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O Trypanosoma cruzi é um parasito da ordem Kinetoplastida, endêmico da 

América Latina sendo um grave problema social por causar uma doença debilitante, a 

doença de Chagas. Um aspecto interessante de sua biologia é a estrutura 

populacional composta por cepas com características muito diferenciadas. Uma 

grande contribuição para o entendimento da estrutura populacional desse organismo 

vem do projeto genoma da cepa CL Brener de T. cruzi. A descrição desse genoma 

mostra que ele é altamente complexo, rico em repetições e com muitas famílias 

gênicas. Entretanto, pouco se conhece a respeito da manutenção desse genoma e 

poucos genes envolvidos no metabolismo do DNA foram caracterizados. Nesse 

trabalho, pretendemos contribuir para o entendimento da forma como esse parasito 

garante a integridade de seu material genético. Para isso, dois genes chaves no 

processo de manutenção do genoma foram estudados. O primeiro deles, chamado 

Rad51, é conhecido em outros eucariotos por seu envolvimento no processo de 

recombinação. O alto grau de conservação desse gene entre os eucariotos permite 

que o gene Rad51 do T. cruzi interfira na recombinação de células eucarióticas 

causando um aumento na taxa desse processo. Além disso, ele pode ser associado à 

resposta do Trypanosoma cruzi frente a lesões no DNA causadas pela radiação  uma 

vez que a exposição à mesma provoca um aumento no nível de mRNA desse gene. 

Isso pode estar relacionado também a alta taxa de sobrevivência desse parasito e a 

reconstituição de seus cromossomos após tal tratamento. O segundo gene codifica 

para a DNA polimerase , uma enzima que participa do reparo por excisão de base e 

possui capacidade de realizar síntese diante de alguns tipos de lesão. O produto 

desse gene em fusão com a MBP é capaz de exercer a função da DNA polimerase I 

em bactérias deficientes nessa proteína. Nesse mesmo sistema, ele também é capaz 

de realizar síntese translesão. A habilidade de síntese foi confirmada in vitro utilizando 

a proteína de fusão MBP-DNA pol . Essa proteína teve também sua atividade 

enzimática testada sob diferentes condições permitindo assim a caracterização de 

suas condições ótimas de funcionamento. Foi possível notar que a DNA pol  é capaz 

de inserir nucleotídeos como azidotimina (AZT) trifosfato e didesoxirribonucleotídeos 

trifosfato no DNA, uma característica típica de polimerases da família X. O AZT 

também causa a morte de T. cruzi e a DNA pol  pode ser uma das enzimas 

responsáveis por isso. Uma outra característica dessa enzima é a sua baixa fidelidade 

durante o processo de síntese que pode ser um mecanismo de geração de mutações. 

Esse trabalho inicia um longo caminho na definição do papel da DNA polimerase  e 

Rad51 no metabolismo de DNA do Trypanosoma cruzi. Nesse trabalho, foram 



                                                                                                          Resumo 

 

XVI 

caracterizados os genes Rad51 e da DNA pol  contribuindo para melhor entender 

seus papéis no metabolismo de DNA. 
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Trypanosoma cruzi is a parasite of the Kinetoplastida order, endemic in Latin 

America, where it causes Chagas disease in humans. An interesting aspect of its 

biology is its population structure, composed of strains with highly differential features. 

The T. cruzi genome is highly complex, rich in repetitive elements and containing a 

large number of multi-copy gene families. However, little is known about the 

mechanisms involved in the maintenance of such a complex genome and only few 

genes involved in DNA metabolism in this parasite have been characterized. Our work 

was intended to contribute to the understanding of this important aspect of the parasite 

biology, i.e., how genetic variability is created and, at the same time, how the integrity 

of the parasite´s genetic material is preserved. Two key genes involved with those 

processes were studied: Rad51, because of its crucial role in DNA recombination and 

DNA polymerase , which codes an enzyme of base excision repair. We have shown 

that T. cruzi Rad51 gene interferes with the recombination machinery of eukaryotic 

cells, causing an increase in the rate of these events in a mammalian cell line 

transfected with the T. cruzi gene. Furthermore, the Rad51 gene can be associated 

with the T. cruzi response to DNA lesions caused by  radiation because exposition to 

this agent provokes an increase in Rad51 mRNA levels. The T. cruzi gene encoding 

DNA polymerase  is able to complement bacteria cells deficient in DNA polymerase I 

when expressed as a fusion with the MBP gene. It is also able to perform in vivo 

translesion synthesis in these bacteria. The DNA synthesis capability of the 

recombinant protein was confirmed in vitro using the MBP-DNA pol  protein fusion, 

and it was shown to present a characteristic low fidelity synthesis. Using a non-

radioactive assay developed by us, we tested the DNA pol  enzymatic activity under 

different conditions. It was also possible to verify that the recombinant TcDNA pol  is 

able to insert modified nucleotides such as azidothymine (AZT) triphosphate and 

didesoxinucleotide triphosphate in DNA, which is an enzymatic activity characteristic of 

the polymerase X family. Because treatment of T. cruzi epimastigote cultures with AZT 

results in parasite death, we inferred that TcDNA pol  may be one of the enzymes 

responsible for incorporating this drug into the parasite’s genome. Here, we have 

characterized the Rad51 and DNA pol  genes of T. cruzi contributing to better 

understand their roles in its DNA metabolism. 
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O Trypanosoma cruzi é um protozoário pertencente à família 

tripanossomatídea e é o causador da doença de Chagas descrita em 1909 pelo 

médico Carlos Chagas. Desde a descoberta desse parasito, é notória a 

existência de várias cepas com diferentes características morfológicas e 

biológicas. Devido a essas diferenças, faz-se necessário agrupar essas cepas 

de forma a identificar padrões biológicos que permitam uma correlação com 

variantes da doença bem como a definição de um melhor prognóstico. 

Atualmente, marcadores biológicos têm sido usados para classificar essas 

cepas em T. cruzi I e T. cruzi II, sendo que a complexidade desses marcadores 

em algumas cepas ainda não permitiu que elas fossem incluídas nesses 

grupos ou mesmo em um terceiro grupo. Recentemente, Freitas e 

colaboradores (2006) sugeriram o agrupamento dessas cepas baseadas no 

fato delas possuírem o mesmo tipo de DNA mitocondrial para a enzima 

citocromo oxidase II (COII), criando-se um novo grupo: T. cruzi III. Muitos dos 

marcadores descritos são genéticos ou tem profundas bases genéticas. 

Entretanto, os mecanismos relacionados à geração dessa diversidade genética 

não foram esclarecidos e muitos aspectos básicos do metabolismo de DNA 

desse parasito são completamente desconhecidos. O estudo das 

peculiaridades da replicação, reparo e recombinação do DNA em T. cruzi, além 

de oferecer respostas com relação à variedade genética das cepas, permite 

também a definição de futuros alvos para medicamentos, uma vez que essas 

vias podem ser essenciais para a sobrevivência do parasito em seus 

hospedeiros. 

 
 1.1. Trypanosoma cruzi 

 

O T. cruzi é um protozoário da ordem Kinetoplastida e apresenta, em 

seu ciclo de vida, dois hospedeiros distintos: insetos reduvídeos hematófagos 

da subfamília Triatominae e diferentes mamíferos incluindo o homem no qual 

provoca a doença de Chagas. Três variações morfológicas desse parasito 

podem ser observadas durante o seu ciclo: epimastigota, tripomastigota e 

amastigota. 

A forma tripomastigota é encontrada no sangue periférico de 

hospedeiros vertebrados e no trato digestivo do hospedeiro invertebrado. O 
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inseto adquire a forma tripomastigota ao sugar o sangue do hospedeiro 

vertebrado infectado. O parasito se diferencia na forma epimastigota no 

intestino do inseto e se multiplica por divisão binária. Na ampola retal, o T. cruzi 

se diferencia na forma tripomastigota metacíclica 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 metacíclicos alcançam a corrente sanguínea por meio de 

feridas, da própria 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 divisão binária até o rompimento das células e 

liberação dos parasitos. Ocorre a diferenciação das formas amastigotas em 

tripomastigotas que podem infectar novas células ou infectar os hospedeiros 

invertebrados, completando assim o ciclo de vida do T. cruzi (revisado por 

Pereira, 1990; De Souza, 2002). 

A infecção do homem pelo T. cruzi se caracteriza inicialmente por uma 

alta parasitemia culminando com a disseminação do protozoário em diversos 

tecidos. Durante a fase aguda, ocorre febre de moderada a severa e, 

ocasionalmente, essa fase é fatal em crianças. Um terceiro estágio, 

denominado de crônico, observa-se cardiomegalia, ou seja, aumento do 

volume do coração. Nesse estágio, podem ainda ocorrer aumento de órgãos 

como o cólon (megacólon) e esôfago (megaesôfago). Entretanto, muitos dos 

pacientes chagásicos são assintomáticos. 

A principal área endêmica do mundo é a América Latina. Segundo a 

Organização Mundial de Saúde, entre 16 e 18 milhões de pessoas encontram-

se infectadas sendo que 120 milhões de pessoas estão vivendo sob risco 

(http://www.who.int/tdr/diseases/chagas, em 2006). Estimava-se que a 

população brasileira exposta ao risco de infecção é da ordem de 60 milhões 

(Silveira e Rezende, 1994). A doença de Chagas é um grave problema social, 

por se tratar de uma enfermidade crônica debilitante, representando entre as 

patologias tropicais a que gerou o maior ônus econômico segundo o Banco 

Mundial (Schmuñiz, 2000). Atualmente, estima-se que o número de mortes 

causadas pela doença de Chagas é de 13.000 por ano 

(http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/diseaseinfo.htm, em 2006). O número 

de novos casos foi reduzido drasticamente devido ao controle da população de 
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insetos transmissores e também à melhoria das habitações em locais de riscos. 

Entretanto, essa doença é enzoótica e não pode ser incluída na lista de 

doenças erradicáveis uma vez que o ciclo biológico se mantém no ambiente 

silvestre. Atualmente, os casos de transmissões são principalmente congênitos 

e por transfusões de sangue. A transmissão vetorial ainda ocorre devido ao 

transporte passivo do barbeiro em roupas e pertences de pessoas que viajam 

entre as áreas infestadas e não-infestadas (Dias et al., 2002). 

 

 1.2. Variabilidade genética nas populações de T. cruzi 

 

O T. cruzi é um parasito que apresenta uma grande variabilidade 

genética. Quando obtido de seus hospedeiros mamíferos ou de barbeiros 

transmissores, seus isolados são, na verdade, compostos por uma população 

heterogênea. Por isso, um grande número de cepas já foi isolado, identificado e 

caracterizado utilizando marcadores biológicos (Revisado por Macedo et al., 

2004 e Buscaglia e Di Noia, 2003). Essas cepas foram divididas em dois 

grupos principais: T. cruzi I e T. cruzi II (Momem, 1999). Elas podem ser 

facilmente agrupadas pela análise do padrão de amplificação pela PCR 

utilizando iniciadores para o gene do RNA ribossomal e da região espaçadora 

não transcrita do gene de mini-éxon (Fernandes et al., 1998). É interessante 

notar que esses grupos parecem ocupar nichos ecológicos diferentes. Os 

isolados classificados como pertencentes ao grupo T. cruzi II são associados 

principalmente a um ciclo doméstico e, freqüentemente, a infecções humanas 

(Briones et al., 1999; Zingales et al., 1999), todavia podem ser encontrados no 

ciclo silvestre (Yeo et al., 2005). Ao passo que o grupo T. cruzi I parece estar 

associado ao ciclo silvestre, circulando entre barbeiros e pequenos mamíferos 

selvagens como tatus, gambás e roedores (Briones et al., 1999; Zingales et al., 

1999). O T. cruzi II pode ainda ser dividido em cinco subgrupos: T. cruzi IIa, IIb, 

IIc, IId e IIe segundo análise de RAPD (do inglês, Random Amplification of 

Polymorphic DNA) e MLEE (do inglês, Multi-locus Enzyme Eletrophoresis) 

(Brisse et al., 2000). Dados adicionais referentes à análise do gene MSH2 

desse parasito, bem como análises de zimodemas e da seqüência de 

nucleotídeos dos genes da tripanotiona redutase e diidrofolato redutase-
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timidilato sintase indicam a presença de três grupos principais sendo que um 

deles é composto por cepas híbridas (Augusto-Pinto et al., 2003; Miles et al., 

1978; Machado e Ayala, 2001; Machado e Ayala, 2002). Freitas e 

colaboradores (2006) sugeriram uma nova classificação dessas cepas 

baseadas na caracterização de polimorfismos gerados no loco do gene 

mitocondrial da citocromo oxidase II, que permiti a identificação de três clades: 

A, B e C. Nessa classificação, o grupo T. cruzi I não sofreria alterações, pois 

todos pertenceriam a clade A, o grupo T. cruzi II seria composto pelo grupo T. 

cruzi IIb pertencentes a clade C. Um novo grupo, T. cruzi III, seria criado 

agrupando cepas do grupo T. cruzi IIc. As cepas T. cruzi IId e IIe seriam cepas 

que aparecem por eventos de hibridação entre cepas do grupo T. cruzi II e III. 

E que, portanto, não pertencem a nenhum desses grupos. 

 

 1.3. Reparo de DNA em T. cruzi 

 

O projeto genoma do T. cruzi revelou a presença de genes que 

codificam para muitos dos componentes enzimáticos das vias de reparo (El-

Sayed et al., 2005). A maior parte dos genes envolvidos no reparo por excisão 

de bases está presente em T. cruzi e é bem conservada nos três genomas de 

tripanossomatídeos parasitos (T. cruzi, T. brucei e L. major). Entretanto, esse 

parasito possui apenas metade das proteínas homólogas a DNA glicosilases 

descritas em outros organismos. Genes como XPA/RAD14 não foram 

encontrados, mas outros elementos do reparo por excisão de nucleotídeos 

indicam que esse sistema deve funcionar nesse parasito e ser semelhante ao 

de plantas e Plasmodium falcipurum. 

A existência da maquinaria de recombinação já é conhecida em 

tripanossomatídeos devido à utilização da mesma experimentalmente na 

manipulação do genoma. O Trypanosoma cruzi já foi estavelmente 

transfectado com o gene da GFP (do inglês, Green Fluorescent Protein) ou 

gene CAT (do inglês, Choramphenicol acetyltransferase). Nos dois casos, foi 

mostrada a integração no loco do RNA ribossomal por “Southern Blot” (Dos 

Santos e Buck, 2000; Martínez-Calvillo et al., 1997). Uma outra construção 

plasmidial também permitiu a integração e transfecção do gene da GFP no loco 
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do gene da tubulina (DaRocha et al., 2003). O processo que dirige essas 

integrações em eucariotos inferiores é o processo de recombinação e, portanto, 

isso é uma forte evidência da ocorrência desse processo em T. cruzi. 

Entretanto, não se conhece o mecanismo molecular de recombinação nesses 

parasitos que deve ter suas peculiaridades uma vez que proteínas como 

RAD52 estão ausentes.  

Foram isolados e caracterizados funcionalmente produtos de apenas 

quatro genes envolvidos no reparo de DNA. Um deles foi isolado a partir de 

biblioteca da cepa Y e apresenta 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 excisão de base especializada na remoção de uracilas provenientes da 

incorporação incorreta da uridina trifosfato durante o processo de síntese ou 

originadas da desaminação da citosina. A atividade de UDGase parece ser 

única e exclusivamente proveniente dessa enzima uma vez que as atividades 

das enzimas SMUG, TDG e MBD4 não estão presentes em T. cruzi (Pena-Diaz 

et al., 2004). Um outro gene também foi isolado a partir de biblioteca da cepa 

Y. O produto desse gene se mostrou capaz de reparar sítios 

Apirimidínicos/Apurínicos (AP) em E. coli (Perez et al., 1999), sendo 

caracterizado como uma AP endonuclease. Essas enzimas retiram sítios AP 

originados pela hidrólise espontânea, causados por agentes alquilantes ou que 

surgem como produtos secundários 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 é chamado de 

TcMSH2 (Augusto-Pinto et al., 2001). Esse gene tem uma janela aberta de 

leitura de 2889pb e codifica uma proteína de 962 aminoácidos. Análises 

computacionais indicam que esse gene tem também homologia com genes 

MSH2 de outros eucariotos. Além disso, o seu produto protéico tem todos os 

domínios característicos de uma proteína MSH2 típica. O gene TcMSH2 

apresenta-se com uma única cópia no genoma do parasito, sendo expresso em 

todas as formas durante o ciclo de vida desse organismo. Interessantemente, 

polimorfismos (SNPs) identificados na seqüência desse gene permitiram que 

32 cepas fossem agrupadas, a partir de RFLP, em três haplogrupos (A, B e C) 

que expressam diferentes isoformas de TcMSH2 (TcMSH2a, TcMSH2b e 
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TcMSH2c, respectivamente). E, ainda, foi observada uma correlação entre 

esses haplogrupos e variações na eficiência do reparo de erro de pareamento 

(Augusto-Pinto et al., 2003). Outro gene de reparo identificado foi o da 

endonuclease NLT1c codificado pelo retrotransposon não-LTR L1Tc. A 

superexpressão dessa endonuclease pode reduzir em até 60% os danos 

causados ao DNA do T. cruzi pela droga daunorubicina (Olivares et al., 2003). 

O metabolismo do DNA em T. cruzi oferece uma série de vias e 

proteínas a serem estudadas, mas dois processos são especialmente 

interessantes: um é o reparo por excisão de base (BER) e o outro é a 

recombinação. Ambas as vias, embora altamente envolvidas na manutenção 

da estabilidade do genoma, podem oferecer mecanismos que permitem o 

surgimento de variabilidade genética no Trypanosoma cruzi assim como 

sugerido pelo estudo do reparo por erro de pareamento nesse parasito. As 

enzimas DNA polimerase , do BER, e Rad51, do processo de recombinação 

serão os alvos de nossos estudos. 

 

 1.4. Reparo por recombinação homóloga 

 

Análises genéticas permitiram o isolamento de genes envolvidos no 

reparo por recombinação em S. cerevisiae. Através da busca por células 

sensíveis a radiação ou deficientes no processo de recombinação meiótica, 

foram isolados dez genes pertencentes ao grupo epistático Rad52: Rad50, 

Rad51, Rad52, Rad54, Rad55, Rad57, Rad59, MRE11 e XRS2. Homólogos de 

Rad50, Rad51, Rad52, Rad54 e MRE11 foram isolados em camundongos e 

humanos. A importância dessa via é apoiada pelo alto grau de conservação 

desses genes em eucariotos. Essa via é necessária para o reparo da fita de 

DNA quebrada por agentes como radiação . Ela se inicia com o 

processamento, por nucleases e helicases, das fitas de DNA quebradas 

(Figura 1) (Revisado por Thacker, 2004). Em seguida, é formado um complexo 

protéico composto por Rad51, Rad52, Rad54, Rad55/57 e RP-A. Essas 

proteínas participam da invasão da fita simples danificada na dupla fita do 

cromossomo homólogo ou da cromátide irmã. A estrutura formada nesse  
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Figura 1. Ilustração esquemática do processo de recombinação e reparo 

de quebra de dupla fita. Adaptado de Lehniger, 2001. 
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processo é similar às junções de Holliday observadas no processo de 

recombinação em bactérias. Por fim, a estrutura é resolvida pela ação de DNA 

polimerases, ligases e resolvases. 

A proteína central nesse processo é a Rad51. Ela tem homologia com a 

proteína RecA de E. coli (Ivanov e Haber, 1997). Essas proteínas são capazes 

de se polimerizar sobre o DNA de fita simples formando um filamento de 

nucleoproteínas (Figura 2) e buscar regiões homólogas no DNA 

(Kowalczykowsky et al., 1994). As proteínas Rad55 e Rad57 formam um 

heterodímero que estimula a reação de troca entre as fitas, ou seja, a invasão 

da fita simples na dupla fita (Sung, 1997). Além disso, a Rad55 é um ponto de 

regulação, relacionando essa via ao processo de “checkpoint”. Essa proteína é 

fosforilada em função da presença de danos no DNA e poderia estar 

influenciando o balanço entre diferentes vias de reparo que competem entre si 

(Bashkirov et al., 2000). Essas duas proteínas são necessárias para a troca 

entre as cromátides irmãs quando o processo de recombinação está associado 

a danos ao DNA, sendo dispensáveis quando esse processo é espontâneo 

(Dong e Fasullo, 2003). Rad52, além de promover o anelamento entre duas 

fitas de DNA simples (Mortensen et al., 1996), pode também realizar a troca de 

RPA ligada à fita simples por Rad51 (New et al., 1998). A proteína Rad59 

também se liga à fita simples de DNA e poderia auxiliar Rad52 em sua função 

(Davis e Symington, 2001). A proteína Rad52 também possui variações 

produzidas por “splicing” alternativo que também são capazes de elevar a taxa 

de recombinação (Thorpe et al., 2006). Em células de mamíferos, ao contrário 

do que ocorre em leveduras, Rad52 não é necessário para a formação dos 

focos de reparo de Rad51 que surgem após irradiação (van Veelen et al., 

2005). Essa proteína parece auxiliar o processo de recombinação de forma 

diferente dependendo do organismo, apesar de ser altamente conservada. 

