEEYEVHEIANTSPDPYARPEQQqOOAEDOONYDGANHGGFRYIOVLESYGIASADIKKLHESGF Y TYESYAYAPKKNILAYKGISETKADKIKAECAKLYPHGFTS

Figura 23: Alinhamento das seqliéncias de proteinas de alelos TcRad51 das cepas
1005, 239, 167, 115, Tulahuén (Tula), 222, 231, Colombiana (Col), RB1
e D7.

Com base nos polimorfismos encontrados nas seqiéncias de nucleotideos, foi
gerada uma matriz, a qual foi, entdo, utilizada para gerar uma arvore filogenética das
cepas (Figura 24). Apesar de valores de ‘bootstrap’ serem baixos para alguns ramos,
73%, 95% e 59%, as cepas de T. cruzi foram divididas em trés grupos, nao estando,
portanto, de acordo com a dicotomia previamente descrita para as linhagens de T.
cruzi (T. cruzi | e Il). Entretanto, tais resultados apresentam-se em conformidade
com dados apresentados por Machado e Ayala, 2001, os quais estudaram o0s genes
tripanotiona redutase, diidrofolato redutase-timidilato sintetase e uma regido do DNA
mitocondrial. Alelos das cepas 167 e 115 foram agrupados em dois ramos

diferentes.

Da mesma maneira, 0s polimorfismos encontrados nas sequéncias de
aminoacidos da proteina também foram utilizados para gerar uma matriz e, em
seguida, uma arvore filogenética. Entretanto, os polimorfismos apresentados nas
sequéncias protéicas ndo deram origem a qualquer tipo de divisdo significativa entre

as cepas.
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Figura 24: Arvore filogenética baseada em polimorfismos nas sequéncias de

nucleotideos do gene TcRad51.




DISCUSSAQO



DISCUSSAO 53

O metabolismo do DNA nas células compreende os processos de replicacao,
reparo e recombinacdo. Apesar destes processos serem frequientemente estudados
de maneira independente, nota-se que ha uma grande integracdo entre eles. Um
exemplo dessa integracdo é o reparo de quebra de dupla fita por recombinacao

homologa.

Ha um alto grau de conservacdo no processo de recombinagdo (Kuzminov,
2001), visto que se observa um grande numero de proteinas que possuem a mesma
funcdo bioquimica quando se compara este processo em bacteriofago T4, € em
organismos como E. coli e S. cerevisiae. Uma proteina central para o mecanismo de
recombinacdo em eucariotos é o produto do gene Rad51, o qual, aléem de ser
bastante conservado nos organismos deste grupo, tem homologia com as proteinas
RecA de E. coli e UVSX do bacteriéfago T4. Dada a sua fungdo bioquimica, essas

proteinas sdo chamadas de recombinases.

7z

O Trypanosoma cruzi € um organismo onde eventos de rearranjo genético
sdo particularmente interessantes uma vez que ele mantém um alto grau de
conservacdo entre alelos de um mesmo gene, 0 que € pouco esperado para
organismos que apresentam reproducao clonal. Assim a identificagdo e clonagem do
gene Rad51 de T. cruzi poderdo permitir uma melhor compreensdo dos mecanismos

de recombinacéao e da influéncia desse processo na biologia desse parasito.

Atualmente, cerca de 12% do genoma diploide de T. cruzi apresentam-se
depositados em banco de dados que podem ser acessados pelo endereco
www.ncbi.nim.nih.gov (Degrave et al., 2001). Além disso, a sequéncia do gene
Rad51 de T. brucei ja foi caracterizada (McCulloh & Barry, 1999). Com essas
informacgdes, o0 primeiro passo para clonagem de TcRad51 foi o de pesquisar se
haveria alguma EST de T. cruzi homéloga ao gene de T. brucei utilizando o
programa blast n. O resultado de tal pesquisa foi a identificacdo de uma uUnica EST
(AI057807), a qual, ao ser utilizada em uma segunda pesquisa, revelou a presenca
de mais duas ESTs homdlogas (Al562578 e Al667881). O estudo dessas ESTs fez-
se necessario para a determinacdo de qual fragmento do gene havia sido
identificado. Entédo, foram feitas novas pesquisas, dessa vez utilizando o programa
blast x que obtém as janelas abertas de leitura das ESTs e faz uma comparacao

