METABOLISMO DE DN M
CARACTERIZACAO D

W@SE B



CARLOS GUSTAVO REGIS DA SILVA

METABOLISMO DE DNA EM TRYPANOSOMA CRUZI:
CARACTERIZAGAO DOS GENES RAD51 E DNA
POLIMERASE f

TESE SUBMETIDA AO PROGRAMA DE
POs-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E
IMUNOLOGIA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE MINAS GERAIS COMO
REQUISITO PARCIAL PARA A OBTENCAO
DO TiTuLO DE DOUTOR EM CIENCIAS:
BI1OQUIMICA.

ORIENTADOR: CARLOS RENATO MACHADO
CO-ORIENTADORA: SANTUZA M. R. TEIXEIRA

SETEMBRO/2006



043

Silva, Carlos Gustavo Regis da.

Metabolismo de DNA em Trypanosoma cruzi : caracterizacdo dos genes RAD51
e DNA polimerase  [manuscrito] / Carlos Gustavo Regis da Silva. - 2006.

161 f.: il.; 29,5 cm.

Orientador: Carlos Renato Machado. Co-orientadora: Santuza M. R. Teixeira.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas.

1. Trypanossoma cruzi - Teses. 2. Reparo do DNA - Teses. 3. DNA
polimerases - Teses. 4. RAD51 recombinase. 5. Bioquimica - Teses. I. Machado,
Carlos Renato. II. Teixeira, Santuza Maria Ribeiro. III. Universidade Federal de
Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.




Universidade Federal de Minas Gerais -
Curso de Pés-Graduagdo em Bioquimica e Imunologia ICB/UFMG
Av. Anténio Carlos, 6627 — Pampulha
31270-901 - Belo Horizonte — MG
e-mail: pg-biq@icb.ufmg.br (31)3499-2615

501

ATA DA DEFESA DA TESE DE DOUTORADO DE CARLOS GUSTAVO REGIS DA
SILVA. Ao primeiro dia do més de setembro de 2006 as 13:30 horas, reuniu-se no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais a Comissio
Examinadora da tese de doutorado, indicada ad referendum do Colegiado do Curso, para
Julgar, em exame final, o trabalho intitulado “Metabolismo de DNA em Trypanosoma
cruzi: Caracterizagdo dos Genes RADS51 e DNA Polimerase ” requisito final para a
obtengdo do grau de Doutor em Ciéncias: Bioquimica. Abrindo a sessdo o Presidente da
Comissdo, Prof. Carlos Renato Machado da Universidade Federal de Minas Gerais, apos
dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final,
passou a palavra ao candidato para apresentagdo de seu trabalho. Seguiu-se a argiiigio
pelos examinadores, com a respectiva defesa do candidato. Logo apés a Comissdo se
reuniu, sem a presenga do candidato e do publico para julgamento e expedig¢io do
resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes: Dr. Sérgio Schenkman da
Universidade Federal de Sdo Paulo, aprovado; Dr. Jodo Anténio Pegas Henriques da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, aprovado; Dra. Daniella Castanheira
Bartholomeu da Universidade Federal de Minas Gerais, aprovado; Dra. Vania Ferreira
Prado da Universidade Federal de Minas Gerais, aprovado; Dra. Santuza Maria Ribeiro
Teixeira, co-orientadora, da Universidade Federal de Minas Gerais, aprovado; Dr. Carlos
Renato Machado, orientador, da Universidade Federal de Minas Gerais, aprovado. Pelas
indicagdes o candidato foi considerado APROVADO. O resultado final foi comunicado
publicamente ao candidato pelo Presidente da Comissfio. Nada mais havendo a tratar o
Presidente da Comissfio encerrou a reunifio e lavrou a presente Ata que ser4 assinada por
todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 1° de
setembro de 2006.

/ /c/~\0-u LQ’M/ZLCI/L/LK{/%C%WI/WL_

_ Lo o ; ca
Dr. Jgao ;\’ﬁtﬁnio Pegas Henriques - UFRGS i i el

I evtiolo—
Dra. Daniella Castanheira Bartholomeu - UFMG

/

Dra. VamaF ra Prado UFMG

M’/(/L\

Dra. Santuiza Maria Ribeiro Teixeira-co-orientadora - UFMG

Canlene. N Wisdomls’

Dr. Carlos Renato Machado — orientador - UFMG




LocAls DE EXECUCAO

LABORATORIO DE GENETICA-BIOQUIMICA E
LABORATORIO DE IMUNOLOGIA E BIOLOGIA CELULAR DE PARASITOS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E IMUNOLOGIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS — UFMG
BELO HORIZONTE, BRASIL

GROUP DE INSTABILITE GENETIQUE ET CANCER
DEPARTEMENT DE "MECANISMES DE SURVEILLANCE DU GENOME"
INSTITUT DE PHARMACOLOGIE ET BIOLOGIE STRUCTURALE
TOULOUSE, FRANCA



“ANY FOOL CAN MAKE THINGS BIGGER,
MORE COMPLEX, AND MORE VIOLENT. IT
TAKES A TOUCH OF GENIUS - AND A LOT OF
COURAGE - TO MOVE IN THE OPPOSITE

DIRECTION.”

ALBERT EINSTEIN



DEDICO ESTE TRABALHO AOS MEUS PAIS E A
MINHA IRMA. OS UNICOS QUE
COMPREENDEM COMPLETAMENTE SUA
IMPORTANCIA.



Agradecimentos

Meus mais sinceros agradecimentos:

Ao meu orientador Dr. Carlos Renato pela paciéncia e persisténcia. O seu
otimismo e curiosidade cientifica foram os grandes alicerces desse trabalho.

Agradeco-o por investir seu tempo em minha formagao profissional.

A minha co-orientadora Dra. Santuza por compartilhar seus conhecimentos e
pela atencdo. Suas sugestbes contribuiram muito para a realizacdo desse

trabalho. Sua postura como cientista é inspiradora.

Ao Dr. Sérgio Pena, a Dra. Gloria Franco e a Dra. Andrea Macedo pelas
sugestdes, criticas e rigor cientifico, que mantém a qualidade dos trabalhos

produzidos no Laboratdrio de Genética-Bioquimica.

Aos alunos Jorge e Danielle, ao Dr. Luiz Augusto e ao Dr. Wanderson que
participaram tecnicamente desse trabalho. Foram fundamentais para que

juntos alcancassemos algo maior. Agradeco-lhes também a amizade.

As técnicas Neuza, Miriam, Katia e Rubia que viabilizam a execucéo de todos
os trabalhos do laboratério. Ao técnico Elimar deste departamento que também

contribuiu para este trabalho.

Ao Dr. Alfredo Gées que ajudou na producéo dos anticorpos.

A Celise que sempre me ajudou a resolver meus problemas burocréaticos.

As agéncias financiadoras: CNPq, CAPES, COFECUB, FAPEMIG e Howard

Hughes Medical Institute.

A todos os alunos e ex-alunos do Laboratério de Genética-Bioquimica (Simone
Pires, Simone Santos, Débora Naves, Marina, Marcela, Pedro Henrique,
Alessandra, Alessandra Campos, Fernanda, Vanessa, Fernanda Moratelli,
Francisco Lobo, Luciana, Michael, Antdnio, Rogério, Lucas, Claudiney e todos

0S outros que se tornaram doutores e mestres) pela convivéncia e amizade.



Agradecimentos

A Fernanda Moratelli, pela convivéncia e por ter produzido a capa da minha
dissertagao.

A Dra. Maria de Fatima e a todos os alunos e ex-alunos do Laboratério de
Imunologia e Biologia Celular de Parasitos (Daniela, Priscila, Camila, Fabiano,
Jarina, Vinicio, Patricia, Thiago, Sophie) pela convivéncia e por me receberem
tdo bem em seu laboratério. Em especial, a Dra. Rosiane, a Dra. Junia, a Dra.
Daniela Bartholomeu e a Dra. Jane que sempre mostraram disposicdo para me

ajudar. A Luciana Werneck pela amizade.

Ao Dr. Christophe Cazaux, ao Dr. Jean-Sebastien Hoffmann e a todos do grupo
de “Instabilité Génétique et Cancer’ pela ajuda e pela convivéncia em seu

laboratério. Em especial, a Dra. Clarisse Bavoux e a Dra. Marie-Jeanne Pillaire.

As meninas do grupo de reparo de DNA: Alice, Danielle, Débora e Michelle,

pelo trabalho em equipe, pela amizade e pelas risadas.

Aos meninos do grupo de reparo de DNA: Bruno, Carlos, Jodo Pedro e
Matheus pela convivéncia. Em especial, a Jodo Pedro e Matheus por me

ensinarem a ensinar e a Bruno por continuar o meu trabalho.

A todos do Departamento de Bioquimica e Imunologia que contribuiram de

alguma forma para a realizacao desse trabalho. Em especial, a Jamil.

Aos meus amigos: Rodrigo, Carla, Angelo, André, Cristiane, Renata, Juliane
Alves e Juliane Guimardes. Fomos separados pela distancia, mas nos

mantemos unidos pelos bons sentimentos.

A Raquel pelos sorrisos que sempre me trazem alegria e pela conversa sempre

alegre que me traz esperanga.

A Claudinha que se tornou uma grande amiga no momento em que eu mais

precisava.



Agradecimentos

A Carol pelo carinho, apoio, cumplicidade e confianca. Te amodoro!

Ao Helder pelos anos de convivéncia, pelas brincadeiras, por me fazer rir, pela
oportunidade de conhecé-lo, por estar disposto a me ouvir, por me

compreender, enfim, por ser meu amigo.

Ao Charles pelas confidéncias, por compartilhar seus pensamentos, por agir
como um irmdo mesmo sem haver nenhum grau de parentesco, por me
mostrar minhas qualidades, por me perdoar pelos meus defeitos, por pensar

em mim como um amigo.

Aos meus pais e a minha irméa pelo apoio durante todos esses anos, por se

preocuparem comigo e, sobretudo, pelo amor.



Indice Geral

1.1
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.
1.8.
1.9.
1.10.
1.11.

2.1.
2.2.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.

3.11.

indice de Figuras e Tabelas

Abreviaturas

Resumo

Abstract

Introducao

Trypanosoma cruzi

Variabilidade genética nas populacdes de T. cruzi

Reparo de DNA em T. cruzi

Reparo por recombinacdo homologa

As proteinas Rad51 e RecA

Rad51 e Recombinacédo em Tripanossomatideos

A proteina Rad51 de T. cruzi

Reparo por Excisao de Base

DNA polimerase 3 (DNA pol ) e Reparo por Excisédo de Base
DNA pol g em Tripanossomatideos

Como proteinas envolvidas na manutencao da estabilidade
genbmica poderiam gerar variabilidade genética?

Objetivos

Objetivo Geral

Objetivos Especificos

Material e Métodos

Meio de cultura e linhagens de bactérias e células eucaridticas
PCR e clonagens

Transformagéo de E. coli competentes

Extracao de plasmideos pela técnica de “minipep” e “midiprep”
Reacdes de sequenciamento

Eletroforese em campo pulsatil (PFGE)

Extracdo de RNA total de T. cruzi

"Northern blot"

Marcagcéo de sondas com *P e purificacdo da sonda radioativa
Expressao e purificacdo da DNA pol 3 em E. coli

Ensaio de complementagao funcional em bactéria

Xl
XV
XV
XVII
18
19
21
22
24
28
29
32
33
34
36
38

40
41
41
43
44
44
47
47
48
49
50
50
51
52
52



Indice Geral

3.12.
3.13.
3.14.
3.15.
3.16.
3.17.
3.18.
3.19.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

4.6.
4.7.
4.8.
4.9.

4.10.
411

© N o u

Ensaio de recombinagcdo em células eucarioticas

Ensaio in vitro de sintese de DNA

Ensaio in vitro da incorporagao de AZT

Extratos totais, nucleares e citoplasmaticos

“‘Western Blot”

RT-PCR em tempo real

Sobrevivéncia de cepas do T. cruzi na presenca de AZT
Sobrevivéncia e crescimento de cepas do T. cruzi apos
irradiacao y

Resultados

Ensaio de Recombinagcdo em CHO utilizando o gene Rad51
Resposta do Trypanosoma cruzi frente a irradiagdo y
Clonagem do gene da DNA pol $ do T. cruzi

Expresséo da TcDNA pol B em E. coli

Expressao da TcDNA pol B em epimastigotas de T. cruzi
Complementacao funcional da bactéria SC18-12
Sintese in vitro de DNA

Incorporacao de AZT in vitro e in vivo

Caracterizacao das condi¢des 6timas de atividade da TcDNA
pol B

Fidelidade da sintese da TcDNA pol $ in vitro e in vivo

Incorporacao de didesoxinucleotideos na molécula de DNA pela

TcDNA pol B

Discussao

Bibliografia

Anexo | — Mapas dos Plasmideos

Anexo Il — Publicacdes

53
53
55
55
56
57
57
58

97

115
131
136



Lista de Figuras e Tabelas

10

11

12

13

14

15

16

17

Lista de Figuras

llustracdo esquematica do processo de recombinacéo e reparo de quebra de

dupla fita.

llustracdo esquematica do processo de troca entre fitas simples e dupla de

DNA promovidas pela proteina RecA.

Comparacao entre as proteinas Rad51 humana (HsRad51) e RecA de E.

coli.
llustracdo esquemaética do reparo por excisao de base.

Ensaio de recombinagdo em células CHO DRA10 K1 transformadas com o

vetor pcDNAS3 e esse mesmo vetor carregando o gene TcRad51.
Curva de sobrevivéncia a radiacao ionizante.
Northern blot utilizando como sonda o gene TcRad51.

Resposta do T. cruzi frente & radiagéo y. Gel de Agarose LMP 1% onde
foram resolvidas, por PFGE, amostras da cepa CL-Brener obtidas varios
tempos apos a irradiagéao.

Andlise do padrdo de bandas cromossbmicas de T. cruzi em diferentes

tempos apos exposi¢ao a radiagdo y
Curva de crescimento da cepa CL Brener de T. cruzi.

Alinhamento das sequéncias das proteinas DNA pol 3 de Trypansoma cruzi

(Tc), Rattus norvegicus (Rn) e Homo sapiens (Hs).

Alinhamento das sequéncias das proteinas DNA pol B de

tripanossomatideos.

(A) Expressédo da proteina de fusdo MBP-TcDNA pol B em E. coli. (B)

Purificagdo em coluna de amilos da proteina de fusdo MBP-TcDNA pol B.
Western blot de extratos da cepa CL-Brener de T. cruzi
Complementacéo da cepa SC18-12 de E. coli.

Sintese in vitro de DNA pela TcDNA pol § em fusdo com MBP.

Percentual de incorporacdo de °H-dTTP em presenca de diferentes

concentracdes de AZT.

Xl

25

27

30

35

61

63

64

65

67

68

70

71

73

74

76

78

79



Lista de Figuras e Tabelas

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Crescimento do T. cruzi na presenca de AZTMP.
Fluorograma das reacbes de sintese.

(A) Atividade relativa da TcDNA pol 3 em diferentes concentragdes de NaCl.
(B) Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes concentracdes de

Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes pH.

Atividade relativa da TcDNA pol § em diferentes temperaturas.

Atividade relativa da TcDNA pol § em diferentes concentracdes de dNTPs.
Atividade relativa da TcDNA pol § em diferentes tempos.

Sintese de DNA pela DNA pol B com diferentes oligonucleotideos como

molde.
Sintese de DNA da DNA pol  com o oligonucleotideo sintM138HG.

Fluorograma das reacfes de sintese da DNA pol B com o oligonucleotideo
pT.

Fluorograma das reacfes de sintese da DNA pol B com o oligonucleotideo

pA2T como molde.

Fluorograma das reacfes de sintese da DNA pol B com o oligonucleotideo

pT como molde.

Fluorograma das reacg6es de sintese da TcDNA pol B com o oligonucleotideo

pA2T como molde.