Rad54 interage com o filamento de nucleoproteína formado por Rad51 e o DNA 

simples fita para estimular o pareamento com a dupla fita homóloga. A 

atividade de ATPase de Rad54 também é necessária para a extensão da fita 

de DNA formada pela troca de fitas mediada por Rad51 (Solinger et al., 2001). 
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Figura 2. Ilustração esquemática do processo de troca entre fitas 

simples e dupla de DNA promovidas pela proteína RecA. Adaptado de 

Lehniger, 2001. 
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Durante o processo de reparo, a proteína Rad51 se associa à matriz nuclear e 

Rad54, assim como a outras proteínas como BRCA1 e BRCA2, localizadas 

junto a Rad51 (Mladenov et al., 2006). Além dessas, proteínas parálogas de 

Rad51 (Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC2, XRCC3) são capazes de interferir 

sobre o processo de recombinação por interagir ou influenciar a função da 

própria Rad51. Complexos formados pelas proteínas Rad51C e XRCC3 

(complexo CX3) ou Rad51B, C, D e XRCC2 (complexo BCDX2) são capazes 

de interagir com Rad51. As quebras da fita de DNA estimulam o recrutamento 

de uma série de proteínas que vão repará-las, surgindo assim um foco de 

proteínas no local onde as quebras aconteceram. A proteína Rad51C está 

presente nos complexos CX3 e BCDX2 e além de garantir a regulação da 

formação do foco de reparo de Rad51, tem também um papel direto ainda não 

identificado no reparo (Rodrigues et al., 2006). Quando é feita uma dupla 

mutação nos genes que codificam para Rad51B e D ou para Rad51D e XRCC3 

ou mutações nesses mesmos genes individualmente, pode-se observar uma 

deficiência similar no reparo de lesões causadas por radiação ionizante em 

todos eles. A análise dos focos de Rad51 nesses mutantes em diferentes 

tempos é similarmente diminuída. Entretanto, a dupla mutação em Rad51D e 

XRCC3 tem efeito aditivo frente a lesões causadas por outros agentes como a 

cisplatina e a camptotecina. Os parálogos de Rad51 têm uma ação conjunta 

para formação do foco de Rad51, entretanto, eles podem ter papéis diferentes 

dependendo do tipo de lesão e do estágio do processo de reparo. 

 

 1.5. As proteínas Rad51 e RecA 

 

O processo de recombinação tem como passo central a troca entre as 

fitas de DNA em regiões homólogas. As proteínas capazes de realizar as 

reações enzimáticas necessárias para a execução desse passo são 

conhecidas como recombinases. Rad51, em eucariotos, e RecA, em 

procariotos, são exemplos de proteínas que possuem essa capacidade. Essas 

duas enzimas guardam homologia estrutural e funcional. Essas proteínas 

promovem a busca por regiões homóloga do DNA, a invasão da fita simples na 

dupla fita homóloga (Figura 2) e a hidrólise do ATP para compor, assim, a 
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reação total em que ocorre a troca entre fitas de DNA. Rad51 e RecA possuem 

regiões de ligação a DNA, interação com a molécula de DNA e um domínio de 

ligação a ATP, sendo esse último a região em que reside a maior parte da 

homologia estrutural quando se alinha a proteína RecA de E. coli e Rad51 de 

humanos (Shinoraha et al., 1993). Em Rad51, essa região corresponde a C-

terminal, ao passo que, em RecA, corresponde a N-terminal (Figura 3). Rad51 

possui uma região extra N-terminal, ao passo que RecA possui uma região C-

terminal extra. Estas regiões compreendem o domínio de ligação ao DNA 

(Aihara et al., 1997; Kurumizaka et al., 1996). 

 

 1.6. Rad51 e Recombinação em Tripanossomatídeos 

 

O gene Rad51 já foi descrito em dois organismos próximos a T. cruzi: L. 

major e T. brucei. O gene Rad51 de L. major (LmRad51) foi isolado e seu 

produto expresso em E. coli. Ele codifica para uma proteína de 377 

aminoácidos com homologia com Rad51 de vários outros organismos (McKean 

et al., 2001). A proteína LmRad51 tem sua expressão aumentada de 24 a 48 

horas depois da exposição à fleomicina que é um agente que causa quebras 

duplas no DNA, sugerindo assim que ela participa no reparo dessas lesões. 

McKean e colaboradores (2001) foram capazes de mostrar ainda que essa 

enzima tem atividade ATPásica, ou seja, é capaz de quebrar a molécula de 

ATP e, também, que ela se liga a DNA fita dupla e fita simples. Assim, a 

proteína LmRad51 tem as atividades relacionadas ao processo de 

recombinação e deve ter alguma relação com a virulência da L. major, uma vez 

que a capacidade de reparar eficientemente as lesões causadas pelo dano 

oxidativo gerado pela reposta intracelular pode ter relação com a sobrevivência 

do parasito. 

O papel da recombinação em T. brucei é mais bem conhecido no 

processo de variação antigênica. Esse parasito possui em sua membrana uma 

proteína conhecida como VSG (do inglês, Variant Surface Glycoprotein) 

codificada por genes que estão localizadas nas regiões teloméricas juntamente 

com outros genes relacionados à virulência do T. brucei (Revisado por Pays, 

2006). Esse padrão de organização é semelhante às ilhas de patogenicidade 
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Figura 3. Comparação entre as proteínas Rad51 humana (HsRad51) e 

RecA de E. coli. Região listrada indica a porção N-terminal de HsRad51 e C-

terminal de RecA. O quadriculado indica a região em que há maior homologia 

entre essas duas proteínas. Adaptado de Shinoraha et al., 1993. 
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encontradas em bactérias. A forma sanguínea desse parasito expressa cerca 

de 107 moléculas de um único tipo de VSG. Caso o hospedeiro apresente uma 

resposta imunológica contra essa proteína, um novo tipo de proteína é 

selecionado e, então, é possível observar que há uma mudança na 

antigenicidade dessa proteína uma vez que um novo gene de VSG passa ser 

expresso. Existem cerca de 1700 genes para VSGs sendo a maioria 

pseudogenes (Berriman et al., 2005). Eles se localizam tanto nos 

minicromossomos (de 50 a 150Kb) quanto nos cromossomos maiores. 

Interessantemente, apenas um desses genes é expresso por vez. Uma das 

formas de se modificar o gene que será expresso é pelo processo de 

recombinação (Pays et al., 2004; McCulloch et al., 1999). O nocaute do gene 

TbRad51 causa uma diminuição na capacidade de se realizar essa troca, 

confirmando assim que o gene TbRad51, assim como o processo de 

recombinação, é essencial no processo de evasão do sistema imunológico do 

T. brucei durante a infecção do hospedeiro mamífero (McCulloch et al., 1999). 

Vários genes parálogos a Rad51 estão envolvidos na regulação do processo 

de recombinação. Em células eucarióticas, já foram descritos: Rad51B, 

Rad51C, Rad51-D, XRCC2 e XRCC3. T. brucei também possui cinco 

parálogos RAD51-3, RAD51-4, RAD51-5, RAD51-6 e DMC1. Rad51-3 e Ra51-

5 já foram nocauteados nesse organismo e sua deficiência está correlacionada 

à sensibilidade a metil-metanosulfonato, e eles devem ter um papel regulatório 

na recombinação assim como os parálogos de Rad51 em outros eucariotos 

(Proudfoot e McCulloch, 2005). Rad51-3 participa ainda do processo de troca 

das VSGs assim como Rad51, uma vez que o nocaute desse gene causa uma 

diminuição na eficiência desse processo (Proudfoot e McCulloch, 2005). 

Em T. cruzi, o processo de recombinação não é completamente 

compreendido. Entretanto, há algumas evidências da sua importância para a 

biologia do parasito (Revisado por Machado et al., 2006). O T. cruzi possui um 

alto grau de homozigose em seu genoma quando marcadores como os locos 

de isoenzimas e de microsatélites são analisados (Miles et al., 1978; Oliveira et 

al., 1998). Ainda, alelos dos genes da tripanotiona redutase e diidrofolato 

redutase-timidilato sintase são também homozigotos em várias cepas de T. 

cruzi I e T. cruzi II (Machado e Ayala, 2001). Esse grau de homozigose não é 

esperado para organismos como T. cruzi que se reproduzem assexuadamente 
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por divisão binária. De fato, esperava-se uma alta heterozigose, pois em 

organismos com esse tipo de reprodução, a evolução dos alelos de um gene 

ocorre de maneira independente uma vez que o acúmulo de mutações é 

independente. Tal efeito é denominado “efeito Meselson” e já foi observado em 

rotíferos bdelóides assexuados (Welch e Meselson, 2000). Há quatro maneiras 

de se explicar a ausência do efeito Meselson em T. cruzi. A primeira é por 

causa de automixia que não foi descrita nesse parasito. A segunda é por 

eventos de reprodução sexuada. O Trypanosoma cruzi é capaz de efetuar 

trocas gênicas (Gaunt et al., 2003). Além disso, algumas cepas híbridas já 

foram descritas nesse parasito (Machado e Ayala, 2001; Brisse et al., 2003). 

Entretanto, esses eventos são muito raros e não podem explicar o alto grau de 

homozigose. As outras duas envolvem a recombinação mitótica e a conversão 

gênica que podem ter a participação de Rad51. Esses fenômenos podem 

ilustrar a importância do gene Rad51 e do processo de recombinação mitótica 

na biologia do T. cruzi. 

 

  1.7. A proteína Rad51 de T. cruzi 

 

Durante minha dissertação de mestrado, isolamos e caracterizamos o 

gene Rad51 de T. cruzi (TcRad51). A análise de ESTs (Expressed Sequence 

Tags) homólogas ao gene Rad51 de T. brucei permitiu a identificação das 

regiões C-terminal e N-terminal do produto de TcRad51 e, conseqüentemente, 

possibilitou a construção de iniciadores específicos para clonagem da região 

codificadora desse gene pela técnica da PCR. A seqüência de nucleotídeos foi 

obtida e utilizada na identificação da seqüência da proteína. Pesquisas em 

banco de dados revelaram que a proteína TcRad51 tem homologia com Rad51 

de diversos organismos e também com outras recombinases. Além disso, 

foram identificados alguns domínios que são necessários para a função de 

recombinase. A organização de TcRad51, estudada pela técnica de “Southern 

blot”, indica que há uma cópia do gene no genoma do T. cruzi. Ensaios de 

“Northern blot” mostraram que um único RNA mensageiro é expresso em todas 

as formas de vida do parasito. O produto desse gene foi capaz de aumentar a 

taxa de mutação quando expresso em E. coli selvagem, fornecendo evidências 
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de que a proteína TcRad51 interage com DNA bacteriano induzindo uma 

resposta do sistema S.O.S. Além dos experimentos voltados para a 

caracterização desse gene, verificamos também aspectos de evolução 

molecular em onze cepas de T. cruzi. O que observamos foi um alto grau de 

conservação de um fragmento de 359 pares de bases do gene TcRad51. A 

árvore filogenética baseada nesses fragmentos indica que essas cepas se 

dividem em três grupos. Além disso, duas cepas, 167 e 115, possuem alelos do 

gene Rad51 que pertencem a dois grupos diferentes indicando que elas são 

híbridas. Os resultados aqui apresentados abriram uma nova perspectiva para 

o entendimento da biologia do parasito T. cruzi por identificar um importante 

gene envolvido no processo de recombinação e reparo de quebra dupla no 

DNA. Com a intenção de melhor compreendermos o papel da recombinação 

em T. cruzi, nesse trabalho continuamos com a caracterização do gene 

TcRad51. 

 

  1.8. Reparo por Excisão de Base 

 

O Reparo por Excisão de Base foi outra via de interesse de nossos 

estudos devido a sua relação com a correção de um grande número de lesões 

espontâneas geradas por produtos do metabolismo celular. Uma proteína 

central nesse processo é a DNA polimerase  (DNA pol ). O estudo de sua 

função em células de eucariotos tem sido de grande importância no 

conhecimento do metabolismo de DNA, inclusive em alguns tipos de câncer. 

Pouco se sabe a respeito dessa enzima em tripanossomatídeos e, 

especialmente, em T. cruzi. O fato de ela conter um sinal de endereçamento 

mitocondrial abre muitas questões a respeito do seu papel nesse parasito. O 

estudo desse gene em T. cruzi pode trazer informações importantes sobre a 

biologia desse protozoário. 
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  1.9. DNA polimerase  (DNA pol ) e Reparo por Excisão de 

Base 

 

 Em células de eucariotos, já foram descritas pelo menos quatorze DNA 

polimerases que diferem pelas subunidades, pela atividade enzimática e pela 

função no metabolismo do DNA (Friedberg et al., 2006). A DNA pol  é capaz 

de preencher pequenos espaços no DNA (Chagovetz et al., 1997) e, em 

células de mamíferos, está envolvida no reparo por excisão de base (Sobol et 

al.,1996). Esse tipo de reparo é subdivido em duas vias de acordo com o 

número de nucleotídeos que são adicionadas após a excisão que, por sua vez, 

é determinado pelo conjunto de proteínas que são recrutadas para exercer 

essa função (Figura 4). Inicialmente, uma DNA glicosilase reconhece a base 

lesada e a remove criando um sítio AP. A perda da base pode acontecer 

também espontaneamente na molécula de DNA e os sítios AP estão entre os 

tipos de lesões mais comuns. Em seguida, AP endonuclease 1 (APE1) 

promove a quebra da ligação fosfodiéster 5’ da lesão (Matsumoto e Kim, 1995, 

Demple e Sung, 2005). No reparo por excisão de base de um só nucleotídeo, a 

DNA pol  remove um resíduo de desoxirribose fosfato (dRP) 5’-terminal 

(Matsumoto e Kim, 1995, Prasad et al., 2005) e, então, adiciona um 

nucleotídeo no espaço resultante. Um complexo formado por XRCC1 e a DNA 

ligase III termina processo fazendo a ligação 3’ do nucleotídeo adicionado. No 

reparo por excisão de base de via longa, a DNA pol  é a principal enzima 

responsável pelo preenchimento de “gaps” de dois a seis nucleotídeos uma vez 

que extratos celulares deficientes nessa enzima mostram uma reduzida 

capacidade de efetuar o reparo através dessa via (Dianov et al., 1999), 

entretanto, a DNA pol  pode substituí-la nesse preenchimento. A enzima FEN1 

é a responsável pela remoção do esqueleto de carbono e dos nucleotídeos da 

pequena fita simples excedente que se forma. A ligação da fita nessa via é feita 

pela DNA ligase I. A deleção do gene da DNA pol  em camundongos é letal, 

indicando que essa enzima é essencial para o desenvolvimento embrionário 

(Gu et al., 1994). Além disso, células embrionárias deficientes mostram um 

aumento na sensibilidade a agentes alquilantes. 
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Figura 4. Ilustração esquemática do reparo por excisão de base: à 

esquerda, está representada a via de excisão de apenas um nucleotídeo e a 

direita, a via longa de excisão. Adaptado do sítio 

web.mit.edu/bevin/www/ber.shtml. 
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A via de reparo por excisão de bases é uma via altamente organizada e 

a interação entre suas proteínas parece ser determinante para o bom 

andamento desse processo. Um modelo foi sugerido para explicar o 

funcionamento dessa via, ele foi chamado de “passando o bastão” (Wilson e 

Kunkel, 2000). Nele, uma enzima estimula a ligação ao substrato da próxima 

enzima, semelhante à passagem do bastão por velocistas em uma corrida. A 

mutação V86R em XRCC1 impede o complexo formado por esta enzima e a 

DNA ligase III de se ligar a DNA pol  o que diminui a eficiência do BER, 

sugerindo que a ligação desse complexo a DNA pol  é necessária para que o 

mesmo chegue mais facilmente ao seu substrato (Parsons et al., 2005). Esse 

complexo seria determinante também em definir qual caminho o BER seguiria: 

longo ou curto (Petermann et al., 2006). A APE1, além da atividade revisora, 

estimula a síntese com deslocamento de fita pela DNA pol  bem como a 

atividade de dRP liase (Sukhanova et al., 2005). Por outro lado, a PARP-1 inibe 

a atividade dessa mesma enzima indicando que a DNA pol  tem sua função 

regulada pela interrelação entre ela, a PARP-1 e a APE1 (Sukhanova et al., 

2005). A enzima FEN1 também pode estimular a síntese de DNA pela DNA pol 

 que, por sua vez, coopera na atividade dessa enzima (Liu et al., 2005). A 

atividade de síntese com deslocamento da fita pela DNA pol  também é 

influenciada pela proteína WRN (Harrigan et al., 2003), essa proteína tem 

atividade de helicase e de exonuclease, ambas no sentido 3’-5’ (Harrigan e 

Bohr, 2003), e está ausente na Síndrome de Werner. Interessantemente, as 

atividades de exonuclease e helicase cooperam com a DNA pol  na remoção 

de nucleotídeos pareados incorretamente durante o BER (Harrigan et al., 

2006). 

 

  1.10. DNA pol  em Tripanossomatídeos 

 

Até o presente momento, já foram descritas DNA polimerases  em três 

organismos da família dos tripanossomatídeos. A primeira caracterização foi 

feita em Crithidia fasciculata e correspondia a uma polimerase de 47-kDa 

isolada a partir do cinetoplasto, uma estrutura associada à mitocôndria que é 

característica dos cinetoplastídeos. A proteína isolada possuía características 
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bem comuns às das DNA polimerases , em contrapartida, era bem diferente 

da DNA pol  que é a polimerase geralmente associada aos processos de 

metabolismo de DNA em mitocôndrias de outros eucariotos (Torri et al., 1994). 

Em seguida, o gene que codifica essa enzima foi clonado e verificou-se que 

seu produto tem 33% de identidade com a DNA pol  humana. Além disso, ela 

apresentava sinal de localização para a mitocôndria bem como o sítio de 

clivagem característico para o transporte para essa organela. A DNA pol  foi, 

então, classificada como mitocondrial, embora nenhum experimento de 

localização da proteína tenha sido feito. A função atribuída a ela seria o 

preenchimento de “gaps” nas moléculas do DNA do cinetoplasto durante o 

processo de replicação (Torri e Englund, 1995). O gene DNA pol  de 

Leishmania infantum foi clonada pela PCR e, logo em seguida, foi utilizado 

para a obtenção da proteína em fusão com uma cauda de histidina em E. coli. 

A proteína purificada foi usada em imunizações em camundongos para a 

produção de anticorpos. Experimentos de imunofluorescência indicaram que, 

em L. infantum, a DNA pol  se localiza no núcleo (Taladriz et al., 2001). Em T. 

brucei, duas polimerase  foram clonadas. Uma possui 70% e a outra 30% de 

identidade com a DNA pol  de C. fasciculata. Quando em fusão com essas 

enzimas, a GFP foi direcionada para a mitocôndria (Saxowsky et al., 2003).  

 Em cultura de células humanas, o AZT é capaz de inibir o crescimento 

da forma amastigota do T. cruzi (Nakajima-Shimada e Aoki, 1998). Entretanto, 

a inibição não está relacionada à ação desse fármaco sobre a atividade de 

transcriptase reversa como observado no caso da AIDS. As DNA pol , 

caracterizadas até o momento, são capazes de inserir o AZT no DNA, portanto, 

é possível que a DNA pol  seja relevante no mecanismo de ação do AZT. 