com sequéncia de proteinas conhecidas. Duas ESTs, Al562578 e Al667881,
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correspondiam apenas a regido C-terminal. J4 a outra EST apresenta sequéncias
correspondentes tanto a regido C-terminal quanto a N-terminal. Como o tamanho
total dessa EST era de 556 nucleotideos e o tamanho esperado para 0 gene
TcRad51 varia entre 1100 e 1300 nucleotideos, foi possivel postular que a EST néo
correspondia ao gene todo e que ela estava truncada possuindo tanto a regido 3’
quanto a 5’ do gene TcRad51. Essas ESTs permitiram a identificacdo dos codons de
inicio e de término da transcricdo para esse gene. Assim construimos um par de
iniciadores, TcRad51.10 e TcRad51.21, que permitiu a amplificacdo de toda a janela
aberta de leitura do gene TcRad51.

O T. cruzi é um patdégeno eucarioto que mantém certas caracteristicas de
procariotos (Teixeira, 1998). Uma delas € a auséncia de introns na grande maioria
dos seus genes. Isso facilita a clonagem de um gene visto que o DNA gendmico
desse organismo pode ser utilizado como molde na PCR. Dessa forma, utilizamos
essa técnica para amplificar o gene TcRad51 a partir de DNA gendmico da cepa
Tulahuén tendo como iniciadores TcRad51.10 e TcRad51.21. O fragmento
amplificado foi entdo clonado no vetor pGEM-Teasy. Para confirmar que o fragmento
clonado realmente continha o gene Rad51, obtivemos a seqiiéncia das duas fitas de
TcRad51, a qual foi, entdo, submetida a uma pesquisa em banco de dados
utilizando o programa blast x. Pelo fato das recombinases apresentarem um carater
bastante conservado, TcRad51 apresentou homologia significativa com diversas
dessas proteinas como, por exemplo, DMC1 e Liml15. Entretanto, dois fatores
indicam que o gene clonado se trata realmente de Rad51. O primeiro deles é
baseado na grande identidade que ha entre o produto desse gene e as proteinas
Rad51 de L. major e T. brucei, 77% para o primeiro e 75% no caso do ultimo. Em
segundo lugar, como as recombinases DMC1 e Lim15 sdo associadas ao processo
de meiose (Hotta et al., 1995; Gupta et al., 2001), e como esse processo €&
caracteristico de organismo que se reproduzem sexuadamente, podemos inferir que
0 gene clonado deva corresponder ao ortélogo de Rad51 de T. cruzi e ndo destas
recombinases. Portanto, as evidéncias indicam que o gene por nos clonado é o da
recombinase Rad51, embora ndo se possa descartar que T. cruzi possua homologos

aos genes DMCL1 e Lim15.

A partir da sequéncia de nucleotideos, podemos obter também a sequéncia

de aminoacidos e a analise dessa sequéncia permitiu que se fizessem previsdes
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tedricas a respeito da funcdo desta proteina no parasito. Em uma das analises, foi
feito o alinhamento de varias sequéncias de proteinas Rad51 para identificacdo de
regides conservadas. A proteina TcRad51 quando comparada a outras
recombinases de varias classes de eucariotos possui as regiées central e C-terminal
bastante similares. E interessante notar que a maior parte dos dominios funcionais
se localiza dentro dessas regides. A regido N-terminal, s&o atribuidas fun¢ées como
interacdo como outras proteinas e dominio de ligacdo de DNA (Aihara et al., 1999).
Entretanto, quando se compara essa mesma regiao entre T. cruzi, T. brucei e L.

major observa-se gue essa regidao é também conservada nestes organismos.

O programa ProtoParam foi utilizado para célculos do peso molecular e do
ponto isoelétrico. O peso molecular tedrico sera de grande utilidade em experiéncias
futuras de obtencéo e purificacdo da proteina TcRad51. O ponto isoelétrico indica
que essa proteina € acida. Isso aparentemente € uma contradicdo uma vez que
TcRad51 interage com DNA, uma molécula também &cida. Mas se considerarmos
gue o programa utilizado tem como parametro toda seqiiéncia da proteina, levando
em consideracdo o equilibrio de cargas de todo o conjunto de residuos de
aminoacidos, é possivel ainda supor que o sitio de ligacdo ao DNA possua residuos
basicos. Portanto se considerarmos a divisdo da proteina em microambientes, e
fizermos uma nova predi¢cao do ponto isoelétrico tedrico, obtemos o valor de 8,1 para

os residuos que compde esse dominio (hélice-grampo-hélice).