Xl

81

82

85

86

87

89

90

91

93

94

95

96



Lista de Figuras e Tabelas

Lista de Tabelas

Caracteristicas genotipicas das cepas de E. coli AB1157, DH5-o. e SC12-17 45

Lista de inicadores 45
Lista de inicadores para ensaio de sintese 54
Lista de DNA polimerases e suas familias 103

Xl



Abreviaturas

AZT
BCIP
BER
Call
DLso
dRP
DTT
EST
Gy
IPTG
MBP
MLEE
MMR
NBT
pb
PBS
PCR
PFGE
RAPD
REP
RFLP
SDS
SNP
TBE
u.v.
AP

Azidotimidina

5-bromo-4-cloro-3-indolil

Do Inglés, Base excision repair

Citocromo oxigenase |l

Dose letal para 50% da populacao
Desoxirribose fosfato

Ditiotreitol

Do inglés, Expressed Sequence Tags
Gray
Isopropil-beta-D-thiogalactopiranosideo
Do inglés, Maltose Binding Protein

Do inglés, Multi-locus Enzyme

Do inglés, Mismatch Repair

Nitro blue tetrazolium

Pares de bases

Do ingles, Phosphate Buffered Saline
Reacgéo em cadeia da polimerase
Eletroforese em campo pulsatil

Do inglés, Randomly Amplified Polymorphic DNA
Reparo por Erro de Pareamento

Do inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism
Sulfato dodecil de Sédio

Do inglés, Single Nucleotide Polymorphism
Tris borato EDTA

Ultravioleta

Apurinico/Apirimidinico

XV



Resumo

O Trypanosoma cruzi é um parasito da ordem Kinetoplastida, endémico da
América Latina sendo um grave problema social por causar uma doenca debilitante, a
doenca de Chagas. Um aspecto interessante de sua biologia € a estrutura
populacional composta por cepas com caracteristicas muito diferenciadas. Uma
grande contribuicdo para o entendimento da estrutura populacional desse organismo
vem do projeto genoma da cepa CL Brener de T. cruzi. A descricdo desse genoma
mostra que ele é altamente complexo, rico em repeticbes e com muitas familias
génicas. Entretanto, pouco se conhece a respeito da manutencdo 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 manutencdo do genoma foram estudados. O primeiro deles, chamado
Rad51, é conhecido em outros eucariotos por seu envolvimento no processo de
recombinagdo. O alto grau de conservacdo desse gene entre 0s eucariotos permite
que o gene Rad51 do T. cruzi interfira na recombinacdo de células eucaridticas
causando um aumento na taxa desse processo. Além disso, ele pode ser associado a
resposta do Trypanosoma cruzi frente a lesées no DNA causadas pela radiagdo y uma
vez que a exposi¢do a mesma provoca um aumento no nivel de mRNA desse gene.
Isso pode estar relacionado também a alta taxa de sobrevivéncia desse parasito e a
reconstituicdo de seus cromossomos apos tal tratamento. O segundo gene codifica
para a DNA polimerase 3, uma enzima que participa do reparo por excisdo de base e
possui capacidade de realizar sintese diante de alguns tipos de lesédo. O produto
desse gene em fusdo com a MBP € capaz de exercer a funcdo da DNA polimerase |
em bactérias deficientes nessa proteina. Nesse mesmo sistema, ele também é capaz
de realizar sintese transles&o. A habilidade de sintese foi confirmada in vitro utilizando
a proteina de fusdo MBP-DNA pol B. Essa proteina teve também sua atividade
enzimatica testada sob diferentes condi¢cdes permitindo assim a caracterizagdo de
suas condigfes oOtimas de funcionamento. Foi possivel notar que a DNA pol  é capaz
de inserir nucleotideos como azidotimina (AZT) trifosfato e didesoxirribonucleotideos
trifosfato no DNA, uma caracteristica tipica de polimerases da familia X. O AZT
também causa a morte de T. cruzi e a DNA pol B pode ser uma das enzimas
responsaveis por isso. Uma outra caracteristica dessa enzima € a sua baixa fidelidade
durante o processo de sintese que pode ser um mecanismo de gerac¢do de mutagoes.
Esse trabalho inicia um longo caminho na definicdo do papel da DNA polimerase B e

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

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

seus papéis no metabolismo de DNA.
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Abstract

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 g, 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 y radiation because exposition to
this agent provokes an increase in Rad51 mRNA levels. The T. cruzi gene encoding
DNA polymerase 3 is able to complement bacteria cells deficient in DNA polymerase |
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 B 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 B enzymatic activity under
different conditions. It was also possible to verify that the recombinant TcDNA pol B 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 B 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 B genes of T. cruzi contributing to better

understand their roles in its DNA metabolism.
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Introducdo

O Trypanosoma cruzi € um protozoario pertencente a familia
tripanossomatidea e é o causador da doenca de Chagas descrita em 1909 pelo
meédico Carlos Chagas. Desde a descoberta desse parasito, € notoria a
existéncia de varias cepas com diferentes caracteristicas morfologicas e
biolégicas. Devido a essas diferencas, faz-se necessario agrupar essas cepas
de forma a identificar padrdes bioldégicos que permitam uma correlacdo com
variantes da doenca bem como a definicAho de um melhor progndstico.
Atualmente, marcadores biologicos tém sido usados para classificar essas
cepas em T. cruzi | e T. cruzi I, sendo que a complexidade desses marcadores
em algumas cepas ainda ndo permitiu que elas fossem incluidas nesses
grupos ou mesmo em um terceiro grupo. Recentemente, Freitas e
colaboradores (2006) sugeriram o0 agrupamento dessas cepas baseadas no
fato delas possuirem o mesmo tipo de DNA mitocondrial para a enzima
citocromo oxidase Il (COIl), criando-se um novo grupo: T. cruzi Ill. Muitos dos
marcadores descritos sdo genéticos ou tem profundas bases genéticas.
Entretanto, os mecanismos relacionados a geracéo dessa diversidade genética
ndo foram esclarecidos e muitos aspectos basicos do metabolismo de DNA
desse parasito sdo completamente desconhecidos. O estudo das
peculiaridades da replicacao, reparo e recombinac¢do do DNA em T. cruzi, além
de oferecer respostas com relacdo a variedade genética das cepas, permite
também a definicdo de futuros alvos para medicamentos, uma vez que essas
vias podem ser essenciais para a sobrevivéncia do parasito em seus

hospedeiros.

1.1. Trypanosoma cruzi

7

O T. cruzi é um protozoario da ordem Kinetoplastida e apresenta, em
seu ciclo de vida, dois hospedeiros distintos: insetos reduvideos hematéfagos
da subfamilia Triatominae e diferentes mamiferos incluindo o homem no qual
provoca a doenca de Chagas. Trés variagbes morfoldégicas desse parasito
podem ser observadas durante o seu ciclo: epimastigota, tripomastigota e
amastigota.

A forma tripomastigota € encontrada no sangue periférico de

hospedeiros vertebrados e no trato digestivo do hospedeiro invertebrado. O
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Introducdo

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 divisdo binaria. Na ampola retal, o T. cruzi
se diferencia na forma tripomastigota metaciclica que é a forma infectante do
hospedeiro vertebrado. Ao picar um novo vertebrado, o inseto defeca, deixando
fezes contaminadas com a forma infectante em contanto com a pele. Os
tripomastigotas metaciclicos alcancam a corrente sanguinea por meio de
feridas, da propria abertura provocada pela picada ou por meio de mucosas.
Essas formas infectam células de diversos tecidos se diferenciando na forma
amastigota que se reproduz por divisdo binaria até o rompimento das células e
liberacdo dos parasitos. Ocorre a diferenciacdo 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 infecgdo do homem pelo T. cruzi se caracteriza inicialmente por uma
alta parasitemia culminando com a disseminacdo do protozoario em diversos
tecidos. Durante a fase aguda, ocorre febre de moderada a severa e,
ocasionalmente, essa fase € fatal em criancas. Um terceiro estagio,
denominado de crbnico, observa-se cardiomegalia, ou seja, aumento do
volume do coracdo. Nesse estagio, podem ainda ocorrer aumento de 6rgaos
como o colon (megacdlon) e eséfago (megaesbéfago). Entretanto, muitos dos
pacientes chagasicos sdo assintomaticos.

A principal area endémica do mundo € a América Latina. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, entre 16 e 18 milh6es de pessoas encontram-
se infectadas sendo que 120 milhGes de pessoas estdo vivendo sob risco
(http://Iwww.who.int/tdr/diseases/chagas, em 2006). Estimava-se que a
populacdo brasileira exposta ao risco de infeccdo é da ordem de 60 milhdes
(Silveira e Rezende, 1994). A doenca de Chagas € um grave problema social,
por se tratar de uma enfermidade crbénica debilitante, representando entre as
patologias tropicais a que gerou o maior 6nus econdmico segundo o Banco
Mundial (Schmufiz, 2000). Atualmente, estima-se que o numero de mortes
causadas pela doenca de Chagas é de 13.000 por ano
(http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/diseaseinfo.htm, em 2006). O numero

de novos casos foi reduzido drasticamente devido ao controle da populagéao de
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insetos transmissores e também a melhoria das habita¢cdes em locais de riscos.
Entretanto, essa doenca é enzooltica e ndo pode ser incluida na lista de
doencas erradicaveis uma vez que o ciclo biolégico se mantém no ambiente
silvestre. Atualmente, os casos de transmissdes sao principalmente congénitos
e por transfusbes de sangue. A transmissdo vetorial ainda ocorre devido ao
transporte passivo do barbeiro em roupas e pertences de pessoas que viajam
entre as 4reas infestadas e ndo-infestadas (Dias et al., 2002).

1.2. Variabilidade genética nas populacdes de T. cruzi

O T. cruzi € um parasito que apresenta uma grande variabilidade
genética. Quando obtido de seus hospedeiros mamiferos ou de barbeiros
transmissores, seus isolados sdo, na verdade, compostos por uma populagcéo
heterogénea. Por isso, um grande niumero de cepas ja foi isolado, identificado e
caracterizado utilizando marcadores biologicos (Revisado por Macedo et al.,
2004 e Buscaglia e Di Noia, 2003). Essas cepas foram divididas em dois
grupos principais: T. cruzi | e T. cruzi Il (Momem, 1999). Elas podem ser
facilmente agrupadas pela analise do padrdo de amplificacdo pela PCR
utilizando iniciadores para o gene do RNA ribossomal e da regido espacadora
ndo transcrita do gene de mini-éxon (Fernandes et al., 1998). E interessante
notar que esses grupos parecem ocupar nichos ecoldgicos diferentes. Os
isolados classificados como pertencentes ao grupo T. cruzi Il sdo associados
principalmente a um ciclo doméstico e, freqientemente, a infeccbes 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 | parece estar
associado ao ciclo silvestre, circulando entre barbeiros e pequenos mamiferos
selvagens como tatus, gambas e roedores (Briones et al., 1999; Zingales et al.,
1999). O T. cruzi Il pode ainda ser dividido em cinco subgrupos: T. cruzi lla, llb,
lic, Ild e lle segundo anélise de RAPD (do inglés, Random Amplification of
Polymorphic DNA) e MLEE (do inglés, Multi-locus Enzyme Eletrophoresis)
(Brisse et al., 2000). Dados adicionais referentes a analise do gene MSH2
desse parasito, bem como andalises de zimodemas e da sequéncia de

nucleotideos dos genes da tripanotiona redutase e diidrofolato redutase-
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timidilato sintase indicam a presenca de trés grupos principais sendo que um
deles é composto por cepas hibridas (Augusto-Pinto et al., 2003; Miles et al.,
1978; Machado e Ayala, 2001; Machado e Ayala, 2002). Freitas e
colaboradores (2006) sugeriram uma nhova classificacdo dessas cepas
baseadas na caracterizacdo de polimorfismos gerados no loco do gene
mitocondrial da citocromo oxidase Il, que permiti a identificagéo de trés clades:
A, B e C. Nessa classificagdo, o grupo T. cruzi | ndo sofreria alteracdes, pois
todos pertenceriam a clade A, o grupo T. cruzi Il seria composto pelo grupo T.
cruzi llb pertencentes a clade C. Um novo grupo, T. cruzi lll, seria criado
agrupando cepas do grupo T. cruzi llc. As cepas T. cruzi lld e lle seriam cepas
gque aparecem por eventos de hibridagéo entre cepas do grupo T. cruzi Il e lll.

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

1.3. Reparo de DNA em T. cruzi

O projeto genoma do T. cruzi revelou a presenca de genes que
codificam para muitos dos componentes enzimaticos das vias de reparo (El-
Sayed et al., 2005). A maior parte dos genes envolvidos no reparo por excisdo
de bases esta presente em T. cruzi e € bem conservada nos trés genomas de
tripanossomatideos parasitos (T. cruzi, T. brucei e L. major). Entretanto, esse
parasito possui apenas metade das proteinas homélogas a DNA glicosilases
descritas em outros organismos. Genes como XPA/RAD14 nédo foram
encontrados, mas outros elementos do reparo por excisdo de nucleotideos
indicam que esse sistema deve funcionar nesse parasito e ser semelhante ao
de plantas e Plasmodium falcipurum.

A existéncia da maquinaria de recombinacdo ja& é conhecida em
tripanossomatideos devido a utilizacdo da mesma experimentalmente na
manipulacdo do genoma. O Trypanosoma cruzi ja foi estavelmente
transfectado com o gene da GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein) ou
gene CAT (do inglés, Choramphenicol acetyltransferase). Nos dois casos, foi
mostrada a integracdo no loco do RNA ribossomal por “Southern Blot” (Dos
Santos e Buck, 2000; Martinez-Calvillo et al., 1997). Uma outra construcao

plasmidial também permitiu a integracéo e transfeccédo do gene da GFP no loco
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do gene da tubulina (DaRocha et al., 2003). O processo que dirige essas
integracdes em eucariotos inferiores é o processo de recombinacao e, portanto,
isso € uma forte evidéncia da ocorréncia desse processo em T. cruzi.
Entretanto, ndo se conhece o mecanismo molecular de recombinacdo nesses
parasitos que deve ter suas peculiaridades uma vez que proteinas como
RADS52 estéo 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 excisdo de base especializada na remocdo de uracilas provenientes da
incorporacao incorreta da uridina trifosfato durante o processo de sintese ou
originadas da desaminacdo da citosina. A atividade de UDGase parece ser
Gnica e exclusivamente proveniente dessa enzima uma vez que as atividades
das enzimas SMUG, TDG e MBD4 néo estéo 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 sitios
Apirimidinicos/Apurinicos (AP) em E. coli (Perez et al., 1999), sendo
caracterizado como uma AP endonuclease. Essas enzimas retiram sitios AP
originados pela hidrélise espontanea, causados por agentes alquilantes ou que
surgem como produtos secundarios de uma base hidrolisada por DNA n-
glicosilases. O terceiro gene de reparo também foi isolado a partir de uma
biblioteca. Ele tem homologia com o gene MutS de bactérias e é chamado de
TcMSH2 (Augusto-Pinto et al., 2001). Esse gene tem uma janela aberta de
leitura de 2889pb e codifica uma proteina de 962 amino&cidos. Andlises
computacionais indicam que esse gene tem também homologia com genes
MSH2 de outros eucariotos. Além disso, 0 seu produto protéico tem todos os
dominios caracteristicos de uma proteina MSH2 tipica. O gene TcMSH2
apresenta-se com uma unica cépia no genoma do parasito, sendo expresso em
todas as formas durante o ciclo de vida desse organismo. Interessantemente,
polimorfismos (SNPs) identificados na seqiéncia desse gene permitiram que
32 cepas fossem agrupadas, a partir de RFLP, em trés 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 correlacdo entre
esses haplogrupos e variacdes na eficiéncia do reparo de erro de pareamento
(Augusto-Pinto et al., 2003). Outro gene de reparo identificado foi o da
endonuclease NLT1c codificado pelo retrotransposon ndo-LTR L1Tc. A
superexpressdo 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
proteinas a serem estudadas, mas dois processos Sao especialmente
interessantes: um € o0 reparo por excisdo de base (BER) e o outro é a
recombinacdo. Ambas as vias, embora altamente envolvidas na manutencdo
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 3, do BER, e Rad51, do processo de recombinacéo

serdo os alvos de nossos estudos.

1.4. Reparo por recombinacdo homologa

Andlises genéticas permitiram o isolamento de genes envolvidos no
reparo por recombinacdo em S. cerevisiae. Através da busca por células
sensiveis a radiacdo ou deficientes no processo de recombinacdo meibtica,
foram isolados dez genes pertencentes ao grupo epistatico Rad52: Rad50,
Rad51, Rad52, Rad54, Rad55, Rad57, Rad59, MRE11 e XRS2. Homélogos de
Rad50, Rad51, Rad52, Rad54 e MRE11 foram isolados em camundongos e
humanos. A importancia dessa via € apoiada pelo alto grau de conservacao
desses genes em eucariotos. Essa via € necessaria para o reparo da fita de
DNA quebrada por agentes como radiagdo y. 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
proteinas participam da invasao da fita simples danificada na dupla fita do

cromossomo homodlogo ou da cromatide irma. A estrutura formada nesse
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Figura 1. llustracdo esquematica do processo de recombinagé&o e reparo

de quebra de dupla fita. Adaptado de Lehniger, 2001.
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processo € similar as juncbes de Holliday observadas no processo de
recombinacdo em bactérias. Por fim, a estrutura é resolvida pela acdo de DNA
polimerases, ligases e resolvases.