Assim, tendo em vista a importância dessa enzima para o entendimento da 

biologia do T. cruzi, do seu possível envolvimento na geração de variabilidade, 

bem como a possibilidade de novas abordagens para o tratamento da doença 

de Chagas surge nosso interesse no estudo dessa enzima. 
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  1.11. Como proteínas envolvidas na manutenção da 

estabilidade genômica poderiam gerar variabilidade genética? 

 

Em células humanas, a superexpressão da DNA pol  é capaz de 

aumentar a taxa de mutação celular (Canitrot et al., 1998), e foi também 

associada a mudanças genéticas mais complexas como, por exemplo, 

aneuplóidia e deficiência em “checkpoints” mitóticos (Bergoglio et al., 2002). As 

DNA polimerases  são enzimas sem atividade revisora e, portanto, quando 

tem sua expressão aumentada, essas enzimas podem dar a célula um fenótipo 

mutador, ou seja, a célula possui um número aumentado de mutações ou 

outros tipos de mudanças genéticas que podem ser vantajosos ou não, mas 

que podem conferir uma plasticidade evolutiva, permitindo sua sobrevivência 

em ambientes instáveis e de forte seleção natural. A expressão aumentada da 

DNA pol  já foi detectada em diversas células tumorais incluindo gliomas e 

linfomas, câncer de mama, cólon, próstata (Srivastava et al., 1999) e leucemia 

crônica (Canitrot et al., 2006).  

A proteína Rad51 também pode fornecer uma fonte de instabilidade 

genética não só por sua ausência, mas também por seu excesso. Proteínas 

envolvidas no reparo por recombinação, como Rad51, quando mutadas ou não 

expressas provocam uma diminuição na fidelidade dessa via de reparo o que 

gera instabilidade cromossômica, sensibilidade a agentes causadores de 

“cross-linking” e a irradiação (Thompson e Schild, 2001). Por outro lado, a 

hiperatividade da maquinaria de recombinação também é responsável pela 

geração de instabilidade genética através de recombinações inapropriadas, 

resultando em translocações, deleções, duplicações e perda de heterozigose 

(Thacker, 2004). A superexpressão de Rad51 e instabilidade genética 

associada a esse fenômeno já foi observada em uma série de tumores (Han et 

al., 2002, Maacke et al., 2000a, Maacke et al., 2000b, Raderschall et al., 2002 e 

Xia et al., 1997), mas a importância do mesmo para o surgimento e/ou 

progressão do tumor ainda não foi estabelecida, sendo que deve haver uma 

possível relação com mecanismos de resistência a drogas. 

Uma vez que essas duas proteínas são candidatas para geração de 

variabilidade genética em T. cruzi e tendo em vista a importância desse 
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processo na biologia desse parasito, iniciamos o estudo de caracterização das 

mesmas bem como dos genes que as codificam. 
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 2.1. Objetivo Geral 
 

Caracterização dos genes Rad51 e DNA polimerase  que estão 

envolvidos no metabolismo de DNA de Trypanosoma cruzi e, também, estudo 

da proteína codificada pelo gene da DNA polimerase . 

 

 2.2.  Objetivos Específicos 

 

 Verificar a capacidade do gene Rad51 de T. cruzi de participar da 

recombinação utilizando CHO modificadas para se medir esse processo. 

 Investigar a resposta do T. cruzi frente à radiação , avaliando-se o 

crescimento da forma epimastigota desse protozoário após irradiação ou não. 

Será verificado também o efeito desse agente sobre as bandas cromossômicas 

de T. cruzi. Avaliar, também, os níveis de mRNA para o gene TcRad51 após a 

exposição a esse agente. 

 Clonar o gene da DNA polimerase  do Trypanosoma cruzi. 

Determinar sua seqüência e identificar na mesma característica que permitam 

associá-la as DNA polimerase da família X, através de comparação da mesma 

com DNA polimerases  de outros organismos. 

 Verificar a habilidade desse gene em sintetizar DNA in vivo através de 

ensaios de complementação em bactérias deficientes para o gene da DNA 

polimerase I. Avaliar a possibilidade da DNA polimerase  em participar do 

processo de síntese translesão de lesões causadas pela luz U.V. através da 

irradiação dessas bactérias. 

 Produzir a proteína DNA polimerase  em E. coli utilizando a fusão da 

mesma com o gene da Maltose Binding Protein (MBP). Verificar a sua 

capacidade de síntese de DNA in vitro e definir suas condições ótimas de 

funcionamento. 

 Avaliar o papel da DNA polimerase  na incorporação de nucleotídeos 

no DNA utilizando o AZT. Determinar a incorporação desse nucleotídeo in vivo 

em epimastigotas de diferentes cepas de T. cruzi. Verificar in vitro a 

incorporação de AZT no DNA pela DNA polimerase . Verificar também a 
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capacidade da DNA polimerase  em incorporar didesoxirribonucleotídeos no 

DNA in vitro. 

 Determinar o potencial da DNA polimerase  como uma proteína 

geradora de mutações através da análise in vitro da incorporação de 

nucleotídeos incorretos durante o processo de síntese de DNA. 

 Verificar a expressão dessa enzima em extratos citoplasmático, 

nuclear e total da forma epimastigota de T. cruzi. 
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  3.1. Meios de cultura e linhagens de bactérias e células 
eucarióticas 

 

Nos experimentos com bactérias, foi utilizado o meio 2x YT 

(Bactotriptona 16g/L, extrato de levedura 10g/L,  NaCl 5g/L). O pH foi ajustado 

para 7,0 com NaOH (1N) e o meio esterilizado por autoclavação. Para 

produção do meio sólido, foi adicionado ágar 1,5% antes da autoclavação. As 

linhagens de bactérias utilizadas nesse trabalho são descritas na Tabela I. 

Ampicilina (100g/mL) foi adicionada ao meio de cultura para a seleção de 

bactérias com plasmídeos. 

Nos experimentos com células eucarióticas, foi utilizado o meio de 

cultura D-MEM suplementado com glutaMAX(Invitrogen), soro fetal bovino 

10%, 100mg/mL de estreptomicina e 100U/mL de penicilina. As células foram 

de ovário de hamster (CHO) da linhagem K1 DRA10 (Liang et al., 1998). 

As culturas da forma epimastigota de T. cruzi eram mantidas em meio 

LIT (Liver Infusion Tryptone - liver digest neutralized 5g/L, NaCl 4g/L, 

bactotriptona 5g/L, KCl 0,4g/L, NaH2PO4 8g/L, dextrose 2g/L, 10mL de hemina 

0,2% em NaOH 0,05M, pH 7,3). O meio foi suplementado com soro fetal bovino 

10% (Cultilab), penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100μg/ml) (Invitrogen). 

As culturas eram mantidas em estufa a 28C. As cepas CL Brener, Colombiana 

e JG foram gentilmente cedidas pelo Dr. Égler Chiari do Departamento de 

Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. 

 

  3.2. PCR e clonagens 

 

Foram feitas PCRs utilizando os iniciadores descritos na Tabela II. Nas 

amplificações, as condições gerais foram 10pmol de cada iniciador, 1x tampão 

IB (Phoneutria, MgCl2 1,5mM; KCl 50mM; Triton X-100 0,1%; Tris HCl pH 8,4 

10mM), 50 M de dNTPs e 2,5 unidades de Taq polimerase (Phoneutria) em 

um volume final de 50L. Foram adicionados 20L de óleo mineral. A reação 

foi realizada em um termociclador J.M. Research PTC-100 através do seguinte 

programa de amplificação: 

(i). 5 minutos de desnaturação inicial a 95°C; 
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Tabela I. Características genotípicas das cepas de E. coli AB1157, 

DH5- e SC12-17. 

Cepa Características genotípicas Referência 

AB1157 thr1, leu6, proA2, his4, argE3, thi1, 

lacY1, galK2, ara14, xyl5, mtl1, tsc33, 

rpsL31, supE44 

Bachman, 1972 

DH5- supE44 lacU169 (80lacZ M15) hsdR17 

recA1 endA1 gyrA96 thi1 relA1 

Hanahan, 1983 

SC18-12 recA718 polA12 uvrA155 trpE65 lon-11 

sulA11 

Loeb e Sweasy, 1983 

 

 

 

 

 

Tabela II. Lista de iniciadores. 

Iniciador Seqüência 5’ – 3’  

PB50 ATG TTT CGT GCG ACG  

PB81 GGR TCN GKR TTY TC  

PolBamHI GGA TCC TCA TGG GTC TCG GTT CTC GGG  

Rad51Xho CCG CTC GAG ATG AAC ACC CGC TCC AAG AG  

Rad51Xba CTA GTC TAG ATC AAT CCC TTG CAT CCC CAA  

M13 Reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC  

M13(-20) GTA AAA CGA CGG CCA G  
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(ii). 30 ciclos de desnaturação (95°C por 1 minuto), anelamento (55°C por 1 

minuto) e extensão (72°C por 1 minuto); 

(iii). nova desnaturação, anelamento e uma extensão final de 10 minutos. 

(iv). 4°C indefinidamente. 

A PCR de colônia bacteriana foi feita no volume de 10L, mantendo-se 

as concentrações finais dos reagentes como no protocolo geral. O DNA molde 

para reação era obtido tocando a colônia bacteriana com um palito estéril e 

introduzindo-o rapidamente no tubo da reação. Para clonagens, a PCR era feita 

utilizando-se uma diluição 1/10 da Pfu polimerase (Promega) em Taq 

polimerase (Phoneutria ou Promega). O DNA molde era utilizado na 

concentração de 0,04ng/L e era obtido de epimastigotas da cepa Tulahuén de 

T. cruzi e, em certos casos, de plasmídeos onde o gene já havia sido clonado. 

Para clonagem em vetor para o seqüenciamento, foram usados os 

iniciadores PB50 e PB81 (Tabela II) e DNA molde da cepa Tulahuén na 

amplificação do gene da DNA pol  e, em seguida, o amplicon foi clonado no 

vetor pCR2.1 (Anexo I) do conjunto de reagentes “TOPO-TA cloning kit for 

sequencing” (Invitrogen) segundo especificações do fabricante. 

Para clonagem em vetor de expressão (pMAL, New Englad Biolabs) em 

E. coli, uma nova amplificação foi feita utilizando os iniciadores PB50 e 

polBamHI (Tabela II) e, como DNA molde, plasmídeo carregando o gene já 

clonado. Em seguida, o amplicon foi clonado no vetor pCR2.1 do conjunto de 

reagentes “TOPO-TA cloning kit for sequencing” (Invitrogen) segundo 

especificações do fabricante e purificado pela “Miniprep” de 3mL de cultura das 

bactérias selecionadas. O plasmídeo purificado e o pMAL-c2-Genenase 

(Anexo I, New England Biolabs) foram digeridos com as enzimas de restrição 

EcoRI e BamHI em tampão apropriado com 2g de DNA. O inserto e o vetor 

pMAL foram purificados a partir de gel de agarose 1% usando o conjunto de 

reagentes Concert Rapid Gel Extraction System (Invitrogen). A ligação foi feita 

usando 50ng de vetor e 100ng de plasmídeo a 16C por 2 horas. 

Para clonagem do gene TcRad51 no vetor de expressão de CHO, uma 

nova amplificação foi feita utilizando os iniciadores Rad51Xho e Rad51Xba 

(Tabela II), e, como DNA molde, plasmídeo pUC18 (Anexo I, GE Healthcare) 

contendo o gene. Em seguida, o amplicon e o plasmídeo de destino foram 
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digeridos com as enzimas XhoI e XbaI (New England Biolabs). A ligação foi 

feita usando 50ng de vetor e 100ng do amplicon a 16C por 2 horas. 

 

  3.3. Transformação de E. coli competentes 

 

As linhagens de E. coli DH5-, AB1157, SC12-17 foram tornadas 

eletrocompetentes para transformação com plasmídeos. Brevemente, cerca de 

1L da cultura de interesse com D.O. a 600nm entre 0,6 e 0,8 foi centrifugada a 

7500xg por 10min, e lavada três vezes com cerca de 200mL de glicerol 10%. A 

última lavagem foi feita com 50mL de glicerol 20%. Em seguida, as células 

foram solubilizadas em 1mL de glicerol 10%. A D.O. da diluição 1/10 foi medida 

e, foi adicionado glicerol 10% para que a D.O. a 600nm dessa diluição fosse 

0,15. As células foram alíquotas no volume de 40L e estocada a –80°C. Para 

a transformação, uma alíquota de 40L da célula de interesse foi incubada com 

a ligação ou plasmídeo de interesse por 5 minutos no gelo. Em seguida, as 

células foram transferidas para uma cubeta 0,2cm (Bio-Rad) e mantidas no 

gelo. A eletroporação foi feita utilizando o programa Ec2 do eletroporador 

MicroPulser (Bio-Rad). A voltagem desse programa é de 2,5kV. Imediatamente 

após a eletroporação, foi adicionado 200L de meio 2x YT e as células foram 

transferidas para tubos de 1,5mL. Esses tubos foram, então, incubados por 45 

minutos a 37°C. Duas placas de 2x YT ágar 1,5% com ampicilina (100g/mL) 

eram feitas para cada eletroporação, em uma, eram colocados 50L das 

células eletroporadas, e na outra, o volume restante. As células eram 

incubadas a 37°C durante a noite. A presença de plasmídeos com inserto era 

detectada pela PCR de colônia. 

 

  3.4. Extração de plasmídeos pela técnica de “minipep” e 

“midiprep” 

 
Para a miniprep, cerca de 3mL de meio de cultura saturado com as 

bactérias contendo o plasmídeos recombinantes foi centrifugado a temperatura 

ambiente a uma rotação de 15500xg durante 10 minutos. Descartou-se o 

sobrenadante secando completamente o tubo com papel de filtro estéril para 
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submeter à amostra a extração dos plasmídeos recombinantes com os 

reagentes “Wizard Plus Minipreps DNA Purification System” (Promega). A 

extração foi feita segundo as normas descritas pelo fabricante. 

Para a midiprep, cerca de 500mL de meio de cultura saturado com as 

bactérias contendo o plasmídeos recombinantes foi centrifugado a temperatura 

ambiente a uma rotação de 7500xg durante 10 minutos. Descartou-se o 

sobrenadante, secando completamente o tubo com papel de filtro estéril para 

submeter à amostra a extração dos plasmídeos recombinantes com os 

reagentes do “QIAGEN Plasmid Midi kit” (QIAGEN) segundo as normas 

descritas pelo fabricante. 

Após a extração pela “miniprep” ou “midiprep”, foi feita uma estimativa 

da concentração de DNA através da eletroforese em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídeo. 

 

  3.5. Reações de seqüenciamento. 

 

Todos os plasmídeos utilizados neste trabalho foram seqüenciados em 

ambas as direções usando o seqüenciador automático capilar MegaBACE 

1000 (GE Healthcare). As reações de seqüenciamento foram feitas com os 

reagentes do “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequecing Kit”, segundo as 

normas do fabricante (GE Healthcare), utilizando-se entre 300 a 400ng do DNA 

de interesse e 5pmol de iniciador M13 “universal” ou “reverse” (Tabela II). As 

reações foram feitas no termociclador Mastercycle gradient (Eppendorf), 

usando o seguinte programa: 

(i).30 ciclos de desnaturação (95°C por 20 segundos), anelamento (50°C 

por 15 segundos) e extensão (60°C por 1 minuto); 

(ii).nova desnaturação, anelamento e uma extensão final de 10 minutos; 

(iii).4°C indefinidamente. 

Após as reações, os produtos fluorescentes eram submetidos ao 

protocolo de precipitação com etanol e injetados no seqüenciador de acordo 

com os protocolos recomendados pelo fabricante (GE Healthcare). 
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Os seqüenciamento foram feitos no Laboratório de Genética-Bioquímica 

e no Núcleo de Análises de Genoma e Expressão Gênica (NAGE), ambos no 

Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. 

 

  3.6. Eletroforese em campo pulsátil (PFGE) 

 

Epimastigotas de T. cruzi foram crescidos em meio LIT a 28°C até a fase 

exponencial. A concentração de parasitos foi determinada por contagem em 

cinco replicatas em câmara de Neubauer. Volumes conhecidos de meio de 

cultura contendo os parasitos foram centrifugados a 1700xg por 20 minutos a 

temperatura ambiente; logo após o sobrenadante foi descartado e as células 

foram solubilizadas cuidadosamente em solução salina NaCl 0,85% estéril. 

Após novo ciclo de lavagem, as células foram cuidadosamente solubilizadas 

em PSG (NaH2PO4 75mM; NaCl 60mM; Glicose 10%), a uma concentração de 

1014 parasitos por 100L. Igual volume de agarose LMP 1% fundida em ddH2O 

à temperatura de aproximadamente 40°C foi acrescida à suspensão de 

parasitos. Após homogeneização, a mistura foi imediatamente depositada em 

moldes no formato de blocos de volume de 100L, deste modo, a concentração 

final de parasitos foi sempre de 107 células por bloco. Após cerca de 20 

minutos a 4°C, os blocos foram mergulhados em um grande volume de solução 

ESP (EDTA 0,5M; Lauroyl sarcosine 1%; Proteinase K 0,5mg/mL), e mantidos 

a 50oC sob agitação lenta por 48 horas. Após lavagem em EDTA pH 8,0 0,5M, 

os blocos foram armazenados a 4°C até o momento da eletroforese por PFGE. 

As bandas cromossômicas das populações de parasitos CL Brener, 

irradiadas ou não, foram separadas através de eletroforese de campo pulsátil 

(PFGE) conforme condições descritas por Cano e colaboradores (1995) com 

algumas modificações. Blocos inteiros contendo moléculas de DNA dos 

parasitos foram aplicados em géis de agarose de baixa endosmolaridade 1,2% 

em 0,5x TBE, (BioRad ou FMC bioproducts) ao lado de padrões comerciais de 

peso molecular (cromossomos de Hansenula wingei, BioRad). Os géis foram 

submetidos à eletroforese de campo pulsátil em um aparelho GeneNavigator 

(GE Healthcare) em tampão 0,5x TBE, sob temperatura constante de 8,2°C 

(modificado a partir de Cano et al., 1995). A eletroforese consistiu em pulsos de 
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90 segundos em cada direção (N/S e E/W) por 30 horas, 120 segundos durante 

30 horas, 180 segundos por 25 horas, 210 segundos por 25 horas e 350 

segundos por 25 horas totalizando 135 horas (modificado a partir de Cano et 

al., 1995). Após a corrida, os géis foram corados em uma solução brometo de 

etídeo 1% e fotografados através de um aparato digital Vilber Luormat DP-001. 

Algumas destas imagens foram submetidas a análises por densitometria 

através do Software photodocumentation system FDC V.10. 

 

  3.7. Extração de RNA total de T. cruzi 

 

RNA total da cepa CL Brener de T. cruzi tratada ou não com 500Gy 

foram obtidos a partir de cerca de 1x109 células, utilizando o reagente TRIzol 

(Invitrogen) segundo o protocolo descrito pelo fabricante. Após a extração, era 

feita a dosagem da concentração de RNA medindo-se a D.O. a 260nm.  

 

  3.8. "Northern blot" 

 

Os géis de agarose para análise das amostras de RNA foram realizados 

na concentração 1% em tampão 1x MOPS/EDTA (MOPS pH 7,0 0,02M; 

Acetato de sódio 5mM; EDTA 1mM) e 2% formaldeído (Sambrook et al., 1989). 

Foram adicionados 25L de tampão de amostra (0,75mL de Formamida 

deionizada; 0,15mL de tampão 10x MOPS; 0,24mL de Formaldeído; 0,1mL de 

Água; 0,1mL de Glicerol; 0,08mL de Azul de Bromofenol 10% (p/v)) em 5L de 

amostra e incubado a 65°C por 15 minutos. Em seguida, 1L de brometo de 

etídeo 1,0mg/mL foi adicionado às amostras e estas aplicadas no gel. Após a 

corrida, o gel foi analisado em transiluminador de U.V. O gel que foi utilizado na 

transferência foi tratado inicialmente com solução NaOH 50mM por 20 minutos, 

e em 20x SSC por 40 minutos. Os RNAs foram transferidos para membrana 

Hybond-N (GE Healthcare) por capilaridade em solução 10x SSC. 