A identificacdo de dominios funcionais da recombinase TcRad51 foi feita
através do programa InterProScan. Dois motivos encontrados sdo o de ligacdo a
ATP/GTP tipo Walker A e o motivo funcional das AAA-ATPases. Esses motivos séo
amplamente encontrados em varias proteinas que utilizam a hidrdlise do ATP para
regulacdo da fungéo exercida por elas. A importancia do mecanismo de hidrolise de
ATP ndo é bem definida. As recombinases tém basicamente duas fun¢fes. Uma
delas € promover o pareamento entre a fita simples e a dupla fita durante o processo
de recombinacdo (Sung et al., 1997). A outra é promover a invasdo da fita simples
na fita dupla. A recombinase RecA é capaz de realizar as duas fun¢Bes apenas com
a ligacdo do ATP sem a necessidade de realizar a hidrélise dessa molécula. J& a
proteina Rad51 humana necessita de hidrolisar o ATP para exercer as duas funcbes
(Gupta et al., 1997).
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O dominio de ligagdo a DNA também foi localizado pelo programa
InterProScan. Esse dominio corresponde a um motivo hélice-grampo-hélice que
compreende os residuos 79 e 108. Esse motivo também é encontrado em um
grande numero de proteinas que se ligam ao DNA. As recombinases estudadas até
o momento se ligam ao DNA formando filamentos de nucleoproteina. E bem

provavel que a proteina de T. cruzi interaja da mesma forma.

A recombinase de T. cruzi possui também doze residuos de aminoacidos que
também sdo encontrados em 23 proteinas RecA bacterianas, DMC1 de
Saccharomyces cerevisiae e também em USVX de bacteriéfago T4. A estrutura
tridimensional de uma proteina RecA indica que eles se localizam no sitio ativo da
enzima RecA. As proteinas Rad51 de outros organismos também possuem esses
residuos, ou pelo menos residuos similares a eles. Trés desses residuos se
localizam no motivo de ligacdo a GTP/ATP tipo Walker A. Embora néo se saiba a
contribuicdo exata de cada um dos outros nove residuos para o funcionamento das
recombinases, € provavel que eles tenham relagdo com os mecanismos de catélise

dessas proteinas.

A andlise da estrutura génica de TcRad51 por Southern blot indica trés
possibilidades para organizacdo gendémica. A primeira delas € que o gene se localiza
em uma unica cépia em cromossomos homaologos sendo que um dos cromossomos
tem um polimorfismo como, por exemplo, uma delec¢&o. Isso é possivel visto que o T.
cruzi, algumas vezes apresenta cromossomos homoélogos com diferencas
significativas entre si (Degrave et al., 2001). As duas outras possibilidades indicam
que o gene TcRad51 passou por um processo de duplicacdo, e as duas coépias
poderiam estar no mesmo cromossomo ou em cromossomo diferentes. No primeiro
caso, as copias estariam em tandem. O padrdo de digestdo com EcoRI indica a
presenca de trés bandas tanto para Cl-Brener como para Tulahuén. Entretanto, essa
enzima sO corta 0 gene em um ponto. A terceira explicacdo para o padrdo de
bandas apresentado seria que o gene TcRad51 apresentaria duas copias cada uma
em um cromossomo diferente. Entretanto, esses cromossomos apresentariam um
padrdo de digestdo bastante similar. Tal explicagdo seria a menos provavel. A
presenca de até trés alelos diferentes do gene TcRad51 em uma mesma cepa indica
que realmente o gene deve ter passado por um processo de duplicacdo. E