A proteina central nesse processo é a Rad51. Ela tem homologia com a
proteina RecA de E. coli (lvanov e Haber, 1997). Essas proteinas sado capazes
de se polimerizar sobre o DNA de fita simples formando um filamento de
nucleoproteinas (Figura 2) e buscar regides homologas no DNA
(Kowalczykowsky et al., 1994). As proteinas Rad55 e Rad57 formam um
heterodimero que estimula a reag¢éo de troca entre as fitas, ou seja, a invasao
da fita simples na dupla fita (Sung, 1997). Além disso, a Rad55 € um ponto de
regulacdo, relacionando essa via ao processo de “checkpoint”. Essa proteina &
fosforilada em funcdo da presenca de danos no DNA e poderia estar
influenciando o balango entre diferentes vias de reparo que competem entre si
(Bashkirov et al., 2000). Essas duas proteinas sdo necessarias para a troca
entre as cromatides irmas quando o processo de recombinacao esta associado
a danos ao DNA, sendo dispensaveis quando esse processo € espontaneo
(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 a fita simples por Rad51 (New et al., 1998). A proteina Rad59
também se liga a fita simples de DNA e poderia auxiliar Rad52 em sua funcéo
(Davis e Symington, 2001). A proteina Rad52 também possui variacdes
produzidas por “splicing” alternativo que também sdo capazes de elevar a taxa
de recombinacao (Thorpe et al., 2006). Em células de mamiferos, ao contrario
do que ocorre em leveduras, Rad52 ndo é necessario para a formacédo dos
focos de reparo de Rad51 que surgem apés irradiacdo (van Veelen et al.,
2005). Essa proteina parece auxiliar o processo de recombinacdo de forma
diferente dependendo do organismo, apesar de ser altamente conservada.
Rad54 interage com o filamento de nucleoproteina formado por Rad51 e o DNA
simples fita para estimular o pareamento com a dupla fita homoéloga. A
atividade de ATPase de Rad54 também € necessaria para a extensao da fita
de DNA formada pela troca de fitas mediada por Rad51 (Solinger et al., 2001).
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RecA se liga a W
DNA fita simples. \ /

Proteina RecA *

Em seguida, localiza
regides homdlogas de
um DNA dupla fita.

é trocada pela fita homdloga.
Esse processo necessita de ATP.

A medida que o DNA é girado, g
a migragdo ocorre. . \'\ &
Criando um heteroduplex de DNA. 3

Figura 2. llustracdo esquematica do processo de troca entre fitas
simples e dupla de DNA promovidas pela proteina RecA. Adaptado de
Lehniger, 2001.
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Durante o processo de reparo, a proteina Rad51 se associa a matriz nuclear e
Rad54, assim como a outras proteinas como BRCA1 e BRCA2, localizadas
junto a Rad51 (Mladenov et al., 2006). Além dessas, proteinas paralogas de
Rad51 (Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC2, XRCC3) séo capazes de interferir
sobre o processo de recombinacdo por interagir ou influenciar a fungéo da
propria Rad51. Complexos formados pelas proteinas Rad51C e XRCC3
(complexo CX3) ou Rad51B, C, D e XRCC2 (complexo BCDX2) sédo capazes
de interagir com Rad51. As quebras da fita de DNA estimulam o recrutamento
de uma série de proteinas que vao repara-las, surgindo assim um foco de
proteinas no local onde as quebras aconteceram. A proteina Rad51C esta
presente nos complexos CX3 e BCDX2 e além de garantir a regulacdo da
formacéo do foco de reparo de Rad51, tem também um papel direto ainda néo
identificado no reparo (Rodrigues et al.,, 2006). Quando é feita uma dupla
mutac&o nos genes que codificam para Rad51B e D ou para Rad51D e XRCC3
ou mutacdes nesses mesmos genes individualmente, pode-se observar uma
deficiéncia similar no reparo de lesdes causadas por radiacdo ionizante em
todos eles. A andlise dos focos de Rad51 nesses mutantes em diferentes
tempos é similarmente diminuida. Entretanto, a dupla mutagcdo em Rad51D e
XRCC3 tem efeito aditivo frente a lesdes causadas por outros agentes como a
cisplatina e a camptotecina. Os paralogos de Rad51 tém uma acdo conjunta
para formacdo do foco de Rad51, entretanto, eles podem ter papéis diferentes

dependendo do tipo de lesdo e do estagio do processo de reparo.

1.5. As proteinas Rad51 e RecA

O processo de recombinacdo tem como passo central a troca entre as
fitas de DNA em regibes homodlogas. As proteinas capazes de realizar as
reacbfes enzimaticas necessarias para a execucdo desse passo Sao
conhecidas como recombinases. Rad51, em eucariotos, e RecA, em
procariotos, sdo exemplos de proteinas que possuem essa capacidade. Essas
duas enzimas guardam homologia estrutural e funcional. Essas proteinas
promovem a busca por regidées homéloga do DNA, a invasao da fita simples na
dupla fita homdloga (Figura 2) e a hidrélise do ATP para compor, assim, a
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reagao total em que ocorre a troca entre fitas de DNA. Rad51 e RecA possuem
regides de ligacdo a DNA, interacdo com a molécula de DNA e um dominio de
ligacdo a ATP, sendo esse Ultimo a regido em que reside a maior parte da
homologia estrutural quando se alinha a proteina RecA de E. coli e Rad51 de
humanos (Shinoraha et al., 1993). Em Rad51, essa regido corresponde a C-
terminal, ao passo que, em RecA, corresponde a N-terminal (Figura 3). Rad51
possui uma regido extra N-terminal, ao passo que RecA possui uma regido C-
terminal extra. Estas regides compreendem o dominio de ligacdo ao DNA
(Aihara et al., 1997; Kurumizaka et al., 1996).

1.6. Rad51 e Recombinacédo em Tripanossomatideos

O gene Rad51 ja foi descrito em dois organismos proximos 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 proteina de 377
aminoécidos com homologia com Rad51 de varios outros organismos (McKean
et al., 2001). A proteina LmRad51 tem sua expressdo aumentada de 24 a 48
horas depois da exposicdo a fleomicina que é um agente que causa quebras
duplas no DNA, sugerindo assim que ela participa no reparo dessas lesdes.
McKean e colaboradores (2001) foram capazes de mostrar ainda que essa
enzima tem atividade ATPasica, ou seja, € capaz de quebrar a molécula de
ATP e, também, que ela se liga a DNA fita dupla e fita simples. Assim, a
proteina LmRad51 tem as atividades relacionadas ao processo de
recombinacédo e deve ter alguma relacdo com a viruléncia da L. major, uma vez
que a capacidade de reparar eficientemente as lesdes causadas pelo dano
oxidativo gerado pela reposta intracelular pode ter relagdo com a sobrevivéncia
do parasito.

O papel da recombinacdo em T. brucei € mais bem conhecido no
processo de variacdo antigénica. Esse parasito possui em sua membrana uma
proteina conhecida como VSG (do inglés, Variant Surface Glycoprotein)
codificada por genes que estéo localizadas nas regides teloméricas juntamente
com outros genes relacionados a viruléncia do T. brucei (Revisado por Pays,

2006). Esse padrao de organizacdo € semelhante as ilhas de patogenicidade
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Figura 3. Comparacdo entre as proteinas Rad51 humana (HsRad51) e
RecA de E. coli. Regiédo listrada indica a porcdo N-terminal de HsRad51 e C-
terminal de RecA. O quadriculado indica a regido em que h& maior homologia
entre essas duas proteinas. Adaptado de Shinoraha et al., 1993.
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encontradas em bactérias. A forma sanguinea desse parasito expressa cerca
de 10" moléculas de um dnico tipo de VSG. Caso o hospedeiro apresente uma
resposta imunoldgica contra essa proteina, um novo tipo de proteina €
selecionado e, entdo, € possivel observar que ha uma mudanca na
antigenicidade dessa proteina 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 € expresso por vez. Uma das
formas de se modificar 0 gene que serd expresso € pelo processo de
recombinacéo (Pays et al., 2004; McCulloch et al., 1999). O nocaute do gene
TbRad51 causa uma diminuicdo na capacidade de se realizar essa troca,
confirmando assim que o gene TbRad51, assim como 0 processo de
recombinacdo, é essencial no processo de evasdo do sistema imunolégico do
T. brucei durante a infec¢cdo do hospedeiro mamifero (McCulloch et al., 1999).
Vérios genes paralogos a Rad51 estdo envolvidos na regulacdo do processo
de recombinacdo. Em células eucaridticas, ja foram descritos: Rad51B,
Rad51C, Rad51-D, XRCC2 e XRCC3. T. brucei também possui cinco
paradlogos RAD51-3, RAD51-4, RAD51-5, RAD51-6 e DMC1. Rad51-3 e Ra51-
5 ja foram nocauteados nesse organismo e sua deficiéncia esta correlacionada
a sensibilidade a metil-metanosulfonato, e eles devem ter um papel regulatorio
na recombinacdo assim como os paralogos 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 o0 nocaute desse gene causa uma
diminuicao na eficiéncia desse processo (Proudfoot e McCulloch, 2005).

Em T. cruzi, o processo de recombinacdo ndo € completamente
compreendido. Entretanto, h4 algumas evidéncias da sua importancia 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 sdo analisados (Miles et al., 1978; Oliveira et
al., 1998). Ainda, alelos dos genes da tripanotiona redutase e diidrofolato
redutase-timidilato sintase sdo também homozigotos em varias cepas de T.
cruzi | e T. cruzi Il (Machado e Ayala, 2001). Esse grau de homozigose néo €

esperado para organismos como T. cruzi que se reproduzem assexuadamente
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por divisdo binaria. De fato, esperava-se uma alta heterozigose, pois em
organismos com esse tipo de reproducao, a evolucdo dos alelos de um gene
ocorre de maneira independente uma vez que o acumulo de mutacbes €
independente. Tal efeito € denominado “efeito Meselson” e ja foi observado em
rotiferos bdelb6ides assexuados (Welch e Meselson, 2000). H& quatro maneiras
de se explicar a auséncia do efeito Meselson em T. cruzi. A primeira é por
causa de automixia que ndo foi descrita nesse parasito. A segunda é por
eventos de reproducdo sexuada. O Trypanosoma cruzi é capaz de efetuar
trocas génicas (Gaunt et al., 2003). Além disso, algumas cepas hibridas ja
foram descritas nesse parasito (Machado e Ayala, 2001; Brisse et al., 2003).
Entretanto, esses eventos sdo muito raros e ndo podem explicar o alto grau de
homozigose. As outras duas envolvem a recombinacéo mitética e a conversao
génica que podem ter a participacdo de Rad51. Esses fendmenos podem
ilustrar a importancia do gene Rad51 e do processo de recombinacao mitética
na biologia do T. cruzi.

1.7. A proteina Rad51 de T. cruzi

Durante minha dissertacdo de mestrado, isolamos e caracterizamos 0
gene Rad51 de T. cruzi (TcRad51). A andlise de ESTs (Expressed Sequence
Tags) homologas ao gene Rad51 de T. brucei permitiu a identificacdo das
regides C-terminal e N-terminal do produto de TcRad51 e, consequentemente,
possibilitou a construcdo de iniciadores especificos para clonagem da regiao
codificadora desse gene pela técnica da PCR. A seqiiéncia de nucleotideos foi
obtida e utilizada na identificacdo da sequéncia da proteina. Pesquisas em
banco de dados revelaram que a proteina TcRad51 tem homologia com Rad51
de diversos organismos e também com outras recombinases. Além disso,
foram identificados alguns dominios que sdo necessarios para a funcdo de
recombinase. A organizacédo de TcRad51, estudada pela técnica de “Southern
blot”, indica que ha uma coépia do gene no genoma do T. cruzi. Ensaios de
“Northern blot” mostraram que um unico RNA mensageiro € expresso em todas
as formas de vida do parasito. O produto desse gene foi capaz de aumentar a

taxa de mutagdo quando expresso em E. coli selvagem, fornecendo evidéncias
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de que a proteina TcRad51 interage com DNA bacteriano induzindo uma
resposta do sistema S.0.S. Além dos experimentos voltados para a
caracterizacdo desse gene, verificamos também aspectos de evolucao
molecular em onze cepas de T. cruzi. O que observamos foi um alto grau de
conservacao de um fragmento de 359 pares de bases do gene TcRad51. A
arvore filogenética baseada nesses fragmentos indica que essas cepas se
dividem em trés grupos. Além disso, duas cepas, 167 e 115, possuem alelos do
gene Rad51 que pertencem a dois grupos diferentes indicando que elas sao
hibridas. 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 recombinacdo e reparo de quebra dupla no
DNA. Com a intencdo de melhor compreendermos o papel da recombinacéo
em T. cruzi, nesse trabalho continuamos com a caracterizacdo do gene
TcRad51.

1.8. Reparo por Excisao de Base

O Reparo por Excisdo de Base foi outra via de interesse de nossos
estudos devido a sua relacdo com a correcdo de um grande numero de lesées
espontaneas geradas por produtos do metabolismo celular. Uma proteina
central nesse processo € a DNA polimerase 3 (DNA pol B). O estudo de sua
funcdo em células de eucariotos tem sido de grande importancia no
conhecimento do metabolismo de DNA, inclusive em alguns tipos de cancer.
Pouco se sabe a respeito dessa enzima em tripanossomatideos e,
especialmente, em T. cruzi. O fato de ela conter um sinal de enderecamento
mitocondrial abre muitas questbes a respeito do seu papel nesse parasito. O
estudo desse gene em T. cruzi pode trazer informa¢des importantes sobre a

biologia desse protozoario.
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1.9. DNA polimerase B (DNA pol ) e Reparo por Exciséo de

Base

Em células de eucariotos, ja foram descritas pelo menos quatorze DNA
polimerases que diferem pelas subunidades, pela atividade enzimética e pela
funcdo no metabolismo do DNA (Friedberg et al., 2006). A DNA pol € capaz
de preencher pequenos espacos no DNA (Chagovetz et al.,, 1997) e, em
células de mamiferos, esta envolvida no reparo por excisdo de base (Sobol et
al.,1996). Esse tipo de reparo € subdivido em duas vias de acordo com o
namero de nucleotideos que sdo adicionadas ap0s a excisao que, por sua vez,
€ determinado pelo conjunto de proteinas que sao recrutadas para exercer
essa funcdo (Figura 4). Inicialmente, uma DNA glicosilase reconhece a base
lesada e a remove criando um sitio AP. A perda da base pode acontecer
também espontaneamente na molécula de DNA e os sitios AP estédo entre os
tipos de lesbes mais comuns. Em seguida, AP endonuclease 1 (APE1l)
promove a quebra da ligacao fosfodiéster 5’ da lesdo (Matsumoto e Kim, 1995,
Demple e Sung, 2005). No reparo por excisdo de base de um sé nucleotideo, a
DNA pol B remove um residuo de desoxirribose fosfato (dRP) 5’-terminal
(Matsumoto e Kim, 1995, Prasad et al., 2005) e, entdo, adiciona um
nucleotideo no espaco resultante. Um complexo formado por XRCC1 e a DNA
ligase llla termina processo fazendo a ligagdo 3’ do nucleotideo adicionado. No
reparo por excisdo de base de via longa, a DNA pol B é a principal enzima
responsavel pelo preenchimento de “gaps” de dois a seis nucleotideos 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 substitui-la nesse preenchimento. A enzima FEN1
€ a responsavel pela remocao do esqueleto de carbono e dos nucleotideos da
pequena fita simples excedente que se forma. A ligacdo da fita nessa via é feita
pela DNA ligase I. A delecdo do gene da DNA pol B em camundongos é letal,
indicando que essa enzima é essencial para o desenvolvimento embrionario
(Gu et al., 1994). Além disso, células embrionarias deficientes mostram um

aumento na sensibilidade a agentes alquilantes.
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Figura 4. llustracdo esquematica do reparo por excisdo de base: a
esquerda, esta representada a via de excisdo de apenas um nucleotideo e a
direita, a via longa de exciséo. Adaptado do sitio

web.mit.edu/bevin/www/ber.shtml.
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A via de reparo por excisdo de bases é uma via altamente organizada e
a interacdo entre suas proteinas parece ser determinante para o0 bom
andamento desse processo. Um modelo foi sugerido para explicar o

= ”

funcionamento dessa via, ele foi chamado de “passando o bastdo” (Wilson e
Kunkel, 2000). Nele, uma enzima estimula a ligacdo ao substrato da proxima
enzima, semelhante a passagem do bastdo por velocistas em uma corrida. A
mutacdo VB6R em XRCC1 impede o complexo formado por esta enzima e a
DNA ligase llla. de se ligar a DNA pol B o que diminui a eficiéncia do BER,
sugerindo que a ligacdo desse complexo a DNA pol 8 € necessaria para que 0
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 sintese com deslocamento de fita pela DNA pol B 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 B tem sua fungéo
regulada pela interrelacdo entre ela, a PARP-1 e a APE1 (Sukhanova et al.,
2005). A enzima FEN1 também pode estimular a sintese de DNA pela DNA pol
B que, por sua vez, coopera na atividade dessa enzima (Liu et al., 2005). A
atividade de sintese com deslocamento da fita pela DNA pol B também é
influenciada pela proteina WRN (Harrigan et al., 2003), essa proteina tem
atividade de helicase e de exonuclease, ambas no sentido 3’-5’ (Harrigan e
Bohr, 2003), e esta ausente na Sindrome de Werner. Interessantemente, as
atividades de exonuclease e helicase cooperam com a DNA pol 3 na remogéao
de nucleotideos pareados incorretamente durante o BER (Harrigan et al.,
2006).