Após a transferência, a membrana foi lavada em 2x SSC e o DNA 

imobilizado com luz ultravioleta utilizando-se o aparelho UVStratalinker 

(Stratagene). A membrana foi pré-hibridada em 40mL de solução de hibridação 

(formamida 50% (v/v); 6x SSC; 10x Denhardts; SDS 0,2%; DNA de esperma de 
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salmão 75g/mL) a 42°C por 2 horas. A hibridação foi conduzida por 24 horas 

em 20mL de solução hibridação contendo sonda para o gene TcRad51, 

previamente desnaturada a 100°C durante 5 minutos. A sonda foi marcada com 

32P como descrito no item 3.9. Em seguida, procederam-se duas lavagens da 

membrana em solução de 2x SSC e SDS 0,1% a 65°C. Após a lavagem, a 

membrana foi selada e exposta a filme de raios X a -80°C em cassete. A 

revelação foi feita após diferentes tempos de exposição. 

 

  3.9. Marcação de sondas com 32P e purificação da sonda 

radioativa 

 

As sondas utilizadas para o “Nothern blot” foram construídas a partir da 

amplificação pela PCR. O produto de PCR foi submetido à eletroforese em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 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 recomendações 

do fabricante. Após a estimativa da concentração de DNA feita em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídeo, 100ng de fragmento de DNA 

purificado foi adicionado à reação de marcação de acordo com as indicações 

do fabricante do Random Primed DNA Labeling Kit (Boehringer Mannheim 

Biochemica), utilizando-se 50Ci de 32P-dCTP por reação. Após 30 minutos 

de marcação a 37C, as reações eram bloqueada com 2L de EDTA 

0,2mol/mL pH 8,0. Foi utilizado sistema de gel de filtração molecular para 

eliminação de nucleotídeos não incorporados. A coluna utilizada foi a Nick 

Columns (GE Healthcare). O nível de radiação das frações foi verificado em 

Geiger (Mini Monitor Scintillation Probes-Series 900), sendo que a segunda 

fração correspondente aos nucleotídeos incorporados foi guardada e, 

posteriormente, fervida e adicionada à solução de hibridização. 
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  3.10. Expressão e purificação da DNA pol  em E. coli 

 

A bactéria transformada com o plasmídeo pMAL contendo o gene da 

DNA pol , selecionada pela PCR da colônia, foi colocada para crescer durante 

a noite no volume de 15mL de meio 2x YT e 100g/mL de ampicilina. No dia 

seguinte, esse volume era adicionado a 1L de meio 2x YT com ampicilina na 

mesma concentração. A bactéria era deixada crescer a 25°C até atingir D.O. a 

600nm entre 0,6 e 0,8. Em seguida, foi adicionado IPTG na concentração final 

de 0,6mM, e foi retirada uma alíquota a cada 1 hora. 

Após 4 horas de expressão, a cultura foi centrifugada por 10 minutos a 

7500xg. O sobrenadante foi descartado e as células foram solubilizadas em 

tampão da coluna de maltose (Tris HCl pH 7,4 200mM; NaCl 200mM e EDTA 

1mM). Foi adicionada lisozima e, após 30 minutos de incubação, o material foi 

sonicado por 1 minuto e 45 segundos a amplitude de 30% com pulsos de 15 

segundos “ON” e 15 segundos “OFF”. Em seguida, foi feita uma centrifugação 

à 3000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido para passagem na 

coluna de maltose (New england biolabs) segundo as especificações do 

fabricante. O precipitado, correspondente à fração insolúvel, foi solubilizado em 

10mL sarcosil 1%, centrifugado a 3000xg por 10 minutos, e o sobrenadante foi 

diálisado contra água mili-Q durante a noite. O sobrenadante dialisado foi 

diluído em 40mL de tampão da coluna e usado para passagem na coluna de 

maltose. 

 

  3.11. Ensaio de complementação funcional em bactéria 

 

Bactérias E. coli da cepa SC18-12 e AB1157 (Tabela I), transformadas 

com plasmídeos pMAL e pMAL contendo o gene da DNA pol , foram 

submetidas a diferentes doses de luz U.V. para se medir a sensibilidade das 

mesmas. 

Em outro ensaio, essas mesmas bactérias foram plaqueadas em meio 

2x YT sólido suplementado com ampicilina (100g/mL)  e colocadas para 

crescer a temperatura de 30C e 42C durante a noite. 
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  3.12. Ensaio de recombinação em células eucarióticas 

 

O gene Rad51 de Trypanosoma cruzi (TcRad51) foi clonado no 

plasmídeo pcDNA 3.1 (Anexo I, Invitrogen) que permite a transfecção estável 

de CHO K1 DRA10 (Liang et al., 1998). Alguns clones foram selecionados e 

colocados na presença de 1mg/mL G418 para se determinar o número de 

células que se tornam resistentes a esse antibiótico. Esse número representa o 

número de recombinantes o que permite avaliar a participação desse gene no 

processo de recombinação. 

 

  3.13. Ensaio in vitro de síntese de DNA 

 

A habilidade da DNA pol  em sintetizar DNA foi avaliada pela 

incorporação de nucleotídeos a um iniciador marcado radiotivamente ou com 

fluoresceína. Para isso, purificamos a proteína DNA pol  em fusão com a MBP 

(Proteína que se liga à maltose). Foram construídos dois oligonucleotídeos: um 

de 16-mer (Tabela III) que corresponde ao iniciador e um de 30-mer (Tabela 

III) que corresponde à fita molde para síntese. O oligonucleotídeo de 16-mer foi 

marcado com radioatividade usando-se ATP radioativo e a proteína cinase 

(New England Biolabs) segundo as normas do fabricante da enzima. Esses 

nucleotídeos foram misturados em um tampão de anelamento (Tris HCl pH 7,5 

10mM; NaCl 50mM e MgCl2 10mM) por 10 minutos a 70°C. Em seguida, foi 

feita a reação de síntese em tampão apropriado (HEPES pH 8,5 25mM; NaCl 

125mM; MgCl2 5mM e DTT 1mM), os quatros desoxirribonucleotídeos, a DNA 

pol  e 2-5ng do  DNA obtido através do protocolo de anelamento. A reação foi 

interrompida pela solução de parada (Formamida 95%; EDTA 20mM; Azul de 

Bromofenol 0,05% e Xileno Cianol 0,05%) e as amostras resolvidas em gel de 

acrilamida desnaturante com uréia e formamida. O gel foi exposto a filme 

radiográfico que após a revelação permitiu que se determinasse se houve ou 

não síntese de DNA. 

No sistema não radioativo, o iniciador M13 -40 marcado com 

fluorescência foi anelado a diferentes oligonucleotídeos (Tabela III). O 

anelamento era feito em solução tampão (Tris HCl pH 7,0 10mM; NaCl 50mM e 
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Tabela III. Lista de iniciadores para ensaio de síntese. 

Iniciador Seqüência 5’ – 3’ 

M13 -40 CAG CAC TGA CCC TTT TG 

pT CAA AAG GGT CAG TGC TGT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT T 

pA CAA AAG GGT CAG TGC TGA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA A 

pC CAA AAG GGT CAG TGC TGC CCC CCC CCC CCC CCC CCC CCC 

C 

pCA CAA AAG GGT CAG TGC TGC ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA 

C 

pA2T CAA AAG GGT CAG TGC TGA AAA ATT AAA AAA AAA AAA AAA A 

SintM138HG CAA AAG GGT CAGT GCT GGX ACT GGG TGT CGA AGC TCT CTA 

GCA TGAa 

16-mer CAC TGA CTG TAT GAT G 

30-mer CTC GTC AGC ATC TTC ATC ATA CAG TCA GTG 

 

a X representa o nucleotídeo modificado 8-oxoguanina. 
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EDTA 1mM) aumentando-se a temperatura até 70ºC, e depois as amostras 

eram deixadas resfriando lentamente. As condições de síntese variavam de 

acordo com o experimento como descrito nos resultados. Após o processo de 

incubação para síntese, as amostras foram resolvidas em gel de acrilamida 6% 

desnaturante em seqϋenciador automático ALF (GE Healthcare). Os 

fluorogramas eram analisados e a eficiência de reação era calculada pela 

relação entre a área do pico correspondente ao oligonucleotídeo de 40-mer e a 

área do correspondente ao de 16-mer. 

 

  3.14. Ensaio in vitro da incorporação de AZT 

 

Foi usado também um sistema alternativo para verificar a capacidade de 

síntese da DNA pol  (Capp et al., 2006). Nesse sistema, a reação era feita 

utilizando-se como molde para síntese um DNA plasmidial tratado com a 

DNAse. Então, esse DNA foi colocado na presença do tampão de reação, dos 

dNTPs (na concentração de 5M, exceto o dTTP) sendo o dTTP marcado com 

3H (100Ci) e a DNA pol . Foi adicionado também o AZTTP em diferentes 

concentrações. Após duas horas de reação, o DNA foi transferido e ligado a 

uma membrana, e em seguida, lavados com solução de ácido tricloroacético 

0,5%. Em seguida foi adicionado o líquido de cintilação e foi feita uma leitura no 

aparelho -counter. 

 

  3.15. Extratos totais, nucleares e citoplasmáticos 

 

Para a preparação dos extratos nucleares e citoplasmáticos, cerca de  

5 x 109 epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi foram coletados por 

centrifugação a 1700xg a 4°C, em seguida, lavados com 1x PBS e novamente 

centrifugados. Os parasitos foram solubilizados em tampão A gelado (Tris HCl 

pH 7,4 10mM; MgCl2 2mM; EDTA 1mM; KCl 5mM; CaCl2 2mM; Espermidina 

1mM e PEG-6000 6%) e foram mantidas no gelo por 10 minutos. Ao final, as 

células eram examinadas ao microscópio para verificar se elas estavam 

turgidas. Foram adicionados NP-40 (0,5% na concentração final) e Triton X-100 

(0,4% na concentração final) e foi feita uma homogeneização dessas amostras. 
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Uma alíquota foi retirada, concentradas a vácuo e foi adicionado o mesmo 

volume de 2x tampão SDS ”gel-loading” (Tris HCl pH 6.8 100mM; DTT 200mM; 

SDS ; azul de bromofenol 0,2% e glicerol 20%) correspondente a fração total. 

Uma alíquota também era retirada para exame ao microscópio para se verificar 

se a lise ocorreu. No restante das amostras, era adicionado 2x tampão B 

gelado (sucrose 0,64M; Tris HCl pH 7,5 40mM; Espermidina 1mM, EDTA 1mM, 

KCl 60mM e DTT 0,5mM) e, imediatamente, essas amostras eram 

centrifugadas a velocidade de 1700xg por 15 min. O sobrenadante era 

coletado, concentrado a vácuo e era adicionado o mesmo volume de 2x 

tampão SDS ”gel-loading”. Essa fração é a fração citoplasmática. O material 

precipitado pela centrifugação era lavado em 1x tampão B e, novamente, 

centrifugado. O precipitado era então solubilizado em 1x tampão B e era 

adicionado o mesmo volume de 2x tampão SDS ”gel-loading”. Essa fração é a 

nuclear. 

 

  3.16. “Western Blot” 

 

Os extratos foram separados em gel de acrilamida 10% segundo 

Sambrook e colaboradores (1989). Em seguida, as proteínas foram transferidas 

para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare). A membrana foi bloqueada 

em PBS 1x, Tween 0,02% (PBS-t) e leite desnatado 5% por uma hora. A 

membrana foi lavada duas vezes por 10 minutos em PBS-t e o anticorpo 

primário foi diluído 400 vezes em PBS-t e incubado durante a noite. No dia 

seguinte, a membrana foi lavada três vezes por 10 minutos em PBS-t e 

incubada com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase 

alcalina (AP) durante 1 hora. Foram feitas três lavagens de 10 minutos. A 

revelação era feita na própria membrana em tampão AP (Tris HCl pH 9,5 

100mM, NaCl 100mM e MgCl2 5mM) e em seguida a membrana foi revelada 

com método colorimétrico utilizado 5-bromo-4-cloro-3-indolil/nitro blue 

tetrazolium (BCIP 167g/mL e NBT330g/mL). 

O soro imune foi produzido em uma coelha através de quatro 

imunizações. Na primeira delas, a proteína de fusão MBP-DNA pol  foi 
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misturada o adjuvante completo de Freud. Nas outras três, foi utilizado o 

adjuvante incompleto de Freud. 

 

  3.17. RT-PCR em tempo real 

 

RNA total de T. cruzi, cerca de 1µg, quantificado por eletroforese de 

capilaridade (RNA 6000 nanochips kit, Agilent) foram utilizado em reações de 

síntese da primeira fita do cDNA com o “kit” SuperScript II Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) e iniciadores dT(12-18) seguindo-se instruções do 

fabricante. As reações controle eram executadas sem a transcriptase reversa 

para determinação de DNA contaminante nas amostras de RNA. Os níveis de 

expressão do gene TcRad51 foi determinado pela PCR em tempo real usando 

o produto de síntese de cDNA como molde das reações no aparato para PCR 

em tempo real (ABI7900 – Applied Biosystems). As reações eram feitas 

utilizando-se a mistura de reagentes SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) com 0,25μM de cada iniciador (TcRad51.10, 

ATGAACACCCGCTCCAAG e Tcr51.31, GCGGATGAACCCATT). Primeiro, a 

ampUNG era ativada a 50°C por 5 minutos e, depois, inativada a 95°C por 10 

minutos. Esse passo também ativa a TaqGOLD polimerase. Em seguida, eram 

feitos 40 ciclos a 60°C e 95°C por 1 minuto cada. Para normalização, foi 

utilizado o gene da GAPDH que é constitutivamente expresso. Todas as 

amostras eram feitas em duplicadas em dois experimentos independentes. 

Para a determinação da quantidade relativa do gene TcRad51, o método 2-ΔΔCt 

foi feito como descrito em Ingham e colaboradores (2001). 

 

  3.18. Sobrevivência de cepas do T. cruzi na presença de AZT 

 

Para verificar a sobrevivência do T. cruzi na presença de AZT, as cepas 

JG, Colombiana e CL Brener foram contadas e, em seguida, diluídas para a 

concentração de 1 x 106 células/mL. Em 2mL de cultura LIT, foi adicionado 

AZTMP nas concentrações de 100, 200 e 300M. Foi feito um controle sem 

adição de AZTMP. Após cinco dias, as células foram contadas novamente. 
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  3.19. Sobrevivência e crescimento de cepas do T. cruzi após 

irradiação . 

 

Para verificar a sobrevivência do T. cruzi após a irradiação , as cepas 

JG, Colombiana e CL Brener foram contadas e 2,5 x 108 células foram 

submetidas ou não a 500 e 1000Gy de irradiação. Após cinco dias, as células 

foram contadas novamente. Para verificar o efeito da radiação  no crescimento 

da cepa CL Brener de T. cruzi, epimastigotas foram contadas e diluídas para a 

concentração de 2,0 x 107 células/mL. Um grupo de células foi, então, 

submetido a 500Gy de irradiação. As células eram contadas de 48 em 48 horas 

em eritrocina 4% em 1x PBS. 
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                                                                                                     Resultados 

 60 

Como descrito em dissertação de mestrado (Regis-da-Silva, 2002), o 

gene Rad51 de T. cruzi foi parcialmente caracterizado. Em tal trabalho, 

clonamos o gene TcRad51. Verificamos a presença de seu RNA mensageiro 

em todas as formas do parasito e que os níveis desse RNA na forma 

amastigota eram mais elevados. O gene TcRad51 foi também clonado em 

plasmídeo de levedura e utilizado em ensaios de complementação funcional 

em Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente, outros experimentos foram 

feitos para melhor entender a sua participação no metabolismo de DNA T. 

cruzi. 

 

  4.1. Ensaio de Recombinação em CHO utilizando o gene 
Rad51 

 

Uma das formas de se verificar a influência de um gene no processo de 

recombinação é utilizando a linhagem CHO K1 DRA10 (Liang et al., 1998). 

Essas células possuem duas seqüências inativas do gene Neo que confere 

resistência ao antibiótico neomicina bem como ao seu análogo G418. Na 

primeira cópia, foi inserida uma seqüência chamada I-SceI que retira o gene de 

fase. A segunda seqüência não possui a região 5’ sendo, portanto, uma 

seqüência não expressa. Sendo assim, o processo de recombinação entre 

essas duas cópias poderia permitir a ativação de um desses genes e 

conseqüentemente um fenótipo de resistência a neomicina. Dessa forma, para 

verificar se o gene Rad51 de T. cruzi poderia aumentar a taxa de 

recombinação, o mesmo foi clonado no vetor pcDNA 3.1 e transfectado em 

CHO K1 DRA10. Os clones de células transfectados com o vetor vazio ou 

contendo o gene TcRad51 foram colocados em presença de 1mg/mL de G418. 

O clone carregando o gene TcRad51 apresentou um aumento significativo do 

número de recombinantes (Figura 5) mostrando que o gene TcRad51 pode 

causar um aumento na taxa de recombinação assim como seus homólogos em 

outros organismos. 
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Figura 5. Ensaio de recombinação em células CHO K1 DRA10 

transformadas com o vetor pcDNA3 e esse mesmo vetor carregando o gene 

TcRad51. 
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  4.2. Resposta do Trypanosoma cruzi frente à radiação  

 

A radiação  , dentre outros tipos de danos, causa quebras na fita de 

DNA que podem ser religadas pelo reparo por recombinação homóloga 

caracterizado por sua alta fidelidade. Células epimastigotas de três cepas de 

T. cruzi, CL Brener, JG e Colombiana, foram submetidas a essa radiação. 

Interessantemente, as três cepas se mostraram muito resistentes sendo a DL50 

de 1000Gy (Figura 6). Um dos principais genes envolvidos no processo de 

reparo da quebras de dupla fita causadas por esse agente é o gene Rad51. 

Para verificar se a resistência à radiação  estava associada a uma 

indução da expressão do gene Rad51, RNA total da cepa CL Brener foi 

extraído de células irradiadas ou não, e cerca de 10g de RNA total foi usado 

para transferência em membrana de náilon. Há um aumento estimado de cerca 

de duas vezes da quantidade de mRNA para o gene de T. cruzi quando 

irradiado a 500Gy se comparado ao não irradiado (Figura 7). Os RNAs 

ribossômicos 18S, 24S e 24S indicam que aproximadamente a mesma 

quantidade de RNA total foi utilizadas para ambas amostras. Além disso, 

também foi feita a RT-PCR em tempo real de amostras irradiadas com 500Gy e 

não. Considerando-se as quantidades relativas ao mRNA do gene de GAPDH, 

há um aumento de quatro vezes nos níveis de mRNA para o gene TcRad51 

quatro horas após a irradiação. E mesmo 24 horas após a irradiação, o nível 

desse mRNA é duas vezes maior nas células irradiadas.  

A técnica PFGE permite visualizar o padrão de bandas cromossômicas 

do T. cruzi em gel de agarose. A radiação , por causar quebras na dupla fita 

de DNA, pode alterar esse padrão. Assim, parasitos que sofreram irradiação 

tiveram suas bandas cromossômicas examinadas através da PFGE. As células 

não irradiadas apresentam um padrão de bandas compatível com o já descrito 

para T. cruzi (Cano et al., 1995). Já o padrão das células irradiadas 

apresentou-se no gel sob a forma de um rastro de DNA após a irradiação 

(Figura 8). A formação desse rastro é um indicativo que os cromossomos 

desse parasito sofreram várias quebras gerando a perda das bandas 

cromossômicas. O reparo das quebras de dupla-fita é evidenciado pelo 

restabelecimento do padrão de bandas normal 48 horas após a irradiação. 
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Figura 6. Curva de sobrevivência à radiação ionizante. Células de 

diferentes cepas de T. cruzi foram expostas a diferentes doses de radiação 

ionizante e após cinco dias, as células sobreviventes foram contadas. Os 

valores são referentes a triplicatas. 
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Figura 7. (A) Northern blot utilizando como sonda o gene TcRad51. 

Foram utilizados os RNAs totais de células irradiadas com 500Gy ou não. (B) 

Estimativa da quantidade de RNA através do gel de agarose utilizando os 

RNAs ribossômicos 18S, 24S e 24S. 
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Figura 8. Resposta do T. cruzi frente à radiação . Gel de Agarose LMP 

1% onde foram resolvidas, por PFGE, amostras da cepa CL Brener obtidas 

vários tempos após a irradiação. N.I. representa o não irradiado enquanto M 

representa um marcador de peso molecular. 
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Análise do padrão de bandas foi feita também 6, 24, 30 e 48 horas após 

a irradiação e, mais uma vez, a reconstituição cromossômica só foi detectada 

depois de 48 horas (Figura 9). Interessantemente, o parasito irradiado só inicia 

seu crescimento 320 horas após a irradiação ao passo que o parasito não 

irradiado cresce normalmente (Figura 10). Esse aumento na fase “lag” de 

crescimento indica o tempo necessário para que o mesmo não só repare o seu 

material genético, mas também restabeleça todas as suas funções celulares 

afetadas pelo processo de irradiação para que possa, então, se reproduzir. 