interessante salientar que nos organismos estudados até o momento, inclusive o T.
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brucei, um organismo geneticamente proximo ao T. cruzi, o gene Rad51 apresenta
apenas uma copia. A duplicacéo verificada pode ser um evento restrito ao T. cruzi e
pode indicar que, em algum momento evolutivo, a funcdo exercida por TcRad51
deve ter sido de grande importancia para o desenvolvimento desse parasito. A
localizacdo cromossémica do gene TcRad51 pode ser feita através de eletroforese
de campo alternado. Isso ajudaria a se definir melhor a organizacdo do(s) gene(s)
TcRad51 no genoma do T. cruzi. Foi detectado um unico RNA mensageiro de cerca
1,7Kb, o qual se encontra em niveis baixos em todas as formas do parasito. A
analise de densitometria das bandas indica que a expressdo é maior na forma
amastigota quando comparada as formas epimastigota e tripomastigota. A forma
amastigota é a forma que se divide no interior das células do hospedeiro vertebrado,
onde os processos metabdlicos geram mais substancias que podem interferir na
estrutura da molécula de DNA. Além disso, essa forma se reproduz
consideravelmente. Portanto, isso poderia explicar uma maior necessidade de

expressao de proteinas envolvidas no metabolismo do DNA.

Algumas proteinas envolvidas no reparo de DNA de eucariotos sdo capazes
de interferir no metabolismo de DNA da E. coli e ativar o sistema S.0.S (Perkins et
al., 1999). A ativacdo desse sistema pode gerar mutantes. E a presenca desses
mutantes pode ser detectada utilizando ensaios de resisténcia a antibidticos. Dessa
forma, bactérias E. coli selvagens (AB1157) e recA (DH5-a) foram transformadas
com plasmideo pUC18 contendo ou ndo o gene TcRad51 e submetidas a testes de
resisténcia a rifampicina. Uma das funcdes da proteina RecA é acionar o sistema
S.0.S., e, portanto, bactérias recA” perdem a capacidade de induzir tal tipo de
resposta. Assim, bactérias DH5-a apresentaram um numero de mutantes inferior a
1 x 10° no teste de resisténcia a rifampicina. Por outro lado, bactérias AB1157 que
s8o selvagens para esse gene apresentaram um numero 10 vezes maior de
mutantes quando expressando TcRad51 se comparadas as bactérias transformadas
apenas com o plasmideo. Isso indica que o produto do gene TcRad51 foi capaz de
interferir no metabolismo de DNA da E. coli ativando o sistema S.0.S. Como a
proteina TcRad51 possui um sitio de ligacdo ao DNA, ela pode se ligar a essa
molécula impedindo que a sua replicagcdo e mesmo que o reparo ocorra pelas vias

normais.
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A atividade funcional do gene TcRad51 foi verificada também em
Saccharomyces cerevisiae. Para isso, foi inativado o gene Rad51 de uma levedura
hapldéide (ScRad51). Isso foi feito pela substituicdo desse gene por um cassete de
histidina por recombinacdo homologa. Dois iniciadores, um que se anela
internamente ao cassete e outro iniciador que se anela a regiao externa do gene de
levedura, foram utilizados numa PCR que confirmou essa substituicdo. A expressao
da proteina codificada pelo gene TcRad51 nessa levedura, ao invés de
complementar, exerceu um efeito de dominancia negativa. A levedura nocaute
expressando TcRad51 ndo apresentou crescimento, ao passo que levedura nocaute
que ndo expressava esse gene apresentou crescimento normal. Uma das razdes
para esse fendbmeno pode estar relacionada ao fato de que a levedura expressando
TcRad51 perdeu sua capacidade de repara as quebras de dupla fita que surgem
durante o processo de replicagcdo. O produto do gene TcRad51 se ligaria as
quebras, impedindo que outras vias de reparo de quebra de fita dupla que né&o
dependem de ScRad51 fossem acionadas. Além disso, as regides N-terminal da
proteina codificada por TcRad51 e por ScRad51 séo consideravelmente diferentes.
Visto que essa regido seria supostamente a de interacdo com outras proteinas, essa
diferenca impediria que TcRad51 substituisse ScRad51 em sua funcédo. Quando a
expressdo do gene TcRad51 foi feita em levedura selvagem para o gene ScRad51,
nenhuma alteracéo no crescimento foi observada (dado ndo mostrado). Nesse caso,
o produto do gene ScRad51 compete com o produto do gene TcRad51 pelas
quebras permitindo que as leveduras efetuem o reparo de forma correta e crescam
normalmente. Os produtos dos genes Rad5l de humanos e de
Schizosacchcaromiyces pombe também ndo sdo capazes de complementar as
funcdes de reparo do gene ScRad51 em Saccharomyces cerevisiae nocauteados
para 0 mesmo (Shinoraha et al., 1993).