1.10. DNA pol B em Tripanossomatideos

Até o presente momento, ja foram descritas DNA polimerases B em trés
organismos da familia dos tripanossomatideos. A primeira caracterizacao foi
feita em Crithidia fasciculata e correspondia a uma polimerase de 47-kDa
isolada a partir do cinetoplasto, uma estrutura associada a mitocondria que €

caracteristica dos cinetoplastideos. A proteina isolada possuia caracteristicas
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bem comuns as das DNA polimerases B, em contrapartida, era bem diferente
da DNA pol y que é a polimerase geralmente associada aos processos de
metabolismo de DNA em mitocondrias 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 localizacdo para a mitocondria bem como o sitio de
clivagem caracteristico para o transporte para essa organela. A DNA pol B foi,
entdo, classificada como mitocondrial, embora nenhum experimento de
localizacdo da proteina tenha sido feito. A funcéo atribuida a ela seria o
preenchimento de “gaps” nas moléculas do DNA do cinetoplasto durante o
processo de replicacdo (Torri e Englund, 1995). O gene DNA pol g de
Leishmania infantum foi clonada pela PCR e, logo em seguida, foi utilizado
para a obtencdo da proteina em fusdo com uma cauda de histidina em E. coli.
A proteina purificada foi usada em imunizacbées em camundongos para a
producdo de anticorpos. Experimentos de imunofluorescéncia indicaram que,
em L. infantum, a DNA pol B se localiza no ndcleo (Taladriz et al., 2001). Em T.
brucei, duas polimerase 3 foram clonadas. Uma possui 70% e a outra 30% de
identidade com a DNA pol f de C. fasciculata. Quando em fusdo com essas
enzimas, a GFP foi direcionada para a mitocondria (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 inibicdo ndo esta relacionada a acdo desse farmaco sobre a atividade de
transcriptase reversa como observado no caso da AIDS. As DNA pol B,
caracterizadas até o momento, sdo capazes de inserir o AZT no DNA, portanto,
€ possivel que a DNA pol B seja relevante no mecanismo de acdo do AZT.
Assim, tendo em vista a importancia dessa enzima para o entendimento da
biologia do T. cruzi, do seu possivel envolvimento na geragéo de variabilidade,
bem como a possibilidade de novas abordagens para o tratamento da doenca

de Chagas surge nosso interesse no estudo dessa enzima.
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1.11. Como proteinas envolvidas na manutencdo da

estabilidade gendémica poderiam gerar variabilidade genética?

Em células humanas, a superexpressdao da DNA pol B é capaz de
aumentar a taxa de mutacdo celular (Canitrot et al., 1998), e foi também
associada a mudancas genéticas mais complexas como, por exemplo,
aneupldidia e deficiéncia em “checkpoints” mitéticos (Bergoglio et al., 2002). As
DNA polimerases B sdo enzimas sem atividade revisora e, portanto, quando
tem sua expressdo aumentada, essas enzimas podem dar a célula um fenétipo
mutador, ou seja, a célula possui um numero aumentado de mutacbes ou
outros tipos de mudancas genéticas que podem ser vantajosos ou nao, mas
que podem conferir uma plasticidade evolutiva, permitindo sua sobrevivéncia
em ambientes instaveis e de forte selecdo natural. A expressdo aumentada da
DNA pol B ja foi detectada em diversas células tumorais incluindo gliomas e
linfomas, cancer de mama, célon, préstata (Srivastava et al., 1999) e leucemia
cronica (Canitrot et al., 2006).

A proteina Rad51 também pode fornecer uma fonte de instabilidade
genética ndo s por sua auséncia, mas também por seu excesso. Proteinas
envolvidas no reparo por recombinagéo, como Rad51, quando mutadas ou n&o
expressas provocam uma diminuicdo na fidelidade dessa via de reparo o que
gera instabilidade cromossdmica, sensibilidade a agentes causadores de
“cross-linking” e a irradiagdo (Thompson e Schild, 2001). Por outro lado, a
hiperatividade da maquinaria de recombinacdo também é responsavel pela
geracdo de instabilidade genética através de recombinacfes inapropriadas,
resultando em translocacdes, delecdes, duplicacbes e perda de heterozigose
(Thacker, 2004). A superexpressdo de Rad51 e instabilidade genética
associada a esse fendbmeno ja 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 importancia do mesmo para 0 surgimento e/ou
progressao do tumor ainda né&o foi estabelecida, sendo que deve haver uma
possivel relagdo com mecanismos de resisténcia a drogas.

Uma vez que essas duas proteinas sdo candidatas para geracao de

variabilidade genética em T. cruzi e tendo em vista a importancia desse

38



Introducdo

processo na biologia desse parasito, iniciamos o estudo de caracterizagdo das

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

Caracterizacdo dos genes Rad51 e DNA polimerase £ que estdo
envolvidos no metabolismo de DNA de Trypanosoma cruzi e, também, estudo

da proteina codificada pelo gene da DNA polimerase .

2.2. Objetivos Especificos

e Verificar a capacidade do gene Rad51 de T. cruzi de participar da
recombinacao utilizando CHO modificadas para se medir esse processo.

e Investigar a resposta do T. cruzi frente a radiacdo vy, avaliando-se o
crescimento da forma epimastigota desse protozodario apos irradiacdo ou nao.
Sera verificado também o efeito desse agente sobre as bandas cromossémicas
de T. cruzi. Avaliar, também, os niveis de mRNA para o gene TcRad51 apés a
exposicao a esse agente.

e Clonar o gene da DNA polimerase B do Trypanosoma cruzi.
Determinar sua sequéncia e identificar na mesma caracteristica que permitam
associa-la as DNA polimerase da familia X, através de comparacdo da mesma
com DNA polimerases 3 de outros organismos.

e Verificar a habilidade desse gene em sintetizar DNA in vivo através de
ensaios de complementacdo em bactérias deficientes para o gene da DNA
polimerase |. Avaliar a possibilidade da DNA polimerase f em participar do
processo de sintese translesdo de lesGes causadas pela luz U.V. através da
irradiacdo dessas bactérias.

e Produzir a proteina DNA polimerase B em E. coli utilizando a fusdo da
mesma com o0 gene da Maltose Binding Protein (MBP). Verificar a sua
capacidade de sintese de DNA in vitro e definir suas condicfes 6timas de
funcionamento.

e Avaliar o papel da DNA polimerase 3 na incorporagéo de nucleotideos
no DNA utilizando o AZT. Determinar a incorporacao desse nucleotideo in vivo
em epimastigotas de diferentes cepas de T. cruzi. Verificar in vitro a

incorporacdo de AZT no DNA pela DNA polimerase B. Verificar também a
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capacidade da DNA polimerase 3 em incorporar didesoxirribonucleotideos no
DNA in vitro.

e Determinar o potencial da DNA polimerase B como uma proteina
geradora de mutacbes através da analise in vitro da incorporacdo de
nucleotideos incorretos durante o processo de sintese de DNA.

e Verificar a expressdo dessa enzima em extratos citoplasmatico,
nuclear e total da forma epimastigota de T. cruzi.
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3.1. Meios de cultura e linhagens de bactérias e células
eucaridticas

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 autoclavagédo. Para
producdo do meio sélido, foi adicionado agar 1,5% antes da autoclavagéo. As
linhagens de bactérias utilizadas nesse trabalho s&@o descritas na Tabela I.
Ampicilina (100ug/mL) foi adicionada ao meio de cultura para a selecado de
bactérias com plasmideos.

Nos experimentos com células eucaridticas, 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 ovério 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, KCI 0,4g/L, NaH,PO, 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 (100ug/ml) (Invitrogen).
As culturas eram mantidas em estufa a 28°C. As cepas CL Brener, Colombiana
e JG foram gentilmente cedidas pelo Dr. Egler Chiari do Departamento de

Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

3.2. PCR e clonagens

Foram feitas PCRs utilizando os iniciadores descritos na Tabela Il. Nas
amplificagbes, as condi¢des gerais foram 10pmol de cada iniciador, 1x tampéo
IB (Phoneutria, MgCl, 1,5mM; KCI 50mM; Triton X-100 0,1%; Tris HCI pH 8,4
10mM), 50 uM de dNTPs e 2,5 unidades de Taq polimerase (Phoneutria) em
um volume final de 50uL. Foram adicionados 20uL de 6leo mineral. A reacao
foi realizada em um termociclador J.M. Research PTC-100 através do seguinte
programa de amplificacéo:

().5 minutos de desnaturacao inicial a 95°C;
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Tabela |. Caracteristicas genotipicas das cepas de E. coli AB1157,
DH5-a e SC12-17.

Cepa Caracteristicas genotipicas Referéncia

AB1157 thrl,

leu6, proA2, his4, argE3, thil, Bachman, 1972

lacYl, galK2, aral4, xyl5, mtll, tsc33,
rpsL31, supE44

DH5-a SupE44 lacU169 (¢80lacZ M15) hsdR17 Hanahan, 1983
recAl endAl gyrA96 thil relAl

SC18-12 recA718 polAl12 uvrA155 trpE65 lon-11 Loeb e Sweasy, 1983
SulAll

Tabela ll. Lista de iniciadores.

Iniciador Sequéncia5 -3

PB50 ATG TTT CGT GCG ACG

PB81 GGRTCNGKRTTY TC

PolBamHI GGATCCTCATGG GTC TCG GTT CTC GGG
Rad51Xho CCG CTC GAG ATG AAC ACC CGC TCC AAG AG
Rad51Xba CTAGTC 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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(i1). 30 ciclos de desnaturagao (95°C por 1 minuto), anelamento (55°C por 1
minuto) e extensédo (72°C por 1 minuto);

(ii).nova desnaturacéo, anelamento e uma extensao final de 10 minutos.

(iv).4°C indefinidamente.

A PCR de colbnia bacteriana foi feita no volume de 10uL, mantendo-se
as concentrac0es finais dos reagentes como no protocolo geral. O DNA molde
para reacdo era obtido tocando a coldnia bacteriana com um palito estéril e
introduzindo-o rapidamente no tubo da reac&o. Para clonagens, a PCR era feita
utilizando-se uma diluicdo 1/10 da Pfu polimerase (Promega) em Taq
polimerase (Phoneutria ou Promega). O DNA molde era utlizado na
concentracdo de 0,04ng/uL e era obtido de epimastigotas da cepa Tulahuén de
T. cruzi e, em certos casos, de plasmideos onde o gene ja havia sido clonado.

Para clonagem em vetor para o seqienciamento, foram usados 0s
iniciadores PB50 e PB81 (Tabela Il) e DNA molde da cepa Tulahuén na
amplificacdo do gene da DNA pol B e, em seguida, o amplicon foi clonado no
vetor pCR2.1 (Anexo 1) do conjunto de reagentes “TOPO-TA cloning kit for
sequencing” (Invitrogen) segundo especificagdes do fabricante.

Para clonagem em vetor de expressédo (pMAL, New Englad Biolabs) em
E. coli, uma nova amplificacdo foi feita utilizando os iniciadores PB50 e
polBamHI (Tabela Il) e, como DNA molde, plasmideo carregando o gene ja
clonado. Em seguida, o amplicon foi clonado no vetor pCR2.1 do conjunto de
reagentes “TOPO-TA cloning kit for sequencing” (Invitrogen) segundo
especificacoes do fabricante e purificado pela “Miniprep” de 3mL de cultura das
bactérias selecionadas. O plasmideo purificado e o pMAL-c2-Genenase
(Anexo I, New England Biolabs) foram digeridos com as enzimas de restricao
EcoRIl e BamHI em tampéao apropriado com 2ug 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 ligacéo foi feita
usando 50ng de vetor e 100ng de plasmideo a 16°C por 2 horas.

Para clonagem do gene TcRad51 no vetor de expressdo de CHO, uma
nova amplificagéo foi feita utilizando os iniciadores Rad51Xho e Rad51Xba
(Tabela 1), e, como DNA molde, plasmideo pUC18 (Anexo |, GE Healthcare)
contendo o gene. Em seguida, o amplicon e o plasmideo de destino foram
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digeridos com as enzimas Xhol e Xbal (New England Biolabs). A ligacao foi

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

3.3. Transformacéo de E. coli competentes

As linhagens de E. coli DH5-a, AB1157, SC12-17 foram tornadas
eletrocompetentes para transformacdo com plasmideos. 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 trés vezes com cerca de 200mL de glicerol 10%. A
altima lavagem foi feita com 50mL de glicerol 20%. Em seguida, as células
foram solubilizadas em 1mL de glicerol 10%. A D.O. da diluicdo 1/10 foi medida
e, foi adicionado glicerol 10% para que a D.O. a 600nm dessa diluicdo fosse
0,15. As células foram aliquotas no volume de 40uL e estocada a —80°C. Para
a transformacédo, uma aliquota de 40uL da célula de interesse foi incubada com
a ligacdo ou plasmideo 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 eletroporacao foi feita utilizando o programa Ec2 do eletroporador
MicroPulser (Bio-Rad). A voltagem desse programa € de 2,5kV. Imediatamente
apos a eletroporacéo, foi adicionado 200uL de meio 2x YT e as células foram
transferidas para tubos de 1,5mL. Esses tubos foram, entdo, incubados por 45
minutos a 37°C. Duas placas de 2x YT agar 1,5% com ampicilina (100ug/mL)
eram feitas para cada eletroporagdo, em uma, eram colocados 50uL das
células eletroporadas, e na outra, o volume restante. As células eram
incubadas a 37°C durante a noite. A presenca de plasmideos com inserto era

detectada pela PCR de colbnia.

3.4. Extracdo de plasmideos pela técnica de “minipep” e

“midiprep”

Para a miniprep, cerca de 3mL de meio de cultura saturado com as
bactérias contendo o plasmideos recombinantes foi centrifugado a temperatura
ambiente a uma rotacdo de 15500xg durante 10 minutos. Descartou-se o
sobrenadante secando completamente o tubo com papel de filtro estéril para
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submeter a amostra a extracdo dos plasmideos recombinantes com o0s
reagentes “Wizard Plus Minipreps DNA Purification System” (Promega). A
extracao foi feita segundo as normas descritas pelo fabricante.

Para a midiprep, cerca de 500mL de meio de cultura saturado com as
bactérias contendo o plasmideos recombinantes foi centrifugado a temperatura
ambiente a uma rotagdo de 7500xg durante 10 minutos. Descartou-se o
sobrenadante, secando completamente o tubo com papel de filtro estéril para
submeter a amostra a extracdo dos plasmideos recombinantes com o0s
reagentes do “QIAGEN Plasmid Midi kit” (QIAGEN) segundo as normas
descritas pelo fabricante.

Apos a extragao pela “miniprep” ou “midiprep”, foi feita uma estimativa
da concentracdo de DNA através da eletroforese em gel de agarose 1% corado

com brometo de etideo.

3.5. Reac0es de sequenciamento.

Todos os plasmideos utilizados neste trabalho foram sequenciados em
ambas as dire¢cbes usando o sequenciador automatico capilar MegaBACE
1000 (GE Healthcare). As reacdes de sequenciamento 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 Il). As
reacdes foram feitas no termociclador Mastercycle gradient (Eppendorf),
usando o seguinte programa:

(1).30 ciclos de desnaturagéao (95°C por 20 segundos), anelamento (50°C
por 15 segundos) e extensao (60°C por 1 minuto);
(i).nova desnaturacdo, anelamento e uma extensao final de 10 minutos;
(iii).4°C indefinidamente.