 

Um segundo gene relacionado ao metabolismo de DNA estudado 

codifica a DNA polimerase . Embora, seu produto tenha sido extensivamente 

estudado em mamíferos, pouco se conhece a respeito do seu papel na biologia 

de parasitos como o Trypanosoma cruzi. Dada a sua já conhecida importância 

em células eucarióticas, é interessante se conhecer a contribuição do mesmo 

para a integridade genômica do T. cruzi. 

 

  4.5. Clonagem do gene da DNA pol  do T. cruzi 

 

Com o objetivo de clonar o gene da TcDNA pol , a seqüência do gene 

DNA pol  de Crithidia fasciculata foi utilizada para fazer uma pesquisa no 

banco de dados de ESTs (dbEST) com o programa blastn 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) que revelou uma única EST de T. cruzi. 

Essa EST, identificada pelo ID AW330432, possui 86% de identidade em 

relação à seqüência de C. fasciculata. O tamanho total da EST é de 585 

nucleotídeos sendo essa seqüência gerada a partir de uma biblioteca 

normalizada de cDNA de epimastigotas da cepa CL Brener. A seqüência 

classificada como sendo de alta qualidade foi utilizada para fazer uma nova 

busca no banco de dados de ESTs através do programa blastn. O resultado da 

pesquisa revelou a presença de duas ESTs com homologia significativa sendo 

uma delas a própria EST utilizada na pesquisa. Essa nova EST apresenta 370 

nucleotídeos e está identificada pelo ID AW330431. Análise dessa EST 

mostrou que ela apresentava a região 5’ do gene, permitindo a construção de 

iniciadores a partir do ATG inicial. Para a construção de um iniciador para a 
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Figura 9. Análise do padrão de bandas cromossômicas de T. cruzi em 

diferentes tempos após exposição à radiação . A figura de cima representa a 

canaleta do gel de agarose corado pelo brometo de etídeo onde as amostras 

foram resolvidas por PFGE. Em baixo, está a representação densitométrica das 

bandas detectadas. 
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Figura 10. Curva de crescimento da cepa CL Brener de T. cruzi. 

Células, irradiadas ou não, foram mantidas em cultura e contadas de 48 em 48 

horas. O quadrado representa as células não irradiadas e o losango, as células 

expostas a 500Gy de radiação . 
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região 3’, as seqüências de proteína da DNA pol  de C. fasciculata e L. 

infantum foram usadas em um alinhamento e, a partir de um consenso, foram 

construídos iniciadores degenerados. A PCR feita com esses iniciadores e 

DNA genômico da cepa Tulahuén produziu a amplificação de um fragmento de 

cerca de 1200pb, correspondente a região codificadora completa do gene. O 

fragmento foi ligado no plasmídeo pCR 2.1 (Invitrogen). Os plasmídeos 

purificados após a clonagem foram seqüenciados, o que revelou uma 

seqüência de 1209 pb correspondente a uma proteína de 402 resíduos de 

aminoácidos. Essa seqüência tem 53% de resíduos similares em relação à 

seqüência de DNA pol  humana e 33% de resíduos idênticos (Figura 11). E 

em relação à seqüência de rato, ela possui 52% de resíduos similares e 32% 

de resíduos idênticos (Figura 11). A seqüência de proteína foi usada em um 

alinhamento com as seqüências de T. brucei (88% de resíduos similares e 80% 

de idênticos), L. infantum (69% de similares e 76% de idênticos), L. major (69% 

de similares e 77% de idênticos) e C. fasciculata (69% de similares e 77% de 

idênticos) (Figura 12). Essas proteínas são altamente conservadas dentro do 

grupo dos tripanossomatídeos como mostra a seqüência consenso. As 

proteínas de T. brucei e de T. cruzi possuem inserções na região C-terminal. 

Essas inserções não são conservadas entre esses dois organismos e tem 

tamanhos diferentes, embora sejam conservadas entre as cepas de T. cruzi. 

Por outro lado, esses dois parasitos possuem uma deleção de cerca de cinco 

resíduos de aminoácidos na região central da proteína correspondendo aos 

resíduos de 255 a 260 de L. major, L. infantum e C. fasciculata. Esses resíduos 

são conservados nos outros três tripanossomatídeos. Essas seqüências 

possuem ainda 27 resíduos de aminoácidos que são conservados na família 

das DNA pol . Entretanto, na posição do resíduo 368, os alelos das cepas de 

T. cruzi, possuem uma substituição de uma tirosina por uma fenilalanina. 
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Tc1    1 MFRRTFWRFNPDSRENIIRIFKEMADLNNALGEKYKVQSYIRALNSLKTNLDLPLRTVED 

Tc3    1 MFRRTFWRFNPDSRENVIRIFKEMADLNNALGEKYKVQSYIRALNSLKTNLDLPLRTVED 

Tc2    1 MFRRTFWRFNPDSRENIIRIFKEMADLNNALGEKYKVQSYIRALNSLKTNLDLPLRTVED 

Hs     1 MSKRKAPQETLNG--GITDMLTELANFEKNVSQAIHKYNAYRKAASVIAKYPHKIKSGAE 

Rn     1 MSKRKAPQETLNG--GITDMLVELANFEKNVSQAIHKYNAYRKAASVIAKYPHKIKSGAE 

            *                    *                    * 

Tc1   61 LERFPGFGSKLLKKAEEIIMTGKLEELEKKTKP-KLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDRE 

Tc3   61 LERFPGFGSKLLKKAEEIIMTGKLEELEKKTKP-KLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDRE 

Tc2   61 LERFPGFGSKLLKKAEEIIMTGKLEELEKKTKP-KLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDRE 

Hs    59 AKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEKIRQDDTSSSINFLTRVSGIGPSAARKFVD-E 

Rn    59 AKKLPGVGTKIAEKIDEFLATGKLRKLEKIRQDDTSSSINFLTRVTGIGPSAARKLVD-E 

                *             *                        * * 

Tc1  120 GIFTVEELIEKADRIQLTDQQRVGVKYFHDINEKIPMHESVLHENFLRESVQARLTSDYE 

Tc3  120 GIFTVEELIEKADRIQLTDQQRVGVKYFHDINEKIPMHESVLHENFLRESVQARLTSDYE 

Tc2  120 GIFTVEELIEKADRIQLTDQQRVGVKYFHDINEKIPMHESVLHENFLRESVQARLTSDYE 

Hs   118 GIKTLEDLRKNED--KLNHHQRIGLKYFGDFEKRIPREEMLQMQDIVLNEVKK-VDSEYI 

Rn   118 GIKTLEDLRKNED--KLNHHQRIGLKYFEDFEKRIPREEMLQMQDIVLNEVKK-LDPEYI 

                                * 

Tc1  180 IQVCGSYRRRHPFSGDVDAILARTLSAPPLDCPVTNTGVLGTLVDYLQERNYLEATMAQG 

Tc3  180 IQVCGSYRRRHPFSGDVDAILARTLSAPPLDCPVTNTGVLGTLVDYLQERNYLEATMAQG 

Tc2  180 IQVCGSYRRRHPFSGDVDAILARTLSAPPLDYPVTNTGVLGTLVDYLQERNYLEATMAQG 

Hs   175 ATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPSFTS---ESTKQPKLLHQVVEQLQKVHFITDTLSKG 

Rn   175 ATVCGSFRRGAESSGDMDVLLTHPNFTS---ESSKQPKLLHRVVEQLQKVRFITDTLSKG 

             *  **      * *  * 

Tc1  240 PLKYMGMGRLPPRTTNGTTKHYKARRVDIRLIEARSVPTALLTFTGSKNFNVIMRQAAIS 

Tc3  240 PLKYMGMGRLPPRTTNGTTKHYEARRVDIRLIEARSVPTALLTFTGSKNFNVIMRQAAIS 

Tc2  240 PLKYMGMGRLPPRTTNGTTKHYKARRVDIRLIEARSVPTALLTFTGSKNFNVIMRQAAIS 

Hs   232 ETKFMGVCQLPSKNDE---KEYPHRRIDIRLIPKDQYYCGVLYFTGSDIFNKNMRAHALE 

Rn   232 ETKFMGVCQLPSENDE---NEYPHRRIDIRLIPKDQYYCGVLYFTGSDIFNKNMRAHALE 

           *                      * *                ***       *  * 

Tc1  300 KGYLLNEYGLFKLGSPEEVKALQERVRANKIAGTKNSPTDAASDPTVEEGVDPVVSVISG 

Tc3  300 KGYLLNEYGLFKLGSPEEVKALQERVRANKIAGTKNSPTDAASDPTVEEGVDPVVSVISG 

Tc2  300 KGYLLNEYGLFKLGSPEEVKALQERVRANKIAGTKNSPTDAASDPTVEEGVDPVVSVISG 

Hs   289 KGFTINEYTIRPLG---------------------------------------------- 

Rn   289 KGFTINEYTIRPLG---------------------------------------------- 

 

Tc1  360 HSAKMETLGLTKEELEVKRVHVTCEKDVFDVLGMPFAKPENRDP 

Tc3  360 HSAKMETLGLTKEELEVKRVHVTCEKDVFDVLGMPFAKPENRDP 

Tc2  360 HSAKMETLGLTKEELEVKRVHVTCEKDVFDVLGMPFAKPENRDP 

Hs   303 ------VTGVAGEPLPVD-----SEKDIFDYIQWKYREPKDRSE 

Rn   303 ------VTGVAGEPLPVD-----SEQDIFDYIQWRYREPKDRSE 

                                 *   *      *  *  * 

Figura 11. Alinhamento das seqüências das proteínas DNA pol  de 

Trypanosoma cruzi (Tc), Rattus norvegicus (Rn; Número de acesso no sítio do 

NCBI, AAH98668) e Homo sapiens (Hs, Numero de acesso, AAI00289). Tc1 e 

Tc2 referem-se aos alelos da cepa CL Brener de T. cruzi (Números de acesso, 

XP_819968 e XP_813738) e Tc3, da cepa Tulahuén. Os asteriscos, embaixo, 

representam 27 resíduos que são conservados na família das DNA pol . O 

alinhamento foi feito utilizando o programa CLUSTALW 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). 
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Tc1    1 MFRRTFWRFNPDSRENIIRIFKEMADLNNALGEKYKVQSYIRALNSLKTNLDLPLRTVED 

Tc3    1 MFRRTFWRFNPDSRENVIRIFKEMADLNNALGEKYKVQSYIRALNSLKTNLDLPLRTVED 

Tc2    1 MFRRTFWRFNPDSRENIIRIFKEMADLNNALGEKYKVQSYIRALNSLKTNLDLPLRTVED 

Tb     1 MLRRTFFRLSLDNRENIIRIFTEMADLNNALGEKYKVQSYNRAVRSLKTHLDLPLRTVED 

Li     1 MLRRKFLRR--DHRENIIRIFQEMADLNNALGEKYKVSSYHRSIESLKTNLDKPLNTPQD 

Lm     1 MLRRTFLRR--DHRENIIRIFQEMADLNNALGEKYKVSSYHRSIESLKTNLDKPLNTPQD 

Cf     1 MFRRTFLTR--GHRENIIRIFQEMADLNNALGEKYKVSSYLRSIESLKTNLDKPLNTPQD 

            *                    *                    * 

Tc1   61 LERFPGFGSKLLKKAEEIIMTGKLEELEKKTKPKLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDREG 

Tc3   61 LERFPGFGSKLLKKAEEIIMTGKLEELEKKTKPKLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDREG 

Tc2   61 LERFPGFGSKLLKKAEEIIMTGKLEELEKKTKPKLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDREG 

Tb    61 LEKFPGIGSKLLKKAEEIIRTGKLDELEKKTKPKLKAIQELTQIHGFGPRAAATLFDREG 

Li    59 LKAFSGFGAKLLKKAEEIMATGKLEELESKTKPKLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDREG 

Lm    59 LKAFSGFGTKLLKKAEEIMATGKLEELESKTKPKLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDREG 

Cf    59 LKAFSGFGAKLLKKAEEIMATGKLEELESKTKPKLKAIQELTQVHGFGPRAAAALFDREG 

                *             *                       * * 

Tc1  121 IFTVEELIEKADRIQ-LTDQQRVGVKYFHDINEKIPMHESVLHENFLRESVQARLTSDYE 

Tc3  121 IFTVEELIEKADRIQ-LTDQQRVGVKYFHDINEKIPMHESVLHENFLRESVQARLTSDYE 

Tc2  121 IFTVEELIEKADRIQ-LTDQQRVGVKYFHDINEKIPMHESVLHENFLRESVQARLTSDYE 

Tb   121 IFTVEDLIEKADQIQ-LTEQQRVGVRYFHDINEKIPMHESILHENFLRECALRRLGSDYE 

Li   119 IFTVDELLQKADSIPSLTDQQRVGIKYFYDINEKIPMQESVLHENYLREKCMEVLGKDFS 

Lm   119 IFTVDELLQKADSIPSLTDQQRVGIKYFYDINEKIPMQESVLHENYLRDKCMEVLGKDFS 

Cf   119 IFTVEELLQKADSISSLTDQQRVGIKYFYDINEKIPMQESVLHENYLREKCLEVLGKDYT 

                                * 

Tc1  180 IQVCGSYRRRHPFSGDVDAILARTLSAPPLDCPVTNTGVLGTLVDYLQERNYLEATMAQG 

Tc3  180 IQVCGSYRRRHPFSGDVDAILARTLSAPPLDCPVTNTGVLGTLVDYLQERNYLEATMAQG 

Tc2  180 IQVCGSYRRRHPFSGDVDAILARTLSAPPLDYPVTNTGVLGTLVDYLQERNYLEATMAQG 

Tb   180 IQICGSYRRRHPFSGDIDAILARSLNAPPLDAPVTTTGVLTILVEYLQEQRYLEATMALG 

Li   179 ILICGSYRRRHPFSGDVDAILSRTLDAPPLSEPVAATGVLGHFVEFLESLKYLEATMAQG 

Lm   179 ILICGSYRRRHPFSGDVDAILSRTLDAPPLSEPVAATGVLGHFVEFLESLKYLEATMAQG 

Cf   179 IAICGSYRRRHPFSGDVDALLSRTHDAPPLSEPVAATGVLGNYVEHLEKTNYLEATMAQG 

             *  **      * *  * 

Tc1  240 PLKYMGMGRLPPRTTNG-----TTKHYKARRVDIRLIEARSVPTALLTFTGSKNFNVIMR 

Tc3  240 PLKYMGMGRLPPRTTNG-----TTKHYEARRVDIRLIEARSVPTALLTFTGSKNFNVIMR 

Tc2  240 PLKYMGMGRLPPRTTNG-----TTKHYKARRVDIRLIEARSVPTALLTFTGSKNFNVIMR 

Tb   240 PLKYMGMGRLPPRTTGG-----ATKTYKARRVDIRLIETKSVPTALLTFTGSKNFNVIMR 

Li   239 PLKYMGMGRLPPRIVRDKAGRENTKVYKARRVDIRLIETKSVPTAMLTFTGSKNFNVIMR 

Lm   239 PLKYMGMGRLPPRIVRDKAGRENTKVYKARRVDIRLIETKSVPTAMLTFTGSKNFNVIMR 

Cf   239 PLKYMGMGRLPPRIVRDKAGRENTKVYKARRVDIRLIETKSVPTAMLTFTGSKNFNVIMR 

           *                           * *                ***       * 

Tc1  295 QAAISKGYLLNEYGLFKLGSPEEVKALQERVRANKIAGTKNS----PTDAASDPTVEEGV 

Tc3  295 QAAISKGYLLNEYGLFKLGSPEEVKALQERVRANKIAGTKNS----PTDAASDPTVEEGV 

Tc2  295 QAAISKGYLLNEYGLFKLGSPEEVKALQERVRANKIAGTKNS----PTDAASDPTVEEGV 

Tb   295 QAAISKGYLLNEYGLFKVGTSDEVRVLQERVRARKAAGLSKSQMKQEDPYSSSSVTEEGA 

Li   299 QAAISKGYLLNEYGLFKLGTPEEARALYERIGIRGKNAG--------------------- 

Lm   299 QAAISKGYLLNEYGLFKLGTPEEARALYERIGIRGKNAG--------------------- 

Cf   299 QAAIAKGYLLNEYGLFRLGTPEEARALYERVGIKGKNAG--------------------- 

           * 

Tc1  351 DPVVSVISGHSAKMETLGLTKEELEVKRVHVTCEKDVFDVLGMPFAKPENRDP 

Tc3  351 DPVVSVISGHSAKMETLGLTKEELEVKRVHVTCEKDVFDVLGMPFAKPENRDP 

Tc2  351 DPVVSVISGHSAKMETLGLTKEELEVKRVHVTCEKDVFDVLGMPFAKPENRDP 

Tb   355 EPFVSSISGNSAKMETLGMTKEELEAKRVHVTCEKDVFDVLGMPYAKPENRDP 

Li   338 --------------EELGVPKDELEDKRVEVRSEQDVFDVLGMPYAKPENRDP 

Lm   338 --------------EELGVPKDELEDKRVEVRSEQDVFDVLGMPYAKPENRDP 

Cf   338 --------------EELGVPKEELEDKRVDVRSEQDVFDALGMPYAKPENRDP 
                                          *   *      *  *  * 

Legenda ao lado. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Alinhamento das seqüências das proteínas DNA pol  de 

tripanossomatídeos. Tc1 e Tc2 referem-se aos alelos da cepa CL Brener de T. 

cruzi (Números de acesso no sítio do NCBI, XP_819968 e XP_813738) e Tc3, 

da cepa Tulahuén. Tb se refere a T. brucei (Número de acesso, AAQ56191); 

Lm, L. major (Número de acesso, CAJ02268); Li, L. infantum (Número de 

acesso, AAF00495) e Cf, C fasciculata (Número de acesso, AAQ68599). Os 

asteriscos, embaixo, representam resíduos 27 resíduos que são conservados 

na família da DNA pol . A seta indica o único resíduo conservado onde há 

uma substituição de uma tirosina por uma fenilalanina. O alinhamento foi feito 

utilizando o programa CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). 
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  4.6. Expressão da TcDNA pol  em E. coli 

  

A produção da proteína TcDNA pol  permite se fazer ensaios funcionais 

in vitro. A proteína pode também ser utilizada na imunização de animais para a 

produção de anticorpos. Com esses objetivos, o gene da TcDNA pol  foi 

clonado no plasmídeo pMAL e, em seguida, transformado em E. coli. A 

proteína de fusão tem um tamanho teórico de 87kDa. A TcDNA pol  foi 

produzida em grandes quantidades (Figura 13a). Entretanto, após a lise das 

bactérias, a maior parte dessa proteína permanecia na fração insolúvel, 

provavelmente sob a forma de corpúsculos de inclusão. Dois protocolos de 

solubilização de proteínas forma usados. O primeiro utilizava uréia como 

desnaturante. Uma grande quantidade de proteína era solubilizada. Entretanto, 

após a diálise, essa proteína não se ligava a coluna de amilose. No segundo 

protocolo, foi utilizado o detergente sarcosil. Mais uma vez, a proteína era 

solubilizada em grande quantidade. Foi possível se purificar a proteína em 

coluna de amilose. Essa proteína pode ser utilizada na imunização do coelho. 

Todavia, ela não mostrava atividade in vitro. 

Embora a maior parte da proteína estivesse na fração insolúvel, era 

possível também identificá-la na fração solúvel (Figura 13b). Em purificação 

típica utilizando essa fração, uma parte da proteína se ligava a coluna de 

amilose. Após a lavagem, essa proteína pôde ser eluída e, logo após, dosada 

pelo método de Bradford. O rendimento da purificação variava entre 4 e 6mg 

por litro de cultura de bactérias. 