A clonagem de TcRad51 permite também que se facam estudos da evolucao
molecular do mesmo. Obtivemos a sequéncia de uma parte do gene TcRad51 para
11 cepas de T. cruzi. Essa regido corresponde do nucleotideo 1 ao 359, e codifica
uma sequéncia menos conservada da proteina quando comparada a proteinas
Rad51 de outros organismos. Entretanto, essas sequéncias sao bastante
semelhantes quando elas sdo comparadas entre as cepas desse parasito. Visto que
o T. cruzi € um organismo de reproducdo clonal, esperava-se que a divergéncia

entre alelos de uma mesma cepa fosse maior. E bastante provavel que mecanismos
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de conversdo génica e recombinacdo estejam atuando para manutencdo dessa
semelhanca. Tal fendmeno seria uma segunda evidéncia da importancia biolégica
do produto do gene TcRad51 para esse parasito. A arvore filogenética para as 10
cepas destaca a presenca de trés grupos de T. cruzi: um grupo é formado pelas
cepas 1005, 115, 167 e 239; o segundo grupo € formado pelas cepas 115,
Tulahuén, 231, 222 e 167 e o terceiro grupo composto por D7, Colombiana e RB1.
Essa divisdo € diferente da divisédo proposta que seria: T. cruzi | que compreende as
cepas 222, 231, 1005, Tulahuén, 115, 167 e 239; e T. cruzi Il formado pelas cepas
Colombiana, RB1, D7, ela é baseada em marcadores moleculares como “DNA
fingerprint” (Macedo et al., 1992) e RNA ribossémico (Souto et al., 1996). Ainda,
estudos epidemiolégicos apontam para uma associacao entre o T. cruzi | infectando
espécies de triatomineos e T. cruzi Il infectando primatas. Além disso, alguns
autores propdem a presenca de dois ciclos de vida para esse parasito, um no
ambiente silvestre e outro no ambiente domeéstico infectando o homem. Como
consequUéncia, esses grupos estdo sob processos de selecédo diferentes visto que
elas se adaptam a hospedeiros diferentes. Assim, a divergéncia genética entre elas
pode ser devido a esses fatores. Duas cepas, 115 e 167, possuem alelos em dois
grupos. Isso indica que essas cepas sao hibridas e podem ter surgido de eventos
raros de reproducdo sexual entre cepas de grupos diferentes. Alternativamente,
essas cepas poderiam ter mantido um carater heterozigoto ancestral, e as outras
cepas teriam perdido esse carater devido a eventos de rearranjo génico. Os valores
de “bootstrap” foram baixos para o gene TcRad51. Entretanto, a analise de um
fragmento de 800 pb do gene MSH2 para essas mesmas cepas indica uma divisao
similar com valores mais significativos (in press), o que apdia nossos resultados.
Além disso, a analise de polimorfismos em quatro genes para varias cepas de T.
cruzi mostrou que essas cepas se dividiam em trés ou quatro grupos dependendo do
gene (Machado & Ayala, 2000). As cepas, 1005 e 239, apresentam apenas um alelo
seguenciado, isso pode ser devido ao fato de ter apenas trés sequenciamentos para
cada. Entretanto, como estas cepas pertencem ao mesmo grupo ndo se pode
descartar a possibilidade delas terem um ancestral que perdeu uma das copias do

gene. Outros sequenciamentos devem ser feitos em busca de novos alelos.

A clonagem e caracterizacdo do gene TcRad51 representam o inicio dos
estudos voltados para o entendimento de processos de rearranjos génicos em T.

cruzi. A obtencdo da proteina codificada por esse gene e estudo de suas
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propriedades funcionais, assim como a manipulacdo deste gene no parasito podera
prover novas informacdes relevantes para um conhecimento mais abrangente da

biologia destes organismos.
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e« A sequéncia completa do gene TcRad51 apresenta homologia com diversas
recombinases de eucariotos e procariotos, sendo que a homologia € maior

com Rad51 de T. brucei e Leishmania major.