Apés as reacdes, os produtos fluorescentes eram submetidos ao

protocolo de precipitacdo com etanol e injetados no sequenciador de acordo

com os protocolos recomendados pelo fabricante (GE Healthcare).
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Os sequenciamento foram feitos no Laboratério de Genética-Bioquimica
e no Nucleo de Analises de Genoma e Expressao Génica (NAGE), ambos no

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

3.6. Eletroforese em campo pulsatil (PFGE)

Epimastigotas de T. cruzi foram crescidos em meio LIT a 28°C até a fase
exponencial. A concentragdo de parasitos foi determinada por contagem em
cinco replicatas em camara de Neubauer. Volumes conhecidos de meio de
cultura contendo os parasitos foram centrifugados a 1700xg por 20 minutos a
temperatura ambiente; logo apds o sobrenadante foi descartado e as células
foram solubilizadas cuidadosamente em solucdo salina NaCl 0,85% estéril.
ApGs novo ciclo de lavagem, as células foram cuidadosamente solubilizadas
em PSG (NaH,PO, 75mM; NaCl 60mM; Glicose 10%), a uma concentracado de
10** parasitos por 100uL. Igual volume de agarose LMP 1% fundida em ddH,0
a temperatura de aproximadamente 40°C foi acrescida a suspensdo de
parasitos. Ap6s homogeneizacdo, a mistura foi imediatamente depositada em
moldes no formato de blocos de volume de 100uL, deste modo, a concentracao
final de parasitos foi sempre de 10’ células por bloco. Apds cerca de 20
minutos a 4°C, os blocos foram mergulhados em um grande volume de solucao
ESP (EDTA 0,5M; Lauroyl sarcosine 1%; Proteinase K 0,5mg/mL), e mantidos
a 50°C sob agitagédo lenta por 48 horas. Apds lavagem em EDTA pH 8,0 0,5M,
os blocos foram armazenados a 4°C até o momento da eletroforese por PFGE.

As bandas cromossdomicas das populagdes de parasitos CL Brener,
irradiadas ou nédo, foram separadas através de eletroforese de campo pulsatil
(PFGE) conforme condicdes descritas por Cano e colaboradores (1995) com
algumas modifica¢cdes. 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 padrdes comerciais de
peso molecular (cromossomos de Hansenula wingei, BioRad). Os géis foram
submetidos a eletroforese de campo pulsatil em um aparelho GeneNavigator
(GE Healthcare) em tampéao 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 direcao (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). ApGs a corrida, os géis foram corados em uma solugdo brometo de
etideo 1% e fotografados através de um aparato digital Vilber Luormat DP-001.
Algumas destas imagens foram submetidas a analises por densitometria

através do Software photodocumentation system FDC V.10.

3.7. Extracao de RNA total de T. cruzi

RNA total da cepa CL Brener de T. cruzi tratada ou ndo com 500Gy
foram obtidos a partir de cerca de 1x10° células, utilizando o reagente TRIzol
(Invitrogen) segundo o protocolo descrito pelo fabricante. Apos a extragéo, era

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

3.8. "Northern blot"

Os géis de agarose para analise das amostras de RNA foram realizados
na concentracdo 1% em tampédo 1x MOPS/EDTA (MOPS pH 7,0 0,02M;
Acetato de so6dio 5mM; EDTA 1mM) e 2% formaldeido (Sambrook et al., 1989).
Foram adicionados 25uL de tampao de amostra (0,75mL de Formamida
deionizada; 0,15mL de tampao 10x MOPS; 0,24mL de Formaldeido; 0,1mL de
Agua; 0,1mL de Glicerol; 0,08mL de Azul de Bromofenol 10% (p/v)) em 5uL de
amostra e incubado a 65°C por 15 minutos. Em seguida, 1uL de brometo de
etideo 1,0mg/mL foi adicionado as amostras e estas aplicadas no gel. Apés a
corrida, o gel foi analisado em transiluminador de U.V. O gel que foi utilizado na
transferéncia foi tratado inicialmente com solugdo 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 solu¢do 10x SSC.

Apos a transferéncia, a membrana foi lavada em 2x SSC e o DNA
imobilizado com Iluz ultravioleta utilizando-se o aparelho UVStratalinker
(Stratagene). A membrana foi pré-hibridada em 40mL de solucdo de hibridacéo
(formamida 50% (v/v); 6x SSC; 10x Denhardts; SDS 0,2%; DNA de esperma de

50



Material e Métodos

salméo 75ug/mL) a 42°C por 2 horas. A hibridac&o foi conduzida por 24 horas
em 20mL de solucdo hibridacdo contendo sonda para o gene TcRad51,
previamente desnaturada a 100°C durante 5 minutos. A sonda foi marcada com
%P como descrito no item 3.9. Em seguida, procederam-se duas lavagens da
membrana em solucdo de 2x SSC e SDS 0,1% a 65°C. Apds a lavagem, a
membrana foi selada e exposta a filme de raios X a -80°C em cassete. A
revelacao foi feita apds diferentes tempos de exposicao.

3.9. Marcacédo de sondas com *P e purificacdo da sonda

radioativa

As sondas utilizadas para o “Nothern blot” foram construidas a partir da
amplificac@o pela PCR. O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo. Em seguida, a banda do gel
correspondente ao fragmento de interesse foi cortada e purificada com o kit
“Wizard PCR Preps Purification System” (Promega) segundo recomendagdes
do fabricante. ApO6s a estimativa da concentracdo de DNA feita em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo, 100ng de fragmento de DNA
purificado foi adicionado a reacdo de marcacdo de acordo com as indicacfes
do fabricante do Random Primed DNA Labeling Kit (Boehringer Mannheim
Biochemica), utilizando-se 50uCi de a**P-dCTP por reacdo. Ap6s 30 minutos
de marcacdo a 37°C, as reagbes eram bloqueada com 2ulL de EDTA
0,2mol/mL pH 8,0. Foi utilizado sistema de gel de filtracdo molecular para
eliminacdo de nucleotideos nédo incorporados. A coluna utilizada foi a Nick
Columns (GE Healthcare). O nivel de radiacdo das fracdes foi verificado em
Geiger (Mini Monitor Scintillation Probes-Series 900), sendo que a segunda
fracdo correspondente aos nucleotideos incorporados foi guardada e,
posteriormente, fervida e adicionada a solucao de hibridizacao.
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3.10. Expresséo e purificacdo da DNA pol B em E. coli

A bactéria transformada com o plasmideo pMAL contendo o gene da
DNA pol B, selecionada pela PCR da colonia, foi colocada para crescer durante
a noite no volume de 15mL de meio 2x YT e 100ug/mL de ampicilina. No dia
seguinte, esse volume era adicionado a 1L de meio 2x YT com ampicilina na
mesma concentracdo. 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 concentragao final
de 0,6mM, e foi retirada uma aliquota a cada 1 hora.

Apoés 4 horas de expressao, a cultura foi centrifugada por 10 minutos a
7500xg. O sobrenadante foi descartado e as células foram solubilizadas em
tampdao da coluna de maltose (Tris HCI pH 7,4 200mM; NaCl 200mM e EDTA
1mM). Foi adicionada lisozima e, ap6s 30 minutos de incubacédo, 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 centrifugacéo
a 3000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido para passagem na
coluna de maltose (New england biolabs) segundo as especificacbes do
fabricante. O precipitado, correspondente a fracao insoluvel, foi solubilizado em
10mL sarcosil 1%, centrifugado a 3000xg por 10 minutos, e o sobrenadante foi
dialisado contra agua mili-Q durante a noite. O sobrenadante dialisado foi
diluido em 40mL de tampédo da coluna e usado para passagem na coluna de

maltose.

3.11. Ensaio de complementacéao funcional em bactéria

Bactérias E. coli da cepa SC18-12 e AB1157 (Tabela I), transformadas
com plasmideos pMAL e pMAL contendo o gene da DNA pol B, foram
submetidas a diferentes doses de luz U.V. para se medir a sensibilidade das
mesmas.

Em outro ensaio, essas mesmas bactérias foram plagueadas em meio
2xX YT solido suplementado com ampicilina (100pug/mL) e colocadas para

crescer a temperatura de 30°C e 42°C durante a noite.
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3.12. Ensaio de recombinacdo em células eucaridticas

O gene Rad51 de Trypanosoma cruzi (TcRad51) foi clonado no
plasmideo pcDNA 3.1 (Anexo I, Invitrogen) que permite a transfecgéo estavel
de CHO K1 DRAI10 (Liang et al., 1998). Alguns clones foram selecionados e
colocados na presenca de 1mg/mL G418 para se determinar o namero de
células que se tornam resistentes a esse antibiotico. Esse niamero representa o
namero de recombinantes 0 que permite avaliar a participagdo desse gene no

processo de recombinagéo.

3.13. Ensaio in vitro de sintese de DNA

A habilidade da DNA pol B em sintetizar DNA foi avaliada pela
incorporacdo de nucleotideos a um iniciador marcado radiotivamente ou com
fluoresceina. Para isso, purificamos a proteina DNA pol § em fusdo com a MBP
(Proteina que se liga a maltose). Foram construidos dois oligonucleotideos: um
de 16-mer (Tabela Ill) que corresponde ao iniciador e um de 30-mer (Tabela
[lI) que corresponde a fita molde para sintese. O oligonucleotideo de 16-mer foi
marcado com radioatividade usando-se ATP radioativo e a proteina cinase
(New England Biolabs) segundo as normas do fabricante da enzima. Esses
nucleotideos foram misturados em um tampao de anelamento (Tris HCI pH 7,5
10mM; NaCl 50mM e MgCl, 10mM) por 10 minutos a 70°C. Em seguida, foi
feita a reacdo de sintese em tampao apropriado (HEPES pH 8,5 25mM; NacCl
125mM; MgCl, 5mM e DTT 1mM), os quatros desoxirribonucleotideos, a DNA
pol B e 2-5ng do DNA obtido através do protocolo de anelamento. A reagao foi
interrompida pela solucdo 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
radiografico que apos a revelacdo permitiu que se determinasse se houve ou
nao sintese de DNA.

No sistema n&o radioativo, o iniciador M13 -40 marcado com
fluorescéncia foi anelado a diferentes oligonucleotideos (Tabela IlI). O

anelamento era feito em solugéo tampao (Tris HCI pH 7,0 10mM; NaCl 50mM e
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Tabela lll. Lista de iniciadores para ensaio de sintese.

Iniciador Sequéncia 5 -3

M13 -40 CAG CACTGACCCTTTTG

pT CAAAAG GGTCAGTGCTGTTTTTTTTTITTTITTITTITTITT

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 CcCcCc ccc ccce cce
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 TGA?

16-mer CAC TGA CTG TAT GAT G

30-mer CTC GTC AGC ATCTTC ATC ATACAG TCA GTG

& X representa o nucleotideo modificado 8-oxoguanina.
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EDTA 1mM) aumentando-se a temperatura até 70°C, e depois as amostras
eram deixadas resfriando lentamente. As condi¢cdes de sintese variavam de
acordo com o experimento como descrito nos resultados. ApGs o processo de
incubacédo para sintese, as amostras foram resolvidas em gel de acrilamida 6%
desnaturante em sequenciador automatico ALF (GE Healthcare). Os
fluorogramas eram analisados e a eficiéncia de reacdo era calculada pela
relacdo entre a area do pico correspondente ao oligonucleotideo de 40-mer e a

area do correspondente ao de 16-mer.

3.14. Ensaio in vitro da incorporacéo de AZT

Foi usado também um sistema alternativo para verificar a capacidade de
sintese da DNA pol B (Capp et al., 2006). Nesse sistema, a reacao era feita
utilizando-se como molde para sintese um DNA plasmidial tratado com a
DNAse. Entdo, esse DNA foi colocado na presenca do tampéao de reacédo, dos
dNTPs (na concentracdo de 5uM, exceto o dTTP) sendo o dTTP marcado com
®H (100uCi) e a DNA pol B. Foi adicionado também o AZTTP em diferentes
concentracfes. Apos duas horas de reacdo, o DNA foi transferido e ligado a
uma membrana, e em seguida, lavados com solucdo de acido tricloroacético
0,5%. Em seguida foi adicionado o liquido de cintilacao e foi feita uma leitura no

aparelho p-counter.

3.15. Extratos totais, nucleares e citoplasmaticos

Para a preparacdo dos extratos nucleares e citoplasmaticos, cerca de
5 x 10° epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi foram coletados por
centrifugacéo a 1700xg a 4°C, em seguida, lavados com 1x PBS e novamente
centrifugados. Os parasitos foram solubilizados em tampéo A gelado (Tris HCI
pH 7,4 10mM; MgCl, 2mM; EDTA 1mM; KCI 5mM; CaCl, 2mM; Espermidina
1mM e PEG-6000 6%) e foram mantidas no gelo por 10 minutos. Ao final, as
células eram examinadas ao microscopio para verificar se elas estavam
turgidas. Foram adicionados NP-40 (0,5% na concentragao final) e Triton X-100

(0,4% na concentracao final) e foi feita uma homogeneizacdo dessas amostras.

55



Material e Métodos

Uma aliquota foi retirada, concentradas a vacuo e foi adicionado 0 mesmo
volume de 2x tamp&o SDS “gel-loading” (Tris HCI pH 6.8 100mM; DTT 200mM;
SDS ; azul de bromofenol 0,2% e glicerol 20%) correspondente a fracéo total.
Uma aliquota também era retirada para exame ao microscopio para se verificar
se a lise ocorreu. No restante das amostras, era adicionado 2x tampé&o B
gelado (sucrose 0,64M; Tris HCI pH 7,5 40mM; Espermidina 1mM, EDTA 1mM,
KCI 60mM e DTT 0,5mM) e, imediatamente, essas amostras eram
centrifugadas a velocidade de 1700xg por 15 min. O sobrenadante era
coletado, concentrado a vacuo e era adicionado o mesmo volume de 2x
tampao SDS “gel-loading”. Essa fracdo € a fragdo citoplasmatica. O material
precipitado pela centrifugacdo era lavado em 1x tampdo B e, novamente,
centrifugado. O precipitado era entdo solubilizado em 1x tampdo B e era
adicionado o mesmo volume de 2x tampao SDS “gel-loading”. Essa fracdo é a

nuclear.

3.16. “Western Blot”

Os extratos foram separados em gel de acrilamida 10% segundo
Sambrook e colaboradores (1989). Em seguida, as proteinas 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 o0 anticorpo
primario foi diluido 400 vezes em PBS-t e incubado durante a noite. No dia
seguinte, a membrana foi lavada trés vezes por 10 minutos em PBS-t e
incubada com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a fosfatase
alcalina (AP) durante 1 hora. Foram feitas trés lavagens de 10 minutos. A
revelacdo era feita na prépria membrana em tampao AP (Tris HCI pH 9,5
100mM, NaCl 100mM e MgCl, 5mM) e em seguida a membrana foi revelada
com método colorimétrico utilizado 5-bromo-4-cloro-3-indolil/nitro  blue
tetrazolium (BCIP 167ug/mL e NBT330ug/mL).

O soro imune foi produzido em uma coelha através de quatro

imunizacdes. Na primeira delas, a proteina de fusdo MBP-DNA pol B foi
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misturada o adjuvante completo de Freud. Nas outras trés, foi utilizado o
adjuvante incompleto de Freud.

3.17. RT-PCR em tempo real

RNA total de T. cruzi, cerca de 1lug, quantificado por eletroforese de
capilaridade (RNA 6000 nanochips kit, Agilent) foram utilizado em reacfes de
sintese da primeira fita do cDNA com o “kit” SuperScript || Reverse
Transcriptase (Invitrogen) e iniciadores dT(12-18) seguindo-se instru¢gdes do
fabricante. As reacdes controle eram executadas sem a transcriptase reversa
para determinacdo de DNA contaminante nas amostras de RNA. Os niveis de
expressdo do gene TcRad51 foi determinado pela PCR em tempo real usando
o produto de sintese de cDNA como molde das rea¢fes no aparato para PCR
em tempo real (ABI7900 — Applied Biosystems). As reacdes eram feitas
utilizando-se a mistura de reagentes SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) com 0,25uM 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 normalizagéo, foi
utiizado o gene da GAPDH que é constitutivamente expresso. Todas as
amostras eram feitas em duplicadas em dois experimentos independentes.
Para a determinacdo da quantidade relativa do gene TcRad51, o método 244

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

3.18. Sobrevivéncia de cepas do T. cruzi na presenca de AZT

Para verificar a sobrevivéncia do T. cruzi na presenca de AZT, as cepas
JG, Colombiana e CL Brener foram contadas e, em seguida, diluidas para a
concentracdo de 1 x 10° células/mL. Em 2mL de cultura LIT, foi adicionado
AZTMP nas concentragbes de 100, 200 e 300uM. Foi feito um controle sem

adicdo de AZTMP. Apés cinco dias, as células foram contadas novamente.