 

  4.7. Expressão da TcDNA pol  em epimastigotas de T. cruzi 

 

Para verificar a expressão de TcDNA pol  em T. cruzi, extratos de 

epimastigotas da cepa CL Brener foram resolvidos em gel de acrilamida 12% e 

depois transferidos para membrana de nitrocelulose que foram incubadas com 

anticorpos produzidos em coelho contra a DNA pol  de T. cruzi. Esses 

anticorpos foram capazes de detectar uma banda de aproximadamente 45kD 

(Figura 14, canaleta 1), que não está presente no soro pré-imune (Figura 14, 

canaleta 4). O tamanho teórico da TcDNA pol  é de aproximadamente 45,5kD. 
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Figure 13. (A) Expressão da proteína de fusão MBP-TcDNA pol  em E. 

coli. As amostras foram resolvidas em gel de acrilamida 10% com SDS. As 

amostras T0 e T4 correspondem ao tempo anterior e quatro horas após a 

indução respectivamente. Sol. e Insol. representam as frações solúveis e 

insolúveis após a lise da bactéria. (B) Purificação em coluna de amilose da 

proteína de fusão MBP-TcDNA pol . As amostras foram resolvidas em gel de 

acrilamida 10% com SDS. Ñ lig. e Lav. referem-se a fração não ligada a coluna 

e a amostra retirada durante a lavagem respectivamente. 

(B) 

(A) 
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Figura 14. Western blot de extratos da cepa CL Brener de T. cruzi. Na 

canaleta 1, 2 e 3, foram utilizados extratos total, citoplasmático e nuclear 

respectivamente e anticorpo contra a proteína de fusão MBP-TcDNA pol . Nas 

canaletas 4 e 5, foram utilizadas a proteína total e a MBP purificada 

respectivamente e soro pré-imune. Na canaleta 6 e 7, foram utilizados 

respectivamente extratos total, MBP e anticorpo contra essa proteína. 
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Uma vez que esses anticorpos foram produzidos utilizando uma proteína em 

fusão com a MBP, testamos também se anticorpos produzidos em coelho 

contra a MBP são capazes de detectar a TcDNA pol  em extratos de 

epimastigotas. Embora seja capaz de detectar a MBP (Figura 14, canaleta 7), 

os anticorpos não reagiram com proteínas do extrato que possuíam o tamanho 

da enzima de T. cruzi (Figura 14, canaleta 6). Os anticorpos contra TcDNA pol 

 foram testados em extratos nucleares (Figura 14, canaleta 3) e 

citoplasmáticos (Figura 14, canaleta 2) de T. cruzi. Ao contrário da proteína de 

T. brucei e assim como a proteína de L. infantum, a de T. cruzi parece estar na 

fração nuclear (Figura 14, canaleta 3). 

 

  4.8. Complementação funcional da bactéria SC18-12. 

 

Para verificarmos se a homologia do gene TcDNA pol  com outras DNA 

polimerases também era funcional, realizamos experimentos de 

complementação heteróloga em bactérias. Para isso, utilizamos a cepa  

SC18-12 de E. coli que tem uma mutação no gene da DNA polimerase I que 

não permite o crescimento da bactéria a 42C. Além disso, ela possui uma 

mutação no gene da proteína UvrA, que a torna sensível a luz U.V. Células 

eletrocompetentes dessa cepa foram transformadas com o plasmídeo pMAL 

carregando o gene da DNA polimerase  e o mesmo vetor vazio. Como 

controle, a cepa AB1157, selvagem para os genes da DNA polimerase I e uvrA, 

foi também transformada por eletroporação com o plasmídeo pMAL. A 

superexpressão da DNA pol  nas células SC18-12 restauram a habilidade das 

mesmas em crescer a temperatura de 42C (Figura 15a). Interessantemente, a 

DNA pol  também foi capaz de permitir o crescimento dessas células após a 

irradiação com luz U.V. (Figura 15b) Nesse caso, é provável que essa enzima 

tenha atividade de síntese translesão, ou seja, ela é capaz de sintetizar tendo 

como molde DNA lesionado pela luz U.V. 

 

 

 

 



                                                                                                     Resultados 

 76 

 

 

 

 

Figure 15. Complementação da cepa SC18-12 de E. coli. (A) 

Crescimento da cepa a 30°C e 42°C. A cepa selvagem AB1157 tem um 

crescimento normal em ambas as temperaturas enquanto que a cepa polA- 

cresce a 30°C e a 42°C apenas quando possui o gene da DNA pol . (B) 

Crescimento da cepa após irradiação com luz U.V. Apenas a cepa selvagem e 

a cepa SC18-12 transformada com plasmídeo contendo o gene DNA pol  são 

capazes de crescer após o tratamento com U.V. 
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  4.9. Síntese in vitro de DNA 

 

Uma vez que a TcDNA pol  era capaz de realizar síntese  in vivo, a 

proteína purificada de T. cruzi foi usada para realizar a reação de síntese in 

vitro que consiste em incubar essa proteína na presença dos quatro 

nucleotídeos e um iniciador de 16 bases anelado a um oligonucleotídeo de 30 

bases. A TcDNA pol  foi capaz de sintetizar DNA como pode ser observado 

pelo aparecimento de uma banda 30 pares de base (Figura 16). Além disso, 

ela é uma enzima de baixa processividade uma vez que insere apenas uns 

poucos nucleotídeos por vez. Isso pode ser evidenciado pelo fato de 

aparecerem sinais correspondentes a todos os tamanhos de 16 a 30 bases. A 

baixa processividade é uma característica desse grupo de proteínas como já 

visto para DNA pol  de outros organismos. 

 

  4.10. Incorporação de AZT in vitro e in vivo 

 

Nakajima-Shimada e Aoki (1998) mostraram que a forma amastigota do 

T. cruzi é sensível ao tratamento com o AZT, entretanto não foi identificada 

qual a enzima responsável pela incorporação desse análogo de base. Para 

verificarmos se a TcDNA pol  poderia estar fazendo esse papel, foi feito um 

ensaio de síntese de DNA que mede a incorporação de timidina tritiada ao 

DNA. Nesse ensaio, um DNA plasmidial é tratado com DNAse de forma que ele 

passa a ter uma série de falhas onde poderá ocorrer a síntese de DNA. A esse 

DNA são adicionados os dNTPs e a TcDNA pol . Para avaliar a incorporação 

de AZT, várias concentrações desse fármaco foram adicionadas. Há uma 

diminuição na incorporação de timidina tritiada quando é adicionado AZT nas 

concentrações de 10 e 100M indicando que o mesmo foi utilizado como 

substrato da síntese, inibindo tal processo (Figura 17). Isso sugere que a 

TcDNA pol  pode, portanto, ser uma das enzimas responsáveis pela inibição 

do crescimento do parasito T. cruzi na presença de AZT. Não há incorporação 

de timidina tritiada quando se utiliza a MBP no mesmo experimento, indicando 

que o sistema de purificação não possui proteínas contaminantes capazes de 

incorporar timidina ao DNA. 
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Figura 16. Síntese in vitro de DNA pela TcDNA pol  em fusão com 

MBP. As amostras eram compostas por um iniciador de 16 bases anelado a um 

molde de 30 bases e foram incubadas na ausência ou presença de diferentes 

concentrações de TcDNA pol  a 37ºC por 2 horas. A análise foi feita em gel de 

acrilamida 6%. 

3’ GTGCAGTCGTAGAAGTA              5’ 

5’ CTCGTCAGCATCTTCATCATACAGTCAGTG 3’ 
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Figura 17. Percentual de incorporação de 3H-dTTP na presença de 

diferentes concentrações de AZT. O gráfico no canto superior direito indica o 

percentual de incorporação de H3-dTTP pela TcDNA pol  e MBP. 
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Uma vez que a DNA pol  de T. cruzi é capaz de incorporar o 

nucleotídeo trifosfato modificado AZT, decidimos verificar qual a toxicidade 

também para as formas epimastigotas desse parasito. Para isso, foram 

adicionadas diferentes concentrações de AZT a culturas de epimastigotas de 

três cepas de Trypanosoma cruzi (JG, Colombiana e CL Brener). O AZT foi 

capaz de provocar uma inibição do crescimento de todas as cepas, sendo que 

a cepa JG apresentou uma inibição mais acentuada a partir da concentração 

de 200M (Figura 18). 

 

  4.11. Caracterização das condições ótimas de atividade da 

TcDNA pol  

 

As condições ótimas de atuação da TcDNA pol  foram testadas em 

um sistema que utiliza fluorescência. Nesse sistema, o iniciador da reação 

marcado com fluoresceína foi anelado ao oligonucleotídeo pT (Tabela III, 

Material e Métodos) e incubado na presença dessa proteína. Em seguida 

as amostras foram resolvidas em gel desnaturante de acrilamida 6% no 

seqüenciador automático ALF. Nesse caso, os resultados aparecem como 

picos em um fluorograma (Figura 19), e as áreas sob os mesmo 

representam a medida da sua intensidade. Dessa forma, a atividade da DNA 

pol  pode ser medida pela relação entre a área do pico de 40-mer que 

representa o máximo de polimerização possível e o pico de 17-mer que 

representa a ausência completa de polimerização. Assim, foi avaliada a 

influência da concentração de NaCl, MgCl2, dNTPs, temperatura, pH e 

tempo de reação. Para o estabelecimento da reação, as seguintes condições 

foram mantidas: 10mM de MgCl2, Tris HCl pH 7,4 50mM, 37°C, 100mM de 

cada dNTP, duas horas de reação e sem adição de NaCl. 

A processividade das polimerases também pode ser analisada utilizando 

esse sistema. Assim, podemos confirmar os resultados obtidos no sistema de 

síntese utilizando radioativo. A TcDNA pol  foi capaz de fazer a extensão 

completa do iniciador ligado ao molde pT (Figura 19, canaleta 3). Entretanto, a 

presença de picos intermediários indica a baixa processividade da TcDNA pol 

. Por outro lado, a Klenow que é uma enzima de alta processividade não
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Figura 18. Crescimento do T. cruzi na presença de AZTMP. Culturas de 

epimastigotas de diferentes cepas de T. cruzi foram expostas a diferentes 

concentrações de AZTMP e após cinco dias, as células sobreviventes foram 

contadas. 
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Figura 19. Fluorograma das reações de síntese. Na canaleta 1, a 

amostra não possui nenhuma proteína, a seta indica o pico que corresponde ao 

iniciador (17-mer). Na canaleta 2, a reação de polimerização utilizando a 

Klenow (Invitrogen), a seta indica o pico que corresponde ao máximo de 

polimerização (40-mer). Na canaleta 3, a reação de polimerização feita pela 

DNA pol . 
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 apresenta tais picos intermediários (Figura 19, canaleta 2). 

Para analisar a concentração de NaCl, as concentrações adicionadas 

variaram de 0 a 100mM. O máximo de atividade relativa alcançada foi de 2,5 

sem a adição de NaCl, sendo que a adição de até 25mM provoca pouca ou 

nenhuma diminuição nesse perfil (Figura 20a). Uma queda da atividade de 

polimerase foi observada quando 50mM e 100mM de NaCl foram adicionados. 

Para preparação da reação, há adição de NaCl proveniente da solução de 

eluição da proteína e das condições de anelamento dos oligonucleotídeos. 

Assim sendo, todas as reações acima foram conduzidas com no mínimo 45mM 

desse sal e os dados acima se referem à necessidade de conduzir a reação 

com adição de NaCl. 

A concentração de MgCl2 foi variada de 0 a 100mM. Na ausência de 

MgCl2, a reação não ocorreu uma vez que o Mg2+ esse sal atua como co-fator 

essencial da reação (Figura 20b). E as concentrações de 5mM e de 10mM 

renderam uma atividade relativa de cerca de 1,3. Concentrações maiores que 

25mM são suficientes para abolir a reação de polimerização. 

A atividade da DNA pol  foi testada também em diversos pHs (Figura 

21). Em solução de pH 5 ou menor, a DNA pol  não apresentou atividade 

alguma. No pH 6, há uma pequena atividade de cerca de 0,5. A atividade 

máxima foi detectada em pH 7 que passou a ser o pH adotado em todas as 

reações. Houve uma queda de cerca de 40% nessa atividade em pH 8 e pH 9. 

A atividade da DNA pol  também foi medida em diferentes temperaturas 

(Figura 22). A melhor polimerização ocorre na temperatura 37°C alcançando 

5,0 pontos de atividade. Entretanto, a enzima também funciona nas 

temperaturas de 30 e 42°C, tendo atividades 60 e 80% mais baixas 

respectivamente. 

A DNA pol  também é pouco sensível as concentrações de cada dNTPs 

sendo que uma variação de 10 a 300mM provocou pouca variação na atividade 

dessa enzima (Figura 23). As concentrações mais baixas de 10, 25 e 50M 

geraram uma atividade de variaram em torno de 1,5. Ao passo que a 

concentração intermediária de 100M gerou uma atividade também 

intermediária de 2,0. A melhor condição é com uma concentração mais alta de 

cada dNTP sendo que a atividade alcançou cerca de 2,5. 
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Figura 20. (A) Atividade relativa da TcDNA pol  em diferentes 

concentrações de NaCl. As reações foram conduzidas em Tris HCl pH 7,4 

100mM, 10mM de MgCl2, 100mM de cada dNTP durante duas horas a 37°C. 

Os dados se referem à adição de NaCl à reação final e não a sua concentração 

final. (B) Atividade relativa da TcDNA pol  em diferentes concentrações de 

MgCl2. As reações foram conduzidas em Tris HCl pH 7,4 100mM, 100mM de 

cada dNTP durante duas horas a 37°C. Nos gráficos, estão representados a 

média e o desvio padrão de triplicatas. 
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Figura 21. Atividade relativa da TcDNA pol  em diferentes pH. As 

reações foram conduzidas em Tris HCl 100mM com pH variando de 5 a 9, 

10mM de MgCl2, 100mM de cada dNTP durante duas horas a 37°C. Nos 

gráficos, estão representados a média e o desvio padrão de triplicatas. 
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Figura 22. Atividade relativa da TcDNA pol  em diferentes 

temperaturas. As reações foram conduzidas em 100mM Tris HCl com pH 7,0, 

200mM de dNTPs, 10mM de MgCl2 durante duas horas. Nos gráficos, estão 

representados a média e o desvio padrão de triplicatas. 
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Figura 23. Atividade relativa da TcDNA pol  em diferentes 

concentrações de dNTPs. As reações foram conduzidas em Tris HCl pH 7,4 

100mM, 10mM de MgCl2 durante duas horas a 37°C. Nos gráficos, estão 

representados a média e o desvio padrão de triplicatas. 
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O tempo é outro fator que influência na reação de polimerização. E por 

isso, a reação foi conduzida durante diferentes tempos para se verificar a 

capacidade dessa enzima em promover a extensão de seu substrato (Figura 

24). Nos primeiros 15 minutos, a reação é bem baixa e apenas uma pequena 

detecção foi possível girando em torno de 0,3. Com 30 minutos de reação, há 

um incremento nessa reação sendo que ela parece dobrar alcançando 

aproximadamente 0,7. Um novo aumento ocorre após 45 minutos, havendo um 

novo dobramento da atividade relativa que gira em torno de 1,5. Os próximos 

minutos de reação, referentes ao tempo de 60 e 90 minutos alteram apenas um 

pouco esses valores. Entretanto, depois de 120 minutos, há detecção de um 

novo aumento e a atividade relativa chegando ao seu máximo de 2,3 pontos. 

A natureza do nucleotídeo que serve como molde também influência 

profundamente a eficiência da polimerização. Por isso, testamos se uma 

mudança na fita molde causaria uma mudança na polimerização. Na Figura 

25, podemos observar que o oligonucleotídeo pA, assim como o pT, serve 

como um bom molde. Entretanto, os oligonucleotídeos pC e pCA não são 

eficientemente polimerizados e apenas picos intermediários são detectados 

(Figura 25). Curiosamente, quando foi utilizado um molde que continha um 

nucleotídeo modificado chamado 8-oxoguanina na segunda posição após o 

iniciador, a TcDNA pol  não foi capaz de completar a síntese como esperado, 

ela insere o nucleotídeo diante da lesão, mas é incapaz de continuar o 

processo de síntese (Figura 26). 

 

  4.12. Fidelidade da síntese da TcDNA pol  in vitro 

 

As enzimas da família da DNA pol  não possuem capacidade revisora 

e, portanto, caso um nucleotídeo incorreto seja adicionado, outras proteínas 

são recrutadas para o sítio da lesão para corrigir tal erro. Utilizando o ensaio de 

síntese in vitro foi possível verificar que a TcDNA pol  pode cometer erros 

durante a síntese. Dois sistemas de oligonucleotídeos foram utilizados. No 

primeiro, o pT, que é um molde composto apenas por desoxitiminas, foi 
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Figura 24. Atividade relativa da TcDNA pol  em diferentes tempos. As 

reações foram conduzidas em Tris HCl pH 7,0 100mM, 200mM de dNTPs, 

10mM de MgCl2 a 37°C. Nos gráficos, estão representados a média e o desvio 

padrão de triplicatas. 
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Figura 25. Síntese de DNA pela DNA pol  com diferentes 

oligonucleotídeos como molde. Essa proteína foi incubada em condições 

ótimas (Tris HCl pH 7,0 100mM, 200mM de dNTPs, 10mM de MgCl2 durante 

duas horas a 37°C) com diferentes oligonucleotídeos (a seqüência de cada 

oligonulceotídeo está especificada no resultado correspondente). 

p 

pC 

pCA 

pA 

pC 

pCA 

pT 

3’ GTTTTCCCAGTCAGGTC                       5’ 

5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGCACACACACACACACACACACA 3’ 

3’ GTTTTCCCAGTCAGGTC                       5’ 

5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’ 

3’ GTTTTCCCAGTCAGGTC                       5’ 

5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’ 

3’ GTTTTCCCAGTCAGGTC                       5’ 

5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 3’ 
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Figura 26. Síntese de DNA da DNA pol  com o oligonucleotídeo 

sintM138HG. A incubação foi feita em condições ótimas (Tris HCl pH 7,0 

100mM, 200mM de dNTPs, 10mM de MgCl2 durante duas horas a 37°C). Na 

canaleta 1, não foi adicionada proteína. Na canaleta 2, a reação de 

polimerização foi feita com a Klenow e na 3, com a DNA pol . O X no molde 

sintM138HG representa a base modificada 8-oxoguanina. 

3’ GTTTTCCCAGTCACGAC                              5’ 

5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGGXACTGGGTGTCGAAGCTCTCTAGCATGA 3’ sintM138HG 

2 

3 

1 
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incubado com cada um dos desoxirribonucleotídeos (Figura 27). A TcDNA pol 

 foi capaz de inserir dGTP sobre o molde pT, embora não tenha sido capaz de 

inserir dCTP e dTTP. No segundo (Figura 28), o molde pA2T, que é composto 

por desoxiadeninas mas possui uma interrupção com duas desoxitiminas, foi 

incubado com a DNA pol  na presença de dTTP, sendo adicionado ou não 

dATP, dCTP ou dGTP. Novamente, essa enzima foi capaz de inserir dGTP 

sobre o molde de desoxitimina, mas não foi capaz de adicionar dCTP. 

 

  4.13. Incorporação de didesoxinucleotídeos na molécula de 

DNA pela TcDNA pol  

 

Algumas DNA polimerases, como a DNA pol  humana, são capazes de 

inserir nucleotídeos como o AZT, os didesoxinucleotídeos e mesmo 

ribonucleotídeos ao DNA. Utilizando esse sistema de oligonucleotídeos, 

testamos também a capacidade da TcDNA pol  de inserir ddATP ao DNA. 

Tanto no sistema pT (Figura 29) como no pA2T (Figura 30), o ddATP foi 

incorporado ao DNA. Entretanto, esse nucleotídeo tem uma baixa capacidade 

de competir com o dATP (Figura 30), uma vez que esse nucleotídeo 

adicionado na concentração de 5M já é capaz de competir com ddATP cuja 

concentração era 40 vezes maior. 
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Figura 27. Fluorograma das reações de síntese da DNA pol  com o 

oligonucleotídeo pT. Essa proteína foi incubada em condições ótimas (Tris HCl 

pH 7,0 100mM, 200mM de dNTPs, 10mM de MgCl2 durante duas horas a 

37°C) sendo que na canaleta 1, não foram adicionados nucleotídeos; na 

canaleta 2, foi adicionado dCTP; já na canaleta 3, dGTP e na canaleta 4, dATP. 