» Alinhamento entre sequéncias de véarias de proteinas Rad51 de diversos
organismos indica uma conservacgao principalmente na regido C-terminal da
proteina. Quando apenas as proteinas de T. brucei, T. cruzi e L. major séo

consideradas, a conservacgao se estende por toda a proteina.

* A proteina TcRad51 apresenta um dominio de ligacdo a DNA do tipo hélice-
grampo-hélice, um dominio de ligacdo a ATP/GTP do tipo Walker A e um
motivo da superfamilia das AAA-ATPases. Embora esses dominios ndo sejam
exclusivos das recombinases, eles sdo necessarios para a atividade

desempenhada por essas proteinas.

« O gene TcRad51 é representado por duas copias no genoma do T. cruzi.
Entretanto, apenas um mRNA € encontrado em todas as formas do parasito
em niveis baixos. Em amastigostas, esse mMRNA € duas vezes mais

abundante que em epimastigotas e tripomastigotas.

e O produto do gene TcRad51 quando presente em bactérias E. coli selvagens
gera um aumento na taxa de mutacdo desse organismo como demonstrado
pelos ensaios de resisténcia a rifampicina. Provavelmente, isso ocorre porque
a proteina TcRad51 se liga ao DNA bacteriano, interferindo sobre o

metabolismo dessa molécula e ativando o sistema S.O.S.

« O crescimento de linhagens de Saccharomyces cerevisiae, nocautes para o
gene ScRad51, é impedido pela expressao do gene TcRad51. O produto do
gene de T. cruzi deve estar se ligando as quebras de dupla fita, mascarando-

as e impendindo o seu reparo por outras vias.
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* Analises de evolucao molecular de dez cepas do T. cruzi indicam uma divisao
dessas cepas em trés grupos: o primeiro composto por Colombiana, D7 e
RB1; o segundo, por 167, 115, 1005 e 239; e o terceiro por Tulahuén, 115,
167, 231 e 222. Duas cepas, 115 e 167, apresentam alelos em grupos

diferentes e, portanto, podem ser consideradas hibridas.
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Obter a proteina TcRad51 e realizar experimentos de caracterizacao in vitro;

Verificar a sensibilidade das cepas de T. cruzi: JG, Colombiana e CI-Brener
(representantes de cada grupo encontrado na analise filogenética) ap6s a

exposicao dessas a agentes genotoxicos, como a radiagado ionizante.

Promover o silenciamento do gene TcRad51 em T. cruzi e verificar uma
possivel alteracdo na manutencdo da baixa divergéncia entre alelos nesse

parasita apos um determinado nimero de geracoes.
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Hind 1l 7523

Hind Il 7384

Ori -
ampR -
col E1 -
GAL10/CYC -
URA3 -
ADE2 -

Bam HI. Sma 1 . Kpn . SacT. Eco R

* ' Tind 11l 408 °
GAL10/CYC1 Ljfﬂf—
7k

URA3

ADE2 %%,+nndlu 1776

pYEDP 60-2

9257 bp

Origem de replicacéao

Gene que codifica a B-lactamase

Regido do plasmideo Col E1

Gene que codifica a UDP-galactose epimerase

Gene que codifica a Orotidine 5-fosfato descarboxilase

Gene que codifica a Fosforribosil aminoimidazol carboxilase

Mapa esquematico do plasmideo pYeDP
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Hinckl cirgl Eci138l
—Pstl___ gy Ecofsl ACEES!  peozst  EcoRl
MIMpUC sequencing primes 20), 1Tamer 399 Hindiii  Pael Sdal—B¥el L Xbal  BamHi _Smal_ PN Saci Xapl 455

§'G TAA AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG GCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT
FCATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GOT CGA GCT TAA GCA
LacZ «——WVal wval Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys Thw Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Wal Ser Ser Ser Asn Thr

AAT CAT GGT CATAGC TGTTTC CTG &

TTAGTA CCA GTATCS ACA AAG GAD &
e Met Thr Met

!.113:‘;)&‘1(: reWerse sequencing primes (26, 17mer

Bla (ApR) - Gene que codifica a B-lactamase
LacZ - Gene que codifica a B-galactosidase
rep(pMB1) - Regido do plasmideo pMB1

Mapa esquematico do plasmideo pUC18