57



Material e Métodos

3.19. Sobrevivéncia e crescimento de cepas do T. cruzi apos

irradiacao vy.

Para verificar a sobrevivéncia do T. cruzi apés a irradiacdo vy, as cepas
JG, Colombiana e CL Brener foram contadas e 2,5 x 10° células foram
submetidas ou ndo a 500 e 1000Gy de irradiacdo. Apoés cinco dias, as células
foram contadas novamente. Para verificar o efeito da radiagéo y no crescimento
da cepa CL Brener de T. cruzi, epimastigotas foram contadas e diluidas para a
concentracdo de 2,0 x 10’ células/mL. Um grupo de células foi, entéo,
submetido a 500Gy de irradiacdo. As células eram contadas de 48 em 48 horas

em eritrocina 4% em 1x PBS.
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Resultados

Como descrito em dissertacdo de mestrado (Regis-da-Silva, 2002), o
gene Radb5l1 de T. cruzi foi parcialmente caracterizado. Em tal trabalho,
clonamos o gene TcRad51. Verificamos a presenca de seu RNA mensageiro
em todas as formas do parasito e que os niveis desse RNA na forma
amastigota eram mais elevados. O gene TcRad51 foi também clonado em
plasmideo de levedura e utilizado em ensaios de complementacdo funcional
em Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente, outros experimentos foram
feitos para melhor entender a sua participacdo no metabolismo de DNA T.

cruzi.

4.1. Ensaio de Recombinacao em CHO utilizando o gene
Rad51

Uma das formas de se verificar a influéncia de um gene no processo de
recombinacdo é utilizando a linhagem CHO K1 DRA10 (Liang et al., 1998).
Essas células possuem duas sequéncias inativas do gene Neo que confere
resisténcia ao antibidtico neomicina bem como ao seu analogo G418. Na
primeira copia, foi inserida uma sequéncia chamada |-Scel que retira o gene de
fase. A segunda sequéncia ndo possui a regido 5 sendo, portanto, uma
sequéncia ndo expressa. Sendo assim, o processo de recombinagdo entre
essas duas coOpias poderia permitir a ativacdo de um desses genes e
consequentemente um fendtipo de resisténcia a neomicina. Dessa forma, para
verificar se o0 gene Rad51 de T. cruzi poderia aumentar a taxa de
recombinacdo, 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 presenca de 1mg/mL de G418.
O clone carregando o gene TcRad51 apresentou um aumento significativo do
namero de recombinantes (Figura 5) mostrando que o gene TcRad51 pode
causar um aumento na taxa de recombinacdo assim como seus homélogos em

outros organismos.
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Figura 5. Ensaio de recombinacdo 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 a radiacéo y

A radiagéo vy , dentre outros tipos de danos, causa quebras na fita de
DNA que podem ser religadas pelo reparo por recombinacdo homdloga
caracterizado por sua alta fidelidade. Células epimastigotas de trés cepas de
T. cruzi, CL Brener, JG e Colombiana, foram submetidas a essa radiacéo.
Interessantemente, as trés cepas se mostraram muito resistentes sendo a DLsg
de 1000Gy (Figura 6). Um dos principais genes envolvidos no processo de
reparo da quebras de dupla fita causadas por esse agente € o gene Rad51.

Para verificar se a resisténcia a radiagcdo y estava associada a uma
indugdo da expressdo do gene Rad51, RNA total da cepa CL Brener foi
extraido de células irradiadas ou néo, e cerca de 10ug de RNA total foi usado
para transferéncia em membrana de nailon. Ha 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 néo irradiado (Figura 7). Os RNAs
ribossdomicos 18S, 24Sa e 24SP indicam que aproximadamente a mesma
guantidade 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
ndo. Considerando-se as quantidades relativas ao mRNA do gene de GAPDH,
ha um aumento de quatro vezes nos niveis de mRNA para o gene TcRad51
quatro horas apoés a irradiacdo. E mesmo 24 horas apos a irradiacdo, o nivel
desse mRNA é duas vezes maior nas células irradiadas.

A técnica PFGE permite visualizar o padrdo de bandas cromossémicas
do T. cruzi em gel de agarose. A radiagao v, por causar quebras na dupla fita
de DNA, pode alterar esse padrdo. Assim, parasitos que sofreram irradiacao
tiveram suas bandas cromossdmicas examinadas através da PFGE. As células
nao irradiadas apresentam um padrao de bandas compativel com o ja descrito
para T. cruzi (Cano et al, 1995). JA o padrdo das células irradiadas
apresentou-se no gel sob a forma de um rastro de DNA apoés a irradiacao
(Figura 8). A formacgdo desse rastro € um indicativo que 0S CromosSsomos
desse parasito sofreram varias quebras gerando a perda das bandas
cromossOmicas. O reparo das quebras de dupla-fita é evidenciado pelo

restabelecimento do padrédo de bandas normal 48 horas apoés a irradiacao.
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia a radiacdo ionizante. Células de

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

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

valores sao 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 nao. (B)
Estimativa da quantidade de RNA através do gel de agarose utilizando os

RNAs ribossdmicos 18S, 24Sa. e 24Sp.
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Figura 8. Resposta do T. cruzi frente a radiacdo y. Gel de Agarose LMP
1% onde foram resolvidas, por PFGE, amostras da cepa CL Brener obtidas
varios tempos apés a irradiacao. N.I. representa o nao irradiado enquanto M

representa um marcador de peso molecular.
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Andlise do padrédo de bandas foi feita também 6, 24, 30 e 48 horas ap0s
a irradiacdo e, mais uma vez, a reconstituicdo cromossémica so6 foi detectada
depois de 48 horas (Figura 9). Interessantemente, o parasito irradiado s0 inicia
seu crescimento 320 horas apés a irradiagdo ao passo que 0 parasito ndo
irradiado cresce normalmente (Figura 10). Esse aumento na fase “lag” de
crescimento indica o tempo necessario para que 0 mesmo ndo soO repare o0 seu
material genético, mas também restabeleca todas as suas funcdes celulares

afetadas pelo processo de irradiacéo para que possa, entdo, se reproduzir.

Um segundo gene relacionado ao metabolismo de DNA estudado
codifica a DNA polimerase 3. Embora, seu produto tenha sido extensivamente
estudado em mamiferos, pouco se conhece a respeito do seu papel na biologia
de parasitos como o Trypanosoma cruzi. Dada a sua ja conhecida importancia
em células eucarioticas, é interessante se conhecer a contribuicdo do mesmo

para a integridade gendmica do T. cruzi.

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

Com o objetivo de clonar o gene da TcDNA pol B, a seqiéncia do gene
DNA pol g 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 unica EST de T. cruzi.
Essa EST, identificada pelo ID AW330432, possui 86% de identidade em
relacdo a sequéncia de C. fasciculata. O tamanho total da EST € de 585
nucleotideos sendo essa sequéncia gerada a partir de uma biblioteca
normalizada de cDNA de epimastigotas da cepa CL Brener. A sequéncia
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 presenca de duas ESTs com homologia significativa sendo
uma delas a préopria EST utilizada na pesquisa. Essa nova EST apresenta 370
nucleotideos e esta identificada pelo ID AW330431. Analise dessa EST
mostrou que ela apresentava a regiao 5’ do gene, permitindo a construcao de

iniciadores a partir do ATG inicial. Para a constru¢cdo de um iniciador para a
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Figura 9. Andlise do padrdo de bandas cromossdmicas de T. cruzi em

diferentes tempos apds exposicao a radiacdo y. A figura de cima representa a
canaleta do gel de agarose corado pelo brometo de etideo onde as amostras
foram resolvidas por PFGE. Em baixo, esta a representacdo densitométrica das

bandas detectadas.
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Figura 10. Curva de crescimento da cepa CL Brener de T. cruzi.

Células, irradiadas ou nao, foram mantidas em cultura e contadas de 48 em 48

horas. O quadrado representa as células ndo irradiadas e o losango, as células

expostas a 500Gy de radiacao vy.
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regidao 3’, as sequéncias de proteina da DNA pol B de C. fasciculata e L.
infantum foram usadas em um alinhamento e, a partir de um consenso, foram
construidos iniciadores degenerados. A PCR feita com esses iniciadores e
DNA gendmico da cepa Tulahuén produziu a amplificacdo de um fragmento de
cerca de 1200pb, correspondente a regidao codificadora completa do gene. O
fragmento foi ligado no plasmideo pCR 2.1 (Invitrogen). Os plasmideos
purificados apds a clonagem foram sequenciados, o que revelou uma
sequéncia de 1209 pb correspondente a uma proteina de 402 residuos de
aminoacidos. Essa sequéncia tem 53% de residuos similares em relacdo a
sequéncia de DNA pol B humana e 33% de residuos idénticos (Figura 11). E
em relacdo a sequéncia de rato, ela possui 52% de residuos similares e 32%
de residuos idénticos (Figura 11). A sequéncia de proteina foi usada em um
alinhamento com as sequéncias de T. brucei (88% de residuos similares e 80%
de idénticos), L. infantum (69% de similares e 76% de idénticos), L. major (69%
de similares e 77% de idénticos) e C. fasciculata (69% de similares e 77% de
idénticos) (Figura 12). Essas proteinas sdo altamente conservadas dentro do
grupo dos tripanossomatideos como mostra a sequUéncia consenso. As
proteinas de T. brucei e de T. cruzi possuem inser¢des na regido C-terminal.
Essas insercbes ndo sdo 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 delecédo de cerca de cinco
residuos de aminoacidos na regido central da proteina correspondendo aos
residuos de 255 a 260 de L. major, L. infantum e C. fasciculata. Esses residuos
sdo conservados nos outros trés tripanossomatideos. Essas sequéncias
possuem ainda 27 residuos de aminoacidos que sao conservados na familia
das DNA pol B. Entretanto, na posi¢cdo do residuo 368, os alelos das cepas de

T. cruzi, possuem uma substituicdo de uma tirosina por uma fenilalanina.
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Figura 11. Alinhamento das sequéncias das proteinas DNA pol B de
Trypanosoma cruzi (Tc), Rattus norvegicus (Rn; Numero de acesso no sitio do
NCBI, AAH98668) e Homo sapiens (Hs, Numero de acesso, AAI00289). Tcl e
Tc2 referem-se aos alelos da cepa CL Brener de T. cruzi (NUmeros de acesso,
XP_819968 e XP_813738) e Tc3, da cepa Tulahuén. Os asteriscos, embaixo,
representam 27 residuos que sé@o conservados na familia das DNA pol . O
alinhamento foi feito utilizando 0 programa CLUSTALW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalwy/).
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Legenda ao lado.
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Figura 12. Alinhamento das seqiéncias das proteinas DNA pol B de
tripanossomatideos. Tcl e Tc2 referem-se aos alelos da cepa CL Brener de T.
cruzi (NUmeros de acesso no sitio do NCBI, XP_819968 e XP_813738) e Tc3,
da cepa Tulahuén. Tb se refere a T. brucei (NUmero de acesso, AAQ56191);
Lm, L. major (NUmero de acesso, CAJ02268); Li, L. infantum (NUmero de
acesso, AAF00495) e Cf, C fasciculata (Namero de acesso, AAQ68599). Os
asteriscos, embaixo, representam residuos 27 residuos que sdo conservados
na familia da DNA pol B. A seta indica o Unico residuo conservado onde ha
uma substituicdo 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. Expresséo da TcDNA pol B em E. coli

A producéo da proteina TcDNA pol B permite se fazer ensaios funcionais
in vitro. A proteina pode também ser utilizada na imunizacdo de animais para a
producdo de anticorpos. Com esses objetivos, o gene da TcDNA pol B foi
clonado no plasmideo pMAL e, em seguida, transformado em E. coli. A
proteina de fusdo tem um tamanho teodrico de 87kDa. A TcDNA pol B foi
produzida em grandes quantidades (Figura 13a). Entretanto, apos a lise das
bactérias, a maior parte dessa proteina permanecia na fracdo insoluvel,
provavelmente sob a forma de corpulsculos de inclusdo. Dois protocolos de
solubilizagdo de proteinas forma usados. O primeiro utilizava uréia como
desnaturante. Uma grande quantidade de proteina era solubilizada. Entretanto,
apos a didlise, essa proteina ndo se ligava a coluna de amilose. No segundo
protocolo, foi utilizado o detergente sarcosil. Mais uma vez, a proteina era
solubilizada em grande quantidade. Foi possivel se purificar a proteina em
coluna de amilose. Essa proteina pode ser utilizada na imunizacdo do coelho.
Todavia, ela ndo mostrava atividade in vitro.

Embora a maior parte da proteina estivesse na fracdo insoluvel, era
possivel também identificd-la na fracdo soltvel (Figura 13b). Em purificacédo
tipica utilizando essa fracdo, uma parte da proteina se ligava a coluna de
amilose. Apés a lavagem, essa proteina pdde ser eluida e, logo apos, dosada
pelo método de Bradford. O rendimento da purificacdo variava entre 4 e 6mg

por litro de cultura de bactérias.

4.7. Expresséo da TcDNA pol f em epimastigotas de T. cruzi

Para verificar a expressdao de TcDNA pol B 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 B de T. cruzi. Esses
anticorpos foram capazes de detectar uma banda de aproximadamente 45kD
(Figura 14, canaleta 1), que néo esta presente no soro pré-imune (Figura 14,

canaleta 4). O tamanho teodrico da TcDNA pol 8 é de aproximadamente 45,5kD.

12



Resultados

To T4 Sol. Insol.

kDa
(A)
97,4
66,2
45,0
31,0
N Lig. Fracao eluida
Sol. § Lav. 1 2 3 4 5 6 7
(B) kDa
97,4 = -
66,2 = E —
-
—
-_—
31,0 =

Figure 13. (A) Expresséao da proteina de fusdo MBP-TcDNA pol  em E.
coli. As amostras foram resolvidas em gel de acrilamida 10% com SDS. As
amostras TO e T4 correspondem ao tempo anterior e quatro horas apos a
inducéo respectivamente. Sol. e Insol. representam as fracdes solluveis e
insolaveis apés a lise da bactéria. (B) Purificagdo em coluna de amilose da
proteina de fusdo MBP-TcDNA pol B. As amostras foram resolvidas em gel de
acrilamida 10% com SDS. N lig. e Lav. referem-se a frac&o néo ligada a coluna
e a amostra retirada durante a lavagem respectivamente.
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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, citoplasmatico e nuclear
respectivamente e anticorpo contra a proteina de fusdo MBP-TcDNA pol . Nas
canaletas 4 e 5, foram utilizadas a proteina 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 proteina.
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Uma vez que esses anticorpos foram produzidos utilizando uma proteina em
fusdo com a MBP, testamos também se anticorpos produzidos em coelho
contra a MBP sao capazes de detectar a TcDNA pol B em extratos de
epimastigotas. Embora seja capaz de detectar a MBP (Figura 14, canaleta 7),
0S anticorpos nao reagiram com proteinas do extrato que possuiam o tamanho
da enzima de T. cruzi (Figura 14, canaleta 6). Os anticorpos contra TcDNA pol
B foram testados em extratos nucleares (Figura 14, canaleta 3) e
citoplasmaticos (Figura 14, canaleta 2) de T. cruzi. Ao contrario da proteina de
T. brucei e assim como a proteina de L. infantum, a de T. cruzi parece estar na

fracdo nuclear (Figura 14, canaleta 3).