A seta indica a detecção do novo pico. 
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Figura 28. Fluorograma das reações de síntese da DNA pol  com o 

oligonucleotídeo pA2T como molde. Em todas as canaletas, foi adicionado 

dTTP. As reações foram feitas em condições ótimas. Nas canaletas 1 e 4, não 

foram adicionados outros nucleotídeos. Nas canaletas 2 e 5, foi adicionado 

dATP, já na canaleta 3, dCTP e na canaleta 6, dGTP. As setas indicam a 

detecção de picos. 
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Figura 29. Fluorograma das reações de síntese da DNA pol  com o 

oligonucleotídeo pT como molde. Na canaleta 1, não foram adicionados 

nucleotídeos. Nas canaletas 2, foi adicionado ddATP, já na canaleta 3,  foram 

adicionados todos dNTPs. 
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3’ GTTTTCCCAGTCACGAC                        5’ 

5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’ pT 
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Figura 30. Fluorograma das reações de síntese da TcDNA pol  com o 

oligonucleotídeo pA2T como molde. Na canaleta 1, não foram adicionados 

nucleotídeos. Na canaleta 2, foi adicionado dATP e dTTP, na 3, apenas dTTP, 

na 4, dTTP e ddATP e na 5, dTTP, ddATP e dATP. Todos os nucleotídeos 

foram adicionados na concentração de 200M exceto o dATP na canaleta 5 

que foi na concentração de 5M. 
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O Trypanosoma cruzi, desde a sua descoberta em 1909 por Carlos 

Chagas, tem se mostrado um organismo ímpar. Sua biologia revela uma 

grande complexidade e suas características instigam a curiosidade daqueles 

que tem acesso às informações ainda escassas a cerca desse parasito. Muitos 

marcadores moleculares já foram utilizados para caracterizar isolados obtidos a 

partir de barbeiros, de animais silvestres e do homem. Um aspecto 

especialmente interessante é a diversidade e a complexidade dos isolados. Em 

1999, em um simpósio comemorativo do aniversário de 90 anos da descoberta 

da doença de Chagas, essas informações foram usadas para se definir dois 

grupos principais desse parasito: T. cruzi I e T. cruzi II. Entretanto, várias cepas 

não puderam ser classificadas por possuírem marcadores que não as incluíam 

em nenhum desses grupos. Recentemente, foi sugerido um novo grupo, T. 

cruzi III, que permite a reunião de algumas dessas cepas baseada no fato 

delas possuírem os mesmos marcadores de DNA mitocondrial (Freitas et al., 

2006). As cepas híbridas não seriam incluídas em nenhum grupo e seriam 

provenientes de raros eventos de troca genéticas entre cepas do grupo T. cruzi 

II e T. cruzi III. Um desafio no estudo do T. cruzi é entender quais mecanismos 

ligados ao metabolismo do DNA governam a geração de variabilidade desse 

parasito. São também esses mesmos mecanismos que definem o grau de 

plasticidade genética desse organismo. Eles podem estar diretamente 

relacionados à sua sobrevivência em ambientes diversos, alguns deles hostis 

como aqueles criados por processos imunológicos de seus hospedeiros e pelo 

uso de fármacos contra o mesmo. Um terceiro ponto de interesse relacionado 

ao metabolismo de DNA é que algumas de suas vias são essenciais para um 

bom funcionamento da célula. O conhecimento de como elas se estruturam e 

quais proteínas delas participam pode definir alvos para desenvolvimento de 

fármacos para o tratamento da doença causada pelo T. cruzi. Para se obter 

informações a cerca do metabolismo de DNA é, portanto, necessário conhecer 

e caracterizar os genes envolvidos nesse processo bem como seus produtos. A 

publicação do genoma do T. cruzi representa um grande avanço em direção a 

isso uma vez que muitos genes e vias de reparo em T. cruzi puderam ser 

identificados. Entretanto, apenas um pequeno número desses genes foi 

caracterizado, e este trabalho visa contribuir para a caracterização de dois 
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genes do metabolismo de DNA em T. cruzi: o da DNA polimerase  (TcDNA pol 

) e o TcRad51. 

O gene TcRad51 foi inicialmente descrito em dissertação de mestrado 

(Regis-da-Silva, 2002). Naquele trabalho, realizamos a clonagem desse gene, 

determinamos a sua seqüência e investigamos algumas de suas característica. 

Primeiro, através da comparação com a seqüência de proteínas de outros 

organismos, foi possível identificar, na proteína de T. cruzi, uma série de 

domínios característicos e necessários para a função de recombinase exercida 

por Rad51. Além disso, detectamos mRNA desse gene em todas formas desse 

parasito, sugerindo que o processo de recombinação está eventualmente 

presente em todos eles, mesmo na forma não replicativa. Entretanto, os níveis 

de mRNA são maiores nos estágios replicativos, especialmente na forma 

amastigota, provavelmente porque nos estágios replicativos o metabolismo do 

DNA é mais intenso. É possível que um nível maior de mRNA na forma 

amastigota tenha ainda uma relação com o fato dessa forma ser um estágio 

intracelular e estar exposta a produtos do metabolismo do seu hospedeiro que 

podem causar lesões no DNA e, portanto, estimular o processo de 

recombinação. Todavia, não possuíamos nenhuma evidência do envolvimento 

desse gene nesse processo. Aqui, mostramos que Rad51 pode realmente ter 

uma função nessa via. Utilizamos, para isso, células CHO K1 DRA10 que 

possuem duas seqüências inativas do gene Neo que confere resistência ao 

antibiótico neomicina bem como ao seu análogo G418 (Liang et al., 1998). Na 

primeira cópia, foi inserida uma seqüência chamada I-SceI que retira o gene de 

fase. A segunda seqüência não possui a região 5’ sendo, portanto, uma 

seqüência não expressa. Dessa forma, células resistentes a G418 só surgem 

pelo processo de recombinação entre as duas cópias inativas. Transfectamos 

essas células com plasmídeo contendo o gene TcRad51 e a expressão do 

mesmo levou a um aumento do número de clones resistentes a G418. Esse 

fenômeno pode ter relação com um estímulo do produto do gene TcRad51 ao 

processo de recombinação, uma vez que esse gene possui 46% de 

similaridade com o gene de hamster. 

 O processo de recombinação é uma via bastante acurada que permite o 

reparo das quebras de dupla fita (Kaanar et al., 1998). Essa lesão pode ser 
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gerada pela radiação . Em células de mamíferos, já existe uma relação 

definida entre a expressão de Rad51, a recombinação e o reparo dessas 

lesões (van Velen et al., 2005; Yuan et al., 2003; Vispe et al., 1998). A 

exposição de epimastigotas de T. cruzi à radiação  mostra que essas células 

apresentam resistência as lesões causadas por esse agente. A LD50 é de 

1000Gy que uma dose 50 a 100 vezes maior que LD50 das células de raízes de 

plantas (Jiang et al., 1997), do Plasmodium falciparum (Geoghegan et al., 

2001) ou de células de mamíferos (Yonetani et al., 2005; Takata et al., 2005). 

Portanto, é possível que o processo de recombinação seja uma via altamente 

ativa no metabolismo do DNA desse parasito. Uma vez que Rad51 é uma 

proteína central no processo de recombinação, foi interessante notar que há 

um aumento de até quatro vezes no mRNA relativo a essa proteína nas células 

irradiadas quando comparadas as não irradiadas 4 horas após a exposição. 

Esse dado corrobora a participação da proteína no processo de recombinação 

e reparo de quebra de fita dupla. A presença das quebras da dupla fita de DNA 

e o seu reparo foram evidenciados na análise dos géis de agarose resolvidos 

pela PFGE. Pode se notar a quebra dos cromossomos por causa da presença 

de um rastro de DNA logo após a irradiação. E a reconstituição dos 

cromossomos 48 após a exposição indica que as quebras foram reparadas. 

Interessantemente, a curva de crescimento das células irradiadas indica não 

haver queda no número de parasitos. Há, por outro lado, uma extensão da fase 

“lag” para cerca de 8 a 10 dias. Dada a presença de lesões no DNA como 

mostrado pela PFGE, isso só pode ser explicado se, mais uma vez, 

considerarmos que uma grande fração dos parasitos conseguiu reparar seu 

material genético e restabelecer suas funções celulares. Em eucariotos, uma 

segunda via conhecida como “non-homologous end joing” pode reparar 

também as quebras de dupla fita. Entretanto, ela é susceptível a erros, pois, 

como implícito no próprio nome, ela não é dirigida pela homologia. Em T. cruzi, 

alguns genes dessa via não foram encontrados (El-Sayed et al., 2005), 

indicando, que assim como em P. falciparum (Gardner et al., 2002), essa via 

poderia estar ausente. Essa informação reforça a importância da recombinação 

no metabolismo do DNA uma vez que ela é provavelmente a única via para o 

reparo das quebras de dupla fita. Interessantemente, assim como o T. brucei, 

dados do projeto genoma indicam a presença de vários parálogos de Rad51 
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(RAD51-3, RAD51-4, RAD51-5, RAD51-6, DMC1) em T. cruzi. Os produtos de 

homólogos desses genes em eucariotos superiores são responsáveis pela 

regulação do processo de recombinação. Em T. brucei, os genes Rad51-3 e 

Rad51-5 foram caracterizados e estão também relacionados à regulação do 

processo de recombinação e Rad51-3, em especial, está relacionado à 

variação antigênica (Proudfoot e McCulloch, 2005). Logo, é possível que assim 

como em T. brucei, em T. cruzi, esses genes tenham uma função regulatória 

necessária para o bom andamento da recombinação. Um outro dado 

interessante é que, em células de mamíferos, a expressão aumentada de 

Rad52 inibe a recombinação homóloga dependente de Rad51 ao mesmo 

tempo em que favorece outras vias que não dependem dessa proteína (Yanez 

e Porter, 2002). Curiosamente, nenhum gene homólogo a Rad52 foi 

encontrado em T. cruzi. Logo, juntamente com o fato de possivelmente não 

haver outras vias de reparo de quebra de fita dupla, a ausência de Rad52 

reforça a importância do processo de recombinação dirigido por Rad51. 

A caracterização inicial do gene Rad51 nos permite formular várias 

novas perguntas em relação à biologia desse parasito. Uma questão é que 

embora tenhamos usado a radiação  como modelo de estudos, o T. cruzi não 

está submetido a esse tipo de estresse, logo qual a real importância do 

processo de recombinação para o T. cruzi? Há várias sugestões para essa 

pergunta e nenhuma delas exclui a possibilidade da outra também ser 

verdadeira. Uma das respostas é que outros tipos de lesões podem gerar 

quebras de dupla-fita. Um exemplo de como isso é possível foi descrito na 

bactéria Deinococcus radiodurans, que apresenta uma resistência muito mais 

alta a radiação  que o T. cruzi. Isso se deve ao fato dessa bactéria ser 

bastante resistente ao ressecamento que acaba causando um grande número 

de quebras de dupla fita (Mattimore e Battista, 1996; Battista et al., 1999). 

Dessa forma, uma possibilidade é que os produtos de metabolismo das células 

ou mesmo substâncias produzidas pelo sistema imunológico, como o óxido 

nítrico, gerariam quebras da dupla fita. E o processo de recombinação poderia 

de ser suma importância para manter a viabilidade de parasitos submetidos a 

esse tipo de estresse. Já é sabido que o óxido nítrico é um potente efetor da 

resposta imunológica contra esse parasito (Silva et al., 2003; Saeftel et al., 
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2001) e ainda que ele causa, entre outras coisas, quebras em cromossomos 

(Wu et al., 2006). 

Um outro ponto interessante relacionado à biologia desse parasito que 

pode ser relacionado ao processo de recombinação é a homogeneidade das 

famílias gênicas. Em T. cruzi, há uma grande expansão de alguns genes 

compondo grupos com inúmeros membros. Alguns são pseudogenes, outros 

têm potencial para serem ativos. Por exemplo, as MASPs (do inglês, Mucin-

associated surface proteins), que são proteínas encontradas apenas no T. 

cruzi, podem ser codificadas por 944 genes e existem ainda cerca de 433 

pseudogenes relacionados a elas (El-Sayed et al., 2005). Essas famílias 

gênicas podem apresentar dois tipos de organização: agrupamentos em 

tandem ou espalhadas pelo genoma (El-Sayed et al., 2005). A recombinação 

deve ter tido um papel essencial na expansão dessas famílias e deve ser uma 

das vias que podem ser associadas a manter certo grau de homologia entre 

elas. A caracterização inicial do gene TcRad51 representa apenas o inicio de 

um trabalho que pode permitir uma melhor compreensão da biologia molecular 

do T. cruzi. Um passo já dado por nosso grupo foi a construção de uma 

linhagem que possui uma expressão aumentada desse gene. A partir daí, 

inúmeras são a possibilidades para se definir melhor a importância do processo 

de recombinação para esse parasito. 

O segundo gene escolhido, da DNA pol , tem sido extensivamente 

estudado em outros organismos devido a sua relação com o câncer. Várias de 

suas peculiaridades já foram definidas. 

Aproximadamente 37 seqüências associadas a DNA polimerases foram 

identificadas através de homologia no genoma de T. cruzi. Esse parasito 

apresenta nove das 14 DNA polimerases conhecidas em eucariotos (Tabela 

IV): DNA pol ,  (kappa),  (delta),  (epslon),  (eta),  (zeta),  (sigma),  

(theta), Rev1 e primase. Ele possui representantes de todas as famílias de 

polimerases envolvidas em vários processos: replicação, síntese de 

iniciadores, reparo de DNA, síntese translesão, replicação e reparo do DNA 

mitocondrial e, por fim, geração de mutações somáticas. É interessante que T. 

cruzi possui seqüências homólogas às subunidades que formam a DNA 

polimerase I, uma enzima bacteriana envolvida no reparo de DNA em 
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Tabela IV. DNA polimerase e suas famílias. 

aRevisado por Friedberg (2006), Hübscher e colaboradores (2002) e O’Donnell 

(2006). 

bApenas a subunidade  da DNA polimerase III. 

E. coli S. cerevisiae T. cruzi H. sapiens Família Função
a

Pol I - Pol I - A

Replicação e Reparo de DNA (Em 

T. cruzi , pode estar envolvida na 

replicação do kDNA).

Pol II - - - B Reparo de DNA

Pol III - ?
b - C Replicação

Pol V - - - Y Síntese Translesão

Pol IV - Pol  Pol  Y Síntese Translesão

- - Pol  Pol  X Reparo por excisão de base.

- Pol  Primase Pol  B Síntese de iniciadores.

- Pol  Pol  Pol  B Replicação de DNA.

- Pol  Pol  Pol  B Replicação de DNA.

- Pol  - Pol  A Replicação do DNA mitocondrial.

- Pol IV - Pol  X Reparo por excisão de base.

- Rev1 Rev1 Rev1 Y Síntese translesão.

- Pol  Pol  Pol  Y Síntese translesão e recombinação.

- Pol  Pol  Pol  A Síntese translesão.

- - - Pol  Y Síntese translesão.

- - - Pol  X
Mutações espôntaneas nos genes 

de imunoglobulinas.

- - Pol  Pol  A

Mutações espôntaneas nos genes 

de imunoglobulinas e síntese 

translesão.

- - - Pol  A ?

- - Pol  Pol  ?
Replicação de DNA (manutenção da 

coesão das cromátides irmãs)

- - Pol -PAK - X Replicação do DNA mitocondrial.
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procariotos. Em T. cruzi, os produtos desses genes possuem sinal de 

direcionamento para mitocôndria. Juntamente com a ausência de DNA pol  

nesse organismo, isso pode sugerir que esses genes codificam proteínas 

envolvidas no processo de replicação do kDNA. Entre essas 37 seqüências 

está também um único alelo de um gene que codifica uma proteína com 

homologia a cadeia  da DNA polimerase III que também é uma proteína da 

família das DNA polimerases C encontrada em procariotos (Revisado por 

Friedberg, 2006). 

Uma outra curiosidade a respeito das polimerases nesse parasito é que 

ele possui uma polimerase que foi encontrada apenas em organismos de sua 

ordem. Essa enzima chamada DNA pol -PAK é paráloga a DNA pol . Três 

das seqüências encontradas no genoma de T. cruzi estão associadas a essa 

proteína. Em T. brucei, essa enzima possui uma região de 300 resíduos na 

porção N-terminal. Tal região é rica em prolinas, alaninas e lisinas e tem 

homologia com a seqüência da proteína 1 associada ao cinetoplasto e com a 

primase, proteínas de C. fasciculata (Saxowsky et al., 2003). Curiosamente, 

embora as enzimas de T. cruzi e de L. major tenham recebido esse nome 

também, elas não possuem essa região em sua seqüência. Assim como as 

outras DNA pol , as enzimas parálogas possuem um possível sinal de 

localização mitocondrial. Em T. brucei, tal localização já foi confirmada 

(Saxowsky et al., 2003). 

A seqüência protéica da DNA pol  é bastante conservada entre os 

tripanossomatídeos. Isso poderia sugerir que há também uma conservação 

também na função da mesma no metabolismo de DNA. Todavia, a proteína de 

L. infantum foi localizada no núcleo e possui atividades enzimáticas 

condizentes com sua participação no reparo de DNA (Taladriz et al., 2001; 

Alonso et al., 2006). Por outro lado, a proteína de T. brucei foi localizada na 

mitocôndria e pode estar envolvida no processo de replicação do DNA dessa 

organela, o kDNA, com uma função diferente da TcDNA pol -PAK (Saxowsky 

et al., 2003). O que define a localização de uma proteína para a mitocôndria é a 

presença de uma grande quantidade de resíduos de aminoácidos positivos e a 

capacidade de se formar uma estrutura secundária de hélice  (Revisado por 

Rehling, 2001). Pode se observar que há uma grande quantidade de 
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aminoácidos com carga positiva na região N-terminal das DNA pol  de 

tripanossomatídeos e a maior parte dos programas de predição de localização 

protéica as apontam como mitocondriais. Entretanto, esses parâmetros não 

podem ser tidos como completamente válidos uma que vez que esses 

organismos podem apresentar diferenças, ou pequenas particularidades, em 

seu sistema de endereçamento que ainda não é bem conhecido. 

As DNA polimerases  dos tripanossomatídeos possuem uma grande 

conservação na região N-terminal. É nessa região que se encontra um domínio 

de 8kDa que é responsável pela atividade de dRP liase. Esse domínio remove 

o esqueleto de desoxiribose fosfato que perdeu base em conseqüência da 

ação de DNA glicosilases ou mesmo espontaneamente. Essa atividade é mais 

associada ao reparo por excisão de base e já foi descrita na DNA pol  de L. 

infantum (Alonso et al., 2006). Devido ao alto grau de conservação dessa 

região, é possível que todas as DNA polimerases  de tripanossomatídeos 

conservem essa atividade. 

A TcDNA pol  possui também 27 resíduos de aminoácidos conservados 

na família das DNA polimerases X. Esse resíduos se distribuem por toda a 

seqüência e fazem parte de vários domínios e alguns deles estão associados à 

ligação ao DNA, aos dNTPs e também aos íons metálicos que agem como co-

fatores na atividade de polimerização. Uma vez que há uma grande 

conservação nos mecanismo de polimerização (Steitz, 1998), a presença 

desses aminoácidos pode ser uma indicação que essa enzima promove a 

reação de síntese de DNA de uma maneira muito similar às outras DNA 

polimerases. A TcDNA pol  possui um resíduo de fenilalanina na posição 368 

que é uma tirosina em outros organismos. Na T7 DNA polimerase, a 

substituição de uma tirosina na posição 526 por uma fenilalanina gera um 

aumento no grau de discriminação entre o didesoxirribonucleotídeo e o 

desoxirribonulceotídeo (Tabor e Richardson, 1995). Curiosamente, a TcDNA 

pol  possui uma alta capacidade de distinção entre esses dois substratos, e 

mesmo quando os didesoxinuleotideos estão numa concentração 40 vezes 

maior ela parece ter preferência pelos desoxirribonucleotídeos. Entretanto, não 

é possível estabelecer uma relação na seqüência entre o resíduo na posição 

526 da T7 DNA polimerase e a posição 368 da TcDNA pol , uma vez que 
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essas enzimas não tem homologia entre si. Se houver alguma relação, ela 

pode ser estrutural. Assim, seria interessante verificar através de mutagênese 

sítio dirigida se há mudança da fenilalanina para tirosina teria implicações 

sobre a maneira como a TcDNA pol  reconhece e diferencia entre 

desoxirribonucleotídeos e didesoxirribonucleotídeos. É interessante ressaltar 

que essa característica não é compartilhada pela DNA pol  humana que não 

consegue diferenciar bem entre eles sendo que há a mesma chance dela 

inserir um ou outro quando os mesmo estão na mesma concentração (Louat et 

al., 2001). 