4.8. Complementacéo funcional da bactéria SC18-12.

Para verificarmos se a homologia do gene TcDNA pol 3 com outras DNA
polimerases também era funcional, realizamos experimentos de
complementagcdo heter6loga em bactérias. Para isso, utilizamos a cepa
SC18-12 de E. coli que tem uma mutacdo no gene da DNA polimerase | que
ndo permite o crescimento da bactéria a 42°C. Além disso, ela possui uma
mutacdo no gene da proteina UvrA, que a torna sensivel a luz U.V. Células
eletrocompetentes dessa cepa foram transformadas com o plasmideo pMAL
carregando o gene da DNA polimerase e 0 mesmo vetor vazio. Como
controle, a cepa AB1157, selvagem para os genes da DNA polimerase | e uvrA,
foi também transformada por eletroporacdo com o plasmideo pMAL. A
superexpressdo da DNA pol  nas células SC18-12 restauram a habilidade das
mesmas em crescer a temperatura de 42°C (Figura 15a). Interessantemente, a
DNA pol B também foi capaz de permitir o crescimento dessas células apds a
irradiacdo com luz U.V. (Figura 15b) Nesse caso, € provavel que essa enzima
tenha atividade de sintese transleséo, ou seja, ela é capaz de sintetizar tendo
como molde DNA lesionado pela luz U.V.
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Figure 15. Complementacdo 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 0 gene da DNA pol B. (B)

Crescimento da cepa apés irradiacdo com luz U.V. Apenas a cepa selvagem e

a cepa SC18-12 transformada com plasmideo contendo o gene DNA pol S séo

capazes de crescer apés o tratamento com U.V.
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4.9. Sintese in vitro de DNA

Uma vez que a TcDNA pol B era capaz de realizar sintese in vivo, a
proteina purificada de T. cruzi foi usada para realizar a reacdo de sintese in
vitro que consiste em incubar essa proteina na presenca dos quatro
nucleotideos e um iniciador de 16 bases anelado a um oligonucleotideo de 30
bases. A TcDNA pol 3 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 nucleotideos 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 caracteristica desse grupo de proteinas como ja

visto para DNA pol 3 de outros organismos.

4.10. Incorporagéo de AZT in vitro e in vivo

Nakajima-Shimada e Aoki (1998) mostraram que a forma amastigota do
T. cruzi é sensivel ao tratamento com o AZT, entretanto n&o foi identificada
qual a enzima responsavel pela incorporacdo desse analogo de base. Para
verificarmos se a TcDNA pol B poderia estar fazendo esse papel, foi feito um
ensaio de sintese de DNA que mede a incorporacdo 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 podera ocorrer a sintese de DNA. A esse
DNA séo adicionados os dNTPs e a TcDNA pol . Para avaliar a incorporacéo
de AZT, varias concentracdes desse farmaco foram adicionadas. Ha uma
diminuicdo na incorporacdo de timidina tritiada quando € adicionado AZT nas
concentracbes de 10 e 100uM indicando que o mesmo foi utilizado como
substrato da sintese, inibindo tal processo (Figura 17). Isso sugere que a
TcDNA pol B pode, portanto, ser uma das enzimas responsaveis pela inibigéo
do crescimento do parasito T. cruzi na presenca de AZT. Nao ha incorporacéo
de timidina tritiada quando se utiliza a MBP no mesmo experimento, indicando
qgue o sistema de purificacdo ndo possui proteinas contaminantes capazes de

incorporar timidina ao DNA.
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3’ GTGCAGTCGTAGAAGTA 57
5’ CTCGTCAGCATCTTCATCATACAGTCAGTG 3’

TcDNA pol b (ug)

MBP (ug) 4 - - -
Figura 16. Sintese in vitro de DNA pela TcDNA pol B em fusdo com
MBP. As amostras eram compostas por um iniciador de 16 bases anelado a um
molde de 30 bases e foram incubadas na auséncia ou presenca de diferentes
concentracdes de TcDNA pol  a 37°C por 2 horas. A analise foi feita em gel de

acrilamida 6%.
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Figura 17. Percentual de incorporacdo de *H-dTTP na presenca de

diferentes concentracfes de AZT. O gréfico no canto superior direito indica o

percentual de incorporacdo de H*-dTTP pela TcDNA pol p e MBP.
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Uma vez que a DNA pol B de T. cruzi € capaz de incorporar o
nucleotideo trifosfato modificado AZT, decidimos verificar qual a toxicidade
também para as formas epimastigotas desse parasito. Para isso, foram
adicionadas diferentes concentracfes de AZT a culturas de epimastigotas de
trés cepas de Trypanosoma cruzi (JG, Colombiana e CL Brener). O AZT foi
capaz de provocar uma inibicdo do crescimento de todas as cepas, sendo que
a cepa JG apresentou uma inibicdo mais acentuada a partir da concentracao
de 200uM (Figura 18).

4.11. Caracterizagcdo das condi¢cdes otimas de atividade da
TcDNA pol

As condic¢des Otimas de atuacdo da TcDNA pol B foram testadas em
um sistema que utiliza fluorescéncia. Nesse sistema, o iniciador da reacao
marcado com fluoresceina foi anelado ao oligonucleotideo pT (Tabela lll,
Material e Métodos) e incubado na presenca dessa proteina. Em seguida
as amostras foram resolvidas em gel desnaturante de acrilamida 6% no
sequenciador automéatico ALF. Nesse caso, os resultados aparecem como
picos em um fluorograma (Figura 19), e as éareas sob 0s mesmo
representam a medida da sua intensidade. Dessa forma, a atividade da DNA
pol B pode ser medida pela relacdo entre a area do pico de 40-mer que
representa 0 maximo de polimerizacdo possivel e o pico de 17-mer que
representa a auséncia completa de polimerizacdo. Assim, foi avaliada a
influéncia da concentracdo de NaCl, MgCl,, dNTPs, temperatura, pH e
tempo de reacdo. Para o estabelecimento da reacéo, as seguintes condicdes
foram mantidas: 10mM de MgCl,, Tris HCI pH 7,4 50mM, 37°C, 100mM de
cada dNTP, duas horas de reacao e sem adicao de NacCl.

A processividade das polimerases também pode ser analisada utilizando
esse sistema. Assim, podemos confirmar os resultados obtidos no sistema de
sintese utilizando radioativo. A TcDNA pol B foi capaz de fazer a extenséo
completa do iniciador ligado ao molde pT (Figura 19, canaleta 3). Entretanto, a
presenca de picos intermediarios indica a baixa processividade da TcDNA pol

B. Por outro lado, a Klenow que € uma enzima de alta processividade nao
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% de sobrevivéncia
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Figura 18. Crescimento do T. cruzi na presenca de AZTMP. Culturas de

epimastigotas de diferentes cepas de T. cruzi foram expostas a diferentes

concentracbes de AZTMP e ap0s cinco dias, as células sobreviventes foram

contadas.
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Figura 19. Fluorograma das reacfes de sintese. Na canaleta 1, a
amostra ndo possui nenhuma proteina, a seta indica o pico que corresponde ao
iniciador (17-mer). Na canaleta 2, a reacdo de polimerizacdo utilizando a
Klenow (Invitrogen), a seta indica o pico que corresponde ao maximo de

polimerizacdo (40-mer). Na canaleta 3, a reacdo de polimerizacéo feita pela
DNA pol B.
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apresenta tais picos intermediarios (Figura 19, canaleta 2).

Para analisar a concentragcdo de NaCl, as concentracdes adicionadas
variaram de 0 a 100mM. O maximo de atividade relativa alcancada foi de 2,5
sem a adicdo de NaCl, sendo que a adicdo de até 25mM provoca pouca ou
nenhuma diminuicdo nesse perfil (Figura 20a). Uma queda da atividade de
polimerase foi observada quando 50mM e 100mM de NaCl foram adicionados.
Para preparacdo da reacdo, ha adicdo de NaCl proveniente da solucdo de
eluicdo da proteina e das condi¢cdes de anelamento dos oligonucleotideos.
Assim sendo, todas as reac¢des acima foram conduzidas com no minimo 45mM
desse sal e os dados acima se referem a necessidade de conduzir a reacéo
com adicao de NacCl.

A concentracdo de MgCI, foi variada de 0 a 100mM. Na auséncia de
MgCl,, a reacdo ndo ocorreu uma vez que o Mg?* esse sal atua como co-fator
essencial da reacédo (Figura 20b). E as concentracdes de 5mM e de 10mM
renderam uma atividade relativa de cerca de 1,3. Concentracfes maiores que
25mM séo suficientes para abolir a reacdo de polimerizacao.

A atividade da DNA pol B foi testada também em diversos pHs (Figura
21). Em solugdo de pH 5 ou menor, a DNA pol B ndo apresentou atividade
alguma. No pH 6, h4 uma pequena atividade de cerca de 0,5. A atividade
méaxima foi detectada em pH 7 que passou a ser o pH adotado em todas as
reacoes. Houve uma queda de cerca de 40% nessa atividade em pH 8 e pH 9.

A atividade da DNA pol g também foi medida em diferentes temperaturas
(Figura 22). A melhor polimerizagdo ocorre na temperatura 37°C alcancando
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 g também € pouco sensivel as concentragcdes de cada dNTPs
sendo que uma variagao de 10 a 300mM provocou pouca variacao na atividade
dessa enzima (Figura 23). As concentracdes mais baixas de 10, 25 e 50uM
geraram uma atividade de variaram em torno de 1,5. Ao passo que a
concentracdo intermediaria de 100uM gerou uma atividade também
intermediaria de 2,0. A melhor condi¢cdo € com uma concentracdo mais alta de

cada dNTP sendo que a atividade alcangou cerca de 2,5.
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Figura 20. (A) Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes
concentracfes de NaCl. As reacfes foram conduzidas em Tris HCI pH 7,4
100mM, 10mM de MgCl,, 100mM de cada dNTP durante duas horas a 37°C.
Os dados se referem a adicdo de NaCl a reacéo final e ndo a sua concentracao
final. (B) Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes concentracdes de
MgCl,. As reacdes foram conduzidas em Tris HCI pH 7,4 100mM, 100mM de
cada dNTP durante duas horas a 37°C. Nos graficos, estdo representados a

média e o desvio padrao de triplicatas.
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Atividade Relativa
N

pH

Figura 21. Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes pH. As

reacoes foram conduzidas em Tris HClI 100mM com pH variando de 5 a 9,
10mM de MgCl,, 100mM de cada dNTP durante duas horas a 37°C. Nos

gréficos, estdo representados a média e o desvio padrao de triplicatas.
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Figura 22. Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes
temperaturas. As reagdes foram conduzidas em 100mM Tris HCI com pH 7,0,
200mM de dNTPs, 10mM de MgCl, durante duas horas. Nos gréficos, estédo

representados a média e o desvio padrao de triplicatas.

86



Resultados

© 3
=
T
g 25 T 1
()
8 21 1 B
N | T
< b 1 = W o o N o |
=71
1 “““ I
0,5 i || ||
O 1 1 1 1 1 1
0 10 25 50 100 200 300
dNTPs (mM)

Figura 23. Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes
concentracfes de dNTPs. As reacdes foram conduzidas em Tris HCI pH 7,4
100mM, 10mM de MgCl, durante duas horas a 37°C. Nos graficos, estdo
representados a média e o desvio padréo de triplicatas.
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O tempo é outro fator que influéncia na reacéo de polimerizagéo. E por
isso, a reacdo foi conduzida durante diferentes tempos para se verificar a
capacidade dessa enzima em promover a extensdo de seu substrato (Figura
24). Nos primeiros 15 minutos, a reacdo é bem baixa e apenas uma pequena
deteccdo foi possivel girando em torno de 0,3. Com 30 minutos de reacdo, ha
um incremento nessa reacdo sendo que ela parece dobrar alcancando
aproximadamente 0,7. Um novo aumento ocorre ap0s 45 minutos, havendo um
novo dobramento da atividade relativa que gira em torno de 1,5. Os préximos
minutos de reagéo, referentes ao tempo de 60 e 90 minutos alteram apenas um
pouco esses valores. Entretanto, depois de 120 minutos, h4 detec¢do de um
novo aumento e a atividade relativa chegando ao seu maximo de 2,3 pontos.

A natureza do nucleotideo que serve como molde também influéncia
profundamente a eficiéncia da polimerizagcdo. Por isso, testamos se uma
mudancga na fita molde causaria uma mudanga na polimerizacdo. Na Figura
25, podemos observar que o oligonucleotideo pA, assim como o pT, serve
como um bom molde. Entretanto, os oligonucleotideos pC e pCA nado sédo
eficientemente polimerizados e apenas picos intermediarios sao detectados
(Figura 25). Curiosamente, quando foi utilizado um molde que continha um
nucleotideo modificado chamado 8-oxoguanina na segunda posicdo apos o
iniciador, a TcDNA pol $ nédo foi capaz de completar a sintese como esperado,
ela insere o nucleotideo diante da lesdo, mas é incapaz de continuar o

processo de sintese (Figura 26).

4.12. Fidelidade da sintese da TcDNA pol §3 in vitro

As enzimas da familia da DNA pol B ndo possuem capacidade revisora
e, portanto, caso um nucleotideo incorreto seja adicionado, outras proteinas
sdo recrutadas para o sitio da lesao para corrigir tal erro. Utilizando o ensaio de
sintese in vitro foi possivel verificar que a TcDNA pol  pode cometer erros
durante a sintese. Dois sistemas de oligonucleotideos foram utilizados. No

primeiro, o pT, que & um molde composto apenas por desoxitiminas, foi
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Figura 24. Atividade relativa da TcDNA pol B em diferentes tempos. As
reacdes foram conduzidas em Tris HCI pH 7,0 100mM, 200mM de dNTPs,

10mM de MgCI; a 37°C. Nos gréficos, estdo representados a média e o desvio

padrao de triplicatas.
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3’ GTTTTCCCAGTCAGGTC 57

pA 5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
24 242 243 244 245 245 247 245 243 230 251 252 253 254 255 256 257 255

3!
pT 5

GTTTTCCCAGTCAGGTC 5’
CAAAAGGGTCAGTGCTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’

T T T T T T T T T T T T T T T T
24 242 243 244 243 245 247 245 244 230 231 2352 233 34 233 236

pC
3’ GTTTTCCCAGTCAGGTC 57
5/ CAAAAGGGTCAGTGCTGCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 37
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
241 242 243 244 245 246 247 245 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 258
pCA
3’ GTTTTCCCAGTCAGGTC 57
5/ CAAAAGGGTCAGTGCTGCACACACACACACACACACACA 3’
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
24 242 243 244 245 246 247 245 249 2350 251 252 253 234 255 256 257 255 259
Figura 25. Sintese de DNA pela DNA pol B com diferentes

oligonucleotideos como molde. Essa proteina foi incubada em condi¢cbes
otimas (Tris HCI pH 7,0 100mM, 200mM de dNTPs, 10mM de MgCl, durante
duas horas a 37°C) com diferentes oligonucleotideos (a sequéncia de cada

oligonulceotideo esta especificada no resultado correspondente).
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aang 3’ GTTTTCCCAGTCACGAC 57
SintMI38HG 5/ cAAnAGGGTCAGTGCTGGXACTGGGTGTCGAAGCTCTCTAGCATGA 37
1
2
3
BIZ BIS 8‘4 EIS 8:3 BII-' BIS Bl':l ?IU ?|1 ?|2 ?|3 ?|4 TIS ?:3 ?I?' ?IS ?1’:} BID 8‘1 8|2 8|3 &

Figura 26. Sintese de DNA da DNA pol B com o oligonucleotideo
sintM138HG. A incubacado foi feita em condicbes 6timas (Tris HCI pH 7,0
100mM, 200mM de dNTPs, 10mM de MgCl, durante duas horas a 37°C). Na
canaleta 1, ndo foi adicionada proteina. Na canaleta 2, a reacdo de
polimerizacao foi feita com a Klenow e na 3, com a DNA pol . O X no molde

sintM138HG representa a base modificada 8-oxoguanina.

91



Resultados

incubado com cada um dos desoxirribonucleotideos (Figura 27). A TcDNA pol
B foi capaz de inserir dGTP sobre o molde pT, embora ndo tenha sido capaz de
inserir dACTP e dTTP. No segundo (Figura 28), o molde pA2T, que é composto
por desoxiadeninas mas possui uma interrupcdo com duas desoxitiminas, foi
incubado com a DNA pol B na presenca de dTTP, sendo adicionado ou néao
dATP, dCTP ou dGTP. Novamente, essa enzima foi capaz de inserir dGTP

sobre 0 molde de desoxitimina, mas nao foi capaz de adicionar dCTP.