A atividade de polimerização da TcDNA pol  foi testada in vivo e in vitro. 

Células bacterianas da linhagem SC18-12 foram transformada com os vetores 

pMAL e o mesmo vetor contendo o gene da TcDNA pol . Essas células 

possuem uma mutação no gene PolA que codifica para a DNA polimerase I. 

Essa enzima participa da replicação do DNA bacteriano preenchendo os 

pequenos espaços deixados entre os fragmentos de Okazaki ou mesmo 

espaços deixados pelo sistema de reparo. A mutação polA12ts na cepa SC18-

12 promove a perda de função do seu produto quando colocado para crescer a 

42°C. Por outro lado, essa cepa tem crescimento normal a 30°C. Assim, 

quando a cepa transformada carregando um plasmídeo pMAL foi colocada 

para crescer a temperatura de 42°C, não houve crescimento. Ao contrário, uma 

cepa carregando um plasmídeo contendo o gene da TcDNA pol  foi capaz de 

crescer indicando que o gene TcDNA pol  foi capaz de complementar a 

deficiência dessa bactéria. A DNA pol  em outros organismos foi descrita 

como um proteína envolvida no reparo de DNA cuja função era justamente 

preencher pequenos espaços deixados pelo sistema de reparo (Beard WA e 

Wilson SH., 2006; Krishna et al., 2005), logo há uma sobreposição de funções 

bioquímicas entre a DNA pol  e a DNA pol I bacteriana. Assim, esses 

resultados sugerem que a TcDNA pol  também conserva essa característica e 

que em, T. cruzi, ela também deve ser responsável pelo preenchimento de 

espaços no DNA, embora não possamos afirmar como surgem esses espaços, 

se como produto do processo de reparo ou de replicação. Ainda com relação à 

capacidade de síntese da TcDNA pol , a enzima purificada em fusão com a 

MBP foi colocada na presença de um oligonucleotídeo anelado a um iniciador e 
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os quatro dNTPs e, em condições adequadas, essa enzima foi capaz de fazer 

a extensão do iniciador. Mais uma vez, a TcDNA pol  comportou-se como 

suas enzimas homólogas, sendo capaz de fazer a síntese de maneira 

distributiva, ou seja, ela insere apenas poucos nucleotídeos ao iniciador cada 

vez que se liga ao substrato. Essa característica é comum a proteínas que 

fazem preenchimento de espaços no DNA e que não fazem a replicação de 

longas fitas de DNA.  

Um outro aspecto ligado à síntese de DNA pela DNA pol  em outros 

organismos é a falta de uma grande exigência relacionada ao seu substrato. 

Dessa forma, enquanto enzimas como a DNA pol  são altamente fidedignas 

ao processo de replicação exigindo um molde ileso, a DNA pol  tem sido 

relacionada a processos de síntese translesão, sendo capaz de sintetizar DNA 

quando o substrato contém lesões como às causadas pela luz U.V. e pela 

cisplatina (Canitrot et al., 1998; Servant et al., 2002). As células SC18-12 

apresentam uma mutação no gene uvrA e, portanto, não são capazes de 

reparar eficientemente lesões causadas pela luz U.V. Dessa forma, essas 

células são sensíveis a esse agente. Quando células carregando o plasmídeo 

vazio foram irradiadas, esse fenótipo pode ser confirmado. E células 

carregando plasmídeo com o gene TcDNA pol  conseguem resistir a 

exposição a luz U.V. Como a enzima não possui nenhuma homologia com a 

proteína UvrA, ela não conseguiria substituí-la em sua função, o que sugere 

que a TcDNA pol  realiza síntese translesão. O T. cruzi é um parasito 

obrigatório e não possui nenhum estágio de vida livre. Sua exposição à luz U.V. 

seria um evento completamente raro. Como explicar então a habilidade que a 

TcDNA pol  tem para fazer a extensão da molécula de DNA quando diante 

dessa lesão? Uma possível resposta é que essa característica pode ser 

intrínseca a estrutura dessa proteína e que a perda dessa capacidade poderia 

representar também a perda de sua função. Também não pode ser descartada 

a possibilidade da TcDNA pol  participar do reparo de lesões causadas por 

outros agentes, que assim como a luz U.V., promovam modificações da 

estrutura da molécula de DNA. 

Um tipo de lesão muito comum presente como produto do metabolismo 

interno são as modificações na base guanina causadas por agentes oxidantes. 
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Essas lesões, conhecidas como 8-oxoguanina, são extremamente mutagênicas 

porque permitem que a guanina seja pareada a uma adenina causando assim 

na próxima rodada da replicação uma transversão de guanina para timina. A 

maior parte das polimerases não é capaz de diferenciar essa lesão e podem 

sintetizar diante das mesmas cometendo erros ou não. A DNA pol  humana foi 

descrita quanto a sua habilidade de sintetizar diante dessa lesão e, embora ela 

seja capaz de fazer a extensão da molécula de DNA, ela o faz com erro, 

aumentando grandemente a taxa de mutação. Foi surpreendente notar que a 

DNA pol  não é capaz de fazer eficientemente a síntese diante dessa base. 

Isso torna essa enzima um modelo singular uma vez que comparações entre a 

estrutura tridimensional dessa enzima e da sua homóloga em humanos podem 

fornecer informações sobre o mecanismo de síntese de DNA. 

O AZT é um nucleotídeo modificado onde o OH 3’ é substituído por um 

grupo azido (-N3). Uma vez inserido no DNA, esse nucleotídeo impede a 

inserção de outros nucleotídeos causando a parada do processo de síntese e, 

no caso de incorporação no DNA celular, ele pode causar a morte das células 

durante o processo de replicação. Nakajima-Shimada e Aoki (1998) mostraram 

que células amastigotas em cultura apresentam uma diminuição na sua 

eficiência de infecção e também uma diminuição no número de parasitos nas 

células infectadas na presença de AZT. Foi possível detectar uma sensibilidade 

a esse nucleotídeo também em epimastigotas das cepas CL Brener, JG e 

Colombiana. Foi possível também notar uma maior sensibilidade da cepa JG 

se comparada às outras duas. Essas cepas possuem marcadores genéticos e 

alguns marcadores fenotípicos diferentes sendo que JG pertence ao grupo T. 

cruzi II, Colombiana, ao grupo T. cruzi I e CL Brener é híbrida (Freitas et al., 

2006). Essas diferenças se refletem também em seu comportamento biológico. 

Dessa forma, são conhecidas cepas com características diferenciadas em 

relação à resistência a drogas (Urbina et al., 2003, Veloso et al., 2001), 

tropismo tecidual (Andrade et al., 1999) e vários outros parâmetros. Assim, a 

diferença na toxicidade do AZT entre as cepas pode ser devido a diferenças 

biológicas relacionadas à entrada da droga no parasito, a transformação da 

droga por fosforilação ou na incorporação da mesma no DNA. Dois grupos de 

enzimas são conhecidos por sua habilidade em incorporar o AZT ao DNA. Um 

desses grupos é composto por enzimas com atividade de transcriptase reversa 
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que, em células eucarióticas, são representadas principalmente pelas 

telomerases. Todavia, não são enzimas com atividade de transcriptase reversa 

as responsáveis pela incorporação de AZT em T. cruzi (Nakajima-Shimada e 

Aoki, 1998). O outro grupo de enzimas é o das DNA pol . Aqui mostramos que 

a TcDNA pol  durante o processo de síntese é capaz de reconhecer e inserir 

esse nucleotídeo em seu substrato in vitro. A concentração necessária para 

inibir o processo de síntese é de 100M. Da mesma forma, apenas 

concentrações maiores que 100M são capazes de causar a morte do T. cruzi. 

Assim, parece haver uma correlação entre a concentração dessa molécula 

necessária para inibir a síntese de DNA e a concentração necessária para 

causar a morte da forma epimastigota de T. cruzi. Esses dados podem sugerir 

que a TcDNA pol  seria a principal enzima envolvida na utilização do AZT 

como substrato do processo de síntese de DNA. Dessa forma, a maior 

toxicidade do AZT na cepa JG pode ter relação com um aumento na expressão 

dessa enzima ou mesmo com diferenças bioquímicas entre as enzimas das 

outras cepas e a JG. 

A atividade da TcDNA pol  foi testada em diferentes condições para 

verificar qual a condição ótima de síntese. Em relação à concentração de NaCl, 

essa enzima funciona melhor na concentração de 45mM. Tanto no anelamento 

quanto na purificação dessa proteína, esse sal é utilizado e, portanto, este sal 

já está presente na concentração ótima e não precisa ser adicionado na reação 

de polimerização. De fato, a adição do mesmo provoca diminuições discretas 

na atividade dessa enzima dependendo da concentração final resultante. A 

Klenow também funcionam muito bem a 50mM de NaCl. A Taq pol funciona 

bem em 50mM de KCl. A enzima de DNA pol  de T. brucei foi testada também 

quanto à concentração de sal, entretanto o sal utilizado foi o KCl. A 

concentração ideal desse sal para essa enzima também foi por volta de 50mM 

(Saxowsky et al., 2003). Concentrações maiores de sal parecem diminuir a 

atividade máxima dessas enzimas. A enzima DNA pol -PAK de T. brucei 

funciona em concentrações ideais de KCl bem acima da sua paráloga, cerca de 

200mM é sua concentração ótima. Essas enzimas possuem mecanismos de 

síntese muito parecidos (Steitz, 1998). Isso poderia explicar porque a maior 

parte dessas proteínas funciona com concentrações muito similares de sal. 
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Um outro sal relacionado ao processo de síntese é o MgCl2. As DNA 

polimerases descritas até o momento precisam do íon Mg2+ como co-fator. Em 

essência, a reação de síntese constitui o ataque nulceofílico do 3’-OH do 

iniciador ao fosfato  do desoxinucleotídeo trifofato que será incorporado. 

Seriam necessários dois íons metálicos para se alcançar a estrutura 

geométrica dessa reação. A TcDNA pol  também precisa desse co-fator e na 

sua ausência nenhuma atividade de síntese foi detectada. Já na concentração 

de 25M, a atividade dessa enzima cai drasticamente. Assim como o T. cruzi, 

tanto a enzima de T. brucei quanto a de C. fasciculata trabalham melhor em 

concentrações de 10M (Saxowsky et al., 2003). Mais uma vez, a TbDNA pol 

-PAK mostra característica atípicas e funciona em concentrações de 15M, 

um pouco maior quando comparada a TbDNA pol  e a TcDNA pol . O Mg2+ 

também é co-fator para diversas outras enzimas que interagem com o DNA 

como a fosfatase alcalina e também exonucleases. Estudos da estrutura 

dessas proteínas cristalizadas em presença desse íon sugerem um modelo de 

ligação em que são necessários dois íons, um envolvido no ataque nulceofílico 

e outro na formação de intermediários pentacovalentes necessários a reações 

(Steitz e Steitz, 1993). Não é surpreendente, portanto, que a TcDNA pol  

requeira esse íon como co-fator e em concentrações similares a outras 

enzimas que interagem com DNA. 

A maior parte das enzimas é influenciada pelo pH em que a reação 

acontece. Para as enzimas que fazem síntese de DNA, o pH é bastante 

influente também. No caso da Taq DNA pol, o pH ótimo varia entre 8,3 e 9,0 e, 

para a klenow, entre 7,2 e 7,9 (Segundo informações de catálgos). Aqui vimos 

que a TcDNA pol  tem como pH ótimo 7,0, embora ela possa funcionar em 

outros pH mais básicos. As proteínas homólogas em T. brucei e C. fasciculata 

funcionam em pH bem mais alto, por volta de 9,0 (Saxowsky et al., 2003). Já a 

TbDNA pol -PAK funciona bem em pH entre 7,0 e 9,0 (Saxowsky et al., 2003). 

 Vários outros fatores que influenciam atividade enzimática foram 

analisados também, como desoxirribonucleotídeos, temperatura e tempo. Um 

dos principais substratos do processo de síntese de DNA são os 

desoxirribonucleotídeos trifosfato. Variando a concentração dos mesmos, foi 

possível observar uma variação na atividade da TcDNA pol . Concentrações 
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muito baixas já são suficientes para que a essa enzima seja capaz de sintetizar 

DNA, entretanto, é em concentrações maiores, por volta dos 200M, que a 

TcDNA pol  funciona melhor. A temperatura ótima de funcionamento dessa 

enzima é 37°C que é a temperatura corporal do homem. Em geral, a 

temperatura dos mamíferos varia entre 34-40°C. Portanto, funcionar bem na 

faixa dos 37°C pode indicar que essa enzima tem importância durante o 

processo de infecção do parasito desses hospedeiros. E, por fim, a atividade 

da enzima aumentou com o tempo sendo que duas horas foi o melhor tempo 

para a polimerização. Considerando-se a concentração da proteína, esse 

tempo foi um tempo razoável principalmente por que essa enzima insere 

apenas poucos nucleotídeos por vez. 

 Uma vez que as condições estavam padronizadas, testamos outros 

oligonucleotídeos para verificar a atividade da TcDNA pol . Essa enzima é 

capaz de estender com bem mais facilidade molde de DNA formados apenas 

por adeninas e por timinas, sendo que diante de moldes contendo apenas 

citosinas ou repetições CA, sua atividade é bem menor. Em geral, a extensão 

de moldes contendo apenas adeninas é utilizada em ensaio de extensão 

obtendo-se bons resultados. Muitas das seqüências utilizadas nos ensaios de 

extensão eram compostas por repetições e enzimas que polimerizam DNA 

sentem dificuldades em replicar esse substrato. Isso explicaria a dificuldade em 

se sintetizar as repetições CA e de citosinas. Entretanto, não explicaria por que 

as repetições com adeninas e timinas são mais facilmente utilizadas como 

molde. O oligonucleotídeo utilizado nos ensaios com radioativo não possui 

natureza repetitiva e indicam que essa enzima consegue replicar também 

outros tipos de seqüência. 

As DNA polimerases das famílias X e Y são conhecidas por serem 

enzimas susceptíveis a erros. Elas possuem uma alta taxa de mutação quando 

comparadas com outras enzimas e não tem nenhuma atividade revisora 

associada. Em geral, erros cometidos pela DNA pol  humana são corrigidos 

pela enzima AP endonuclease (Jiricny, 2002). Aqui, fomos capazes de mostrar 

que a TcDNA pol  é capaz de inserir desoxiguanina trifosfato diante de uma 

timina, na ausência de desoxiadenina trifosfato. Isso demonstra que ela possui 

um grande potencial para cometer erros durante o processo de replicação.  
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O T. cruzi possui mecanismos pouco conhecidos de escape do sistema 

imunológico. Um desses mecanismos pode ser a expressão de proteínas de 

membrana conhecida como mucinas. Essas proteínas são codificadas por uma 

família gênica denominada TcMUC que mostra uma grande variabilidade (Di 

Noia et al., 1998). Essa família é dividida em dois grupos conhecidos como 

TcMUC I, que possui uma região hipervariável, e TcMUC II, em que a 

variabilidade é encontrada na região central da proteína. Buscaglia e 

colaboradores (2004) sugerem que, ao contrário de outros parasitos, o T. cruzi 

apresenta um grande repertório dessas proteínas em sua membrana como 

uma estratégia para escapar da vigilância do sistema imune. A região variável 

dessas proteínas não permitiria ao hospedeiro mamífero ter uma resposta 

apropriada uma vez que diminuiriam as chances de que um ligante único e 

principal se ligar ao complexo de histocompatibilidade dentro das células 

infectadas. Enzimas como a TcDNA pol  podem ter contribuído, ou mesmo 

podem contribuir, para o processo de geração do repertório de mucinas desse 

parasito. Um exemplo do envolvimento de DNA polimerases na geração de 

variabilidade é baseado na geração do repertório de anticorpos e receptores de 

linfócitos T do sistema imunológico dos próprios mamíferos. Nesse caso, a 

DNA pol  pode fazer parte da maquinaria de replicação durante a replicação 

da região hipervariável dos anticorpos e seus erros poderiam inserir mutações 

gerando novos clones de linfócitos (Ukai et al., 2006). 

A TcDNA pol  possui um grande número de características em comum 

com suas homólogas em outros organismos. Entretanto, a função real dessa 

enzima só pode ser inferida pela sua localização celular que é um ponto 

extremamente divergente para os tripanossomatídeos. Estudos de 

imunofluorescência indicam uma localização nuclear para a DNA pol  de L. 

infantum (Taladriz et al., 2001). Já a DNA pol  do T. brucei possui uma 

localização no cinetoplasto como demonstrado pela fusão dessa proteína com 

GFP. Nós tentamos produzir a DNA pol  em fusão com GFP e determinar sua 

localização em T. cruzi. Entretanto, embora não houvesse nenhuma mutação 

na seqüência dessa enzima, não foi possível detectar fluorescência nesses 

parasitos. Temos algumas pistas de que essa enzima pode ser nuclear. A 

análise de Western blot de extratos nucleares e citoplasmáticos indica que 
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essa proteína esta presente apenas na fração nuclear. Durante o processo de 

produção dos extratos, examinamos o lisado celular ao microscópio para 

verificar a eficiência desse processo. Não foram encontrados parasitos, 

indicando o processo de lise foi eficiente. Entretanto, a qualidade dos extratos 

só pode realmente ser testada por Western blot utilizando genes 

conhecidamente citoplasmáticos e nucleares. Tentaremos utilizar os mesmos 

anticorpos para fazer a localização por imunofluorescência da proteína em 

parasitos fixados para obtermos um resultado mais significativo. Caso esse 

resultado se confirme, assim como a enzima de L. infantum, a TcDNA pol  

poderá ser descrita como uma enzima que participa do reparo de DNA nuclear, 

sendo uma enzima central no reparo por excisão de base. Ela seria 

responsável pelo preenchimento de espaços formados pela ação das DNA 

glicosilases e AP endonuclease. O reparo por excisão de base é uma das vias 

mais ativas na correção de lesões espontâneas formadas por produtos do 

metabolismo interno e, principalmente, na correção de lesões geradas pela 

perda espontânea da base do DNA que é o tipo de lesão celular mais comum. 

A biologia molecular do Trypanosoma cruzi, bem como os outros 

parasitos de sua família, tem revelado um organismo muito interessante. Ele é 

um parasito digenético que apresenta como hospedeiros mamíferos e insetos 

da família dos triatomíneos. Seu ciclo de vida peculiar imprime sobre esse 

parasito um processo de seleção constante que pode ocorrer tanto nos 

hospedeiros insetos como mamíferos. Assim é de se imaginar que o mesmo 

passa por um constante processo de seleção e que, portanto, por um processo 

de evolução molecular constante. Aqui, caracterizamos dois genes ligados ao 

metabolismo de DNA que é uma das principais moléculas alvo desse processo. 

Os genes TcRad51 e da TcDNA pol  podem contribuir intensamente para a 

evolução molecular por possuir características condizentes com a geração de 

variabilidade necessária para escape desse parasito das repostas imunológicas 

de seus hospedeiros. Por outro lado, esses genes são importantes também por 

manter a integridade do material genético desse organismo diante de 

processos lesivos. Assim, a geração de mutações e a manutenção da 

integridade genômica são processos aparentemente contraditórios, mas que 

podem ser alcançados por ambos os genes, dependendo da regulação da 

expressão e recrutamento dos produtos desses genes durante o processo de 
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replicação, reparo e recombinação. Esse trabalho representa a caracterização 

inicial desses genes. Outras contribuições ocorrerão com estudos no próprio 

parasito através do aumento da expressão desses genes ou pelo desligamento 

dos mesmos por nocaute e verificação de seus efeitos. 
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1. pCR2.1 – Invitrogen 
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2. pMAL-c2-Genenase – New England Biolabs 
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3. pUC18 – GE Healthcare 
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4. pcDNA 3.1/Zeo (+) – GE Healthcare 
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