4.13. Incorporacédo de didesoxinucleotideos na molécula de
DNA pela TcDNA pol B

Algumas DNA polimerases, como a DNA pol § humana, sédo capazes de
inserir nucleotideos como o AZT, os didesoxinucleotideos e mesmo
ribonucleotideos ao DNA. Utilizando esse sistema de oligonucleotideos,
testamos também a capacidade da TcDNA pol B de inserir ddATP ao DNA.
Tanto no sistema pT (Figura 29) como no pA2T (Figura 30), o ddATP foi
incorporado ao DNA. Entretanto, esse nucleotideo tem uma baixa capacidade
de competir com o dATP (Figura 30), uma vez que esse nucleotideo
adicionado na concentracdo de 5uM ja € capaz de competir com ddATP cuja

concentracdo era 40 vezes maior.
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Figura 27. Fluorograma das reacdes de sintese da DNA pol  com o

oligonucleotideo pT. Essa proteina foi incubada em condicfes 6timas (Tris HCI
pH 7,0 100mM, 200mM de dNTPs, 10mM de MgCl, durante duas horas a

37°C) sendo que na canaleta 1, ndo foram adicionados nucleotideos; na

canaleta 2, foi adicionado dCTP; ja na canaleta 3, dGTP e na canaleta 4, dATP.

A seta indica a deteccao do novo pico.
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3’ GTTTTCCCAGTCACGAC 57
5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGAAAAATTAAAAAAAAAAAAAAAA 3’

1 A +dTTP

pA2T

° +dTTP +dATP /\
,/ \v-\/”\/\unu(\ﬂvun P - _/ h S
3 /\ +dTTP +dCTP

J +dTTP
5 +dTTP +dATP

6 ’ +dTTP +d6TP \

Figura 28. Fluorograma das reacdes de sintese da DNA pol 3 com o

oligonucleotideo pA2T como molde. Em todas as canaletas, foi adicionado
dTTP. As reacBes foram feitas em condi¢cdes 6timas. Nas canaletas 1 e 4, ndo
foram adicionados outros nucleotideos. Nas canaletas 2 e 5, foi adicionado
dATP, ja na canaleta 3, dCTP e na canaleta 6, dGTP. As setas indicam a

deteccéo de picos.

94



Resultados

37 GTTTTCCCAGTCACGAC 57
pT 5" CAAAAGGGTCAGTGCTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3
1
-dNTP
2
+ddATP
3 +dNTP
R

Figura 29. Fluorograma das reacdes de sintese da DNA pol  com o
oligonucleotideo pT como molde. Na canaleta 1, ndo foram adicionados
nucleotideos. Nas canaletas 2, foi adicionado ddATP, j& na canaleta 3, foram
adicionados todos dNTPs.
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3" GTTTTCCCAGTCACGAC 57
pA2T 5’ CAAAAGGGTCAGTGCTGAAAAATTAAAAAAAAAAAAAAAA 3’

1
JL -dNTPs

2
+dATP+dTTP
3
+dTTP
4
+dTTP+ddATP

5 +dTTP+ddATP+dATP

T I I I I I T T T T T T
240 242 244 246 243 230 252 254 256 258 260 262

Figura 30. Fluorograma das reacdes de sintese da TcDNA pol B com o
oligonucleotideo pA2T como molde. Na canaleta 1, ndo foram adicionados
nucleotideos. 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 nucleotideos
foram adicionados na concentracdo de 200uM exceto o dATP na canaleta 5

que foi na concentracéo de 5uM.
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Discussdo

O Trypanosoma cruzi, desde a sua descoberta em 1909 por Carlos
Chagas, tem se mostrado um organismo impar. Sua biologia revela uma
grande complexidade e suas caracteristicas instigam a curiosidade daqueles
gue tem acesso as informacfes ainda escassas a cerca desse parasito. Muitos
marcadores moleculares ja foram utilizados para caracterizar isolados obtidos a
partir de barbeiros, de animais silvestres e do homem. Um aspecto
especialmente interessante € a diversidade e a complexidade dos isolados. Em
1999, em um simpdsio comemorativo do aniversario de 90 anos da descoberta
da doenca de Chagas, essas informacbes foram usadas para se definir dois
grupos principais desse parasito: T. cruzi | e T. cruzi ll. Entretanto, varias cepas
nao puderam ser classificadas por possuirem marcadores que nao as incluiam
em nenhum desses grupos. Recentemente, foi sugerido um novo grupo, T.
cruzi lll, que permite a reunido de algumas dessas cepas baseada no fato
delas possuirem os mesmos marcadores de DNA mitocondrial (Freitas et al.,
2006). As cepas hibridas ndo seriam incluidas em nenhum grupo e seriam
provenientes de raros eventos de troca genéticas entre cepas do grupo T. cruzi
Il e T. cruzi lll. Um desafio no estudo do T. cruzi € entender quais mecanismos
ligados ao metabolismo do DNA governam a geracao de variabilidade desse
parasito. Sdo também esses mesmos mecanismos que definem o grau de
plasticidade genética desse organismo. Eles podem estar diretamente
relacionados a sua sobrevivéncia em ambientes diversos, alguns deles hostis
como aqueles criados por processos imunolégicos de seus hospedeiros e pelo
uso de farmacos contra 0 mesmo. Um terceiro ponto de interesse relacionado
ao metabolismo de DNA é que algumas de suas vias s80 essenciais para um
bom funcionamento da célula. O conhecimento de como elas se estruturam e
quais proteinas delas participam pode definir alvos para desenvolvimento de
farmacos para o tratamento da doenca causada pelo T. cruzi. Para se obter
informacdes a cerca do metabolismo de DNA é, portanto, necessario conhecer
e caracterizar os genes envolvidos nesse processo bem como seus produtos. A
publicacdo do genoma do T. cruzi representa um grande avanco em direcéo a
ISSO uma vez que muitos genes e vias de reparo em T. cruzi puderam ser
identificados. Entretanto, apenas um pequeno numero desses genes foi

caracterizado, e este trabalho visa contribuir para a caracterizagdo de dois
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genes do metabolismo de DNA em T. cruzi: o da DNA polimerase  (TcCDNA pol
B) e o TcRad51.

O gene TcRad51 foi inicialmente descrito em dissertagcdo de mestrado
(Regis-da-Silva, 2002). Naquele trabalho, realizamos a clonagem desse gene,
determinamos a sua sequéncia e investigamos algumas de suas caracteristica.
Primeiro, através da comparacdo com a sequéncia de proteinas de outros
organismos, foi possivel identificar, na proteina de T. cruzi, uma série de
dominios caracteristicos e necessérios para a funcdo de recombinase exercida
por Rad51. Além disso, detectamos mRNA desse gene em todas formas desse
parasito, sugerindo que o processo de recombinacdo esta eventualmente
presente em todos eles, mesmo na forma nao replicativa. Entretanto, os niveis
de mRNA sdo maiores nos estagios replicativos, especialmente na forma
amastigota, provavelmente porque nos estagios replicativos o metabolismo do
DNA é mais intenso. E possivel que um nivel maior de mRNA na forma
amastigota tenha ainda uma relacdo com o fato dessa forma ser um estagio
intracelular e estar exposta a produtos do metabolismo do seu hospedeiro que
podem causar lesbes no DNA e, portanto, estimular o processo de
recombinacdo. Todavia, ndo possuiamos nenhuma evidéncia do envolvimento
desse gene nesse processo. Aqui, mostramos que Rad51 pode realmente ter
uma funcdo nessa via. Utilizamos, para isso, células CHO K1 DRA10 que
possuem duas sequéncias inativas do gene Neo que confere resisténcia ao
antibiético neomicina bem como ao seu analogo G418 (Liang et al., 1998). Na
primeira copia, foi inserida uma sequiéncia chamada |-Scel que retira o gene de
fase. A segunda sequéncia ndo possui a regido 5 sendo, portanto, uma
sequéncia ndo expressa. Dessa forma, células resistentes a G418 s6 surgem
pelo processo de recombinacdo entre as duas cépias inativas. Transfectamos
essas células com plasmideo contendo o gene TcRad51 e a expressdo do
mesmo levou a um aumento do numero de clones resistentes a G418. Esse
fenbmeno pode ter relacdo com um estimulo do produto do gene TcRad51 ao
processo de recombinacdo, uma vez que esse gene possui 46% de
similaridade com o gene de hamster.

O processo de recombinacdo € uma via bastante acurada que permite o

reparo das quebras de dupla fita (Kaanar et al., 1998). Essa lesdo pode ser
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gerada pela radiacdo y. Em células de mamiferos, ja existe uma relacao
definida entre a expressdo de Rad51, a recombinacdo e o reparo dessas
lesbes (van Velen et al., 2005; Yuan et al., 2003; Vispe et al., 1998). A
exposicao de epimastigotas de T. cruzi a radiacdo y mostra que essas células
apresentam resisténcia as lesdes causadas por esse agente. A LDsg é de
1000Gy que uma dose 50 a 100 vezes maior que LDsg das células de raizes de
plantas (Jiang et al., 1997), do Plasmodium falciparum (Geoghegan et al.,
2001) ou de células de mamiferos (Yonetani et al., 2005; Takata et al., 2005).
Portanto, € possivel que o processo de recombinacdo seja uma via altamente
ativa no metabolismo do DNA desse parasito. Uma vez que Rad51 é uma
proteina central no processo de recombinacao, foi interessante notar que ha
um aumento de até quatro vezes no mRNA relativo a essa proteina nas células
irradiadas quando comparadas as nao irradiadas 4 horas apos a exposicao.
Esse dado corrobora a participacdo da proteina no processo de recombinacgao
e reparo de quebra de fita dupla. A presenca das quebras da dupla fita de DNA
e o seu reparo foram evidenciados na andlise dos géis de agarose resolvidos
pela PFGE. Pode se notar a quebra dos cromossomos por causa da presenca
de um rastro de DNA logo apds a irradiacdo. E a reconstituicdo dos
cromossomos 48 ap0s a exposicao indica que as quebras foram reparadas.
Interessantemente, a curva de crescimento das células irradiadas indica nédo
haver queda no nimero de parasitos. Ha, por outro lado, uma extenséo da fase
‘lag” para cerca de 8 a 10 dias. Dada a presenca de lesdbes no DNA como
mostrado pela PFGE, isso s0 pode ser explicado se, mais uma vez,
considerarmos que uma grande fracdo dos parasitos conseguiu reparar seu
material genético e restabelecer suas funcdes celulares. Em eucariotos, uma
segunda via conhecida como “non-homologous end joing” pode reparar
também as quebras de dupla fita. Entretanto, ela € susceptivel a erros, pois,
como implicito no proprio nome, ela ndo é dirigida pela homologia. Em T. cruzi,
alguns genes dessa via nao foram encontrados (El-Sayed et al.,, 2005),
indicando, que assim como em P. falciparum (Gardner et al., 2002), essa via
poderia estar ausente. Essa informacéo refor¢a a importancia da recombinacao
no metabolismo do DNA uma vez que ela é provavelmente a Unica via para o
reparo das quebras de dupla fita. Interessantemente, assim como o T. brucei,

dados do projeto genoma indicam a presenca de varios paralogos de Rad51
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(RAD51-3, RAD51-4, RAD51-5, RAD51-6, DMC1) em T. cruzi. Os produtos de
homélogos desses genes em eucariotos superiores sdo responsaveis pela
regulagao do processo de recombinagdo. Em T. brucei, os genes Rad51-3 e
Rad51-5 foram caracterizados e estdo também relacionados a regulacdo do
processo de recombinacdo e Rad51-3, em especial, estd relacionado a
variacdo antigénica (Proudfoot e McCulloch, 2005). Logo, é possivel que assim
como em T. brucei, em T. cruzi, esses genes tenham uma funcado regulatéria
necessaria para o0 bom andamento da recombinacdo. Um outro dado
interessante € que, em células de mamiferos, a expressdo aumentada de
Rad52 inibe a recombinacdo homdloga dependente de Rad51 ao mesmo
tempo em que favorece outras vias que ndo dependem dessa proteina (Yanez
e Porter, 2002). Curiosamente, nenhum gene homodlogo a Rad52 foi
encontrado em T. cruzi. Logo, juntamente com o fato de possivelmente ndo
haver outras vias de reparo de quebra de fita dupla, a auséncia de Rad52
reforca a importancia do processo de recombinacéo dirigido por Rad51.

A caracterizagdo inicial do gene Rad51 nos permite formular varias
novas perguntas em relacdo a biologia desse parasito. Uma questdo € que
embora tenhamos usado a radiagédo y como modelo de estudos, o T. cruzi ndo
esta submetido a esse tipo de estresse, logo qual a real importancia do
processo de recombinacdo para o T. cruzi? H& varias sugestbes para essa
pergunta e nenhuma delas exclui a possibilidade da outra também ser
verdadeira. Uma das respostas € que outros tipos de lesGes podem gerar
quebras de dupla-fita. Um exemplo de como isso € possivel foi descrito na
bactéria Deinococcus radiodurans, que apresenta uma resisténcia muito mais
alta a radiagdo y que o T. cruzi. Isso se deve ao fato dessa bactéria ser
bastante resistente ao ressecamento que acaba causando um grande ndamero
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 substancias produzidas pelo sistema imunologico, como o Oxido
nitrico, gerariam quebras da dupla fita. E 0 processo de recombinacdo poderia
de ser suma importancia para manter a viabilidade de parasitos submetidos a
esse tipo de estresse. Ja € sabido que o Oxido nitrico € um potente efetor da

resposta imunoldgica 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 a biologia desse parasito que
pode ser relacionado ao processo de recombinacdo é a homogeneidade das
familias génicas. Em T. cruzi, ha uma grande expansdo de alguns genes
compondo grupos com inumeros membros. Alguns sdo pseudogenes, outros
tém potencial para serem ativos. Por exemplo, as MASPs (do inglés, Mucin-
associated surface proteins), que sdo proteinas 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 familias
génicas podem apresentar dois tipos de organizacdo: agrupamentos em
tandem ou espalhadas pelo genoma (El-Sayed et al., 2005). A recombinacao
deve ter tido um papel essencial na expansao dessas familias e deve ser uma
das vias que podem ser associadas a manter certo grau de homologia entre
elas. A caracterizacéo inicial do gene TcRad51 representa apenas o inicio de
um trabalho que pode permitir uma melhor compreensédo da biologia molecular
do T. cruzi. Um passo ja dado por nosso grupo foi a construcdo de uma
linhagem que possui uma expressdo aumentada desse gene. A partir dai,
inUmeras sdo a possibilidades para se definir melhor a importancia do processo
de recombinacdo para esse parasito.

O segundo gene escolhido, da DNA pol B, tem sido extensivamente
estudado em outros organismos devido a sua relacdo com o cancer. Varias de
suas peculiaridades ja foram definidas.

Aproximadamente 37 sequéncias 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 B, k (kappa), 6 (delta), ¢ (epslon), n (eta), ¢ (zeta), o (sigma), 6
(theta), Revl e primase. Ele possui representantes de todas as familias de
polimerases envolvidas em varios processos: replicacdo, sintese de
iniciadores, reparo de DNA, sintese translesédo, replicacdo e reparo do DNA
mitocondrial e, por fim, geracdo de mutagBes somaticas. E interessante que T.
cruzi possui sequéncias homologas as subunidades que formam a DNA

polimerase |, uma enzima bacteriana envolvida no reparo de DNA em
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Tabela IV. DNA polimerase e suas familias.

E. coli | S. cerevisiae | T. cruzi H. sapiens | Familia Funcio®
Replicacdo e Reparo de DNA (Em
Pol | - Pol | - A T. cruzi, pode estar envolvida na
replicacdo do KDNA).
Pal lI - - - B Reparo de DNA
Pol Il - i - C Replicacdo
Pol V - - - Y Sintese Transles&o
Pal IV - Pol « Pol « Y Sintese Transles&o
- - Pol B Pal B X Reparo por excisao de base.
- Pol a Primase Pol o B Sintese de iniciadores.
- Pol 5 Pol 5 Pol 5 B Replicacao de DNA.
- Pol ¢ Pol ¢ Pol ¢ B Replicacdo de DNA.
- Pal y - Pol y A Replicacdo do DNA mitocondrial.
- Pol IV - Pol A X Reparo por excisdo de base.
- Revl Revl Revl Y Sintese translesao.
- Poln Poln Pol n Y Sintese translesao e recombinagao.
- Pol £ Pol ¢ Pol ¢ A Sintese transleséo.
- - - Pol 1 Y Sintese translesdo.
Mutacdes espdntaneas nos genes
- - - Pol 1 X . -
de imunoglobulinas.
MutacOes espbntaneas nos genes
- - Pol 6 Pol 6 A de imunoglobulinas e sintese
translesdo.
- - - Pol v A ?
) ) Pol & Pol & " Replica(;:’?lo de DNA (,rr}anth_en(;Néo da
coesdo das cromatides irmas)
Pol B-PAK X Replicacdo do DNA mitocondrial.

aRewsado por Frledberg (2006), Hubscher e colaboradores (2002) e O’Donnell
(2006).

Apenas a subunidade ¢ da DNA polimerase III.
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procariotos. Em T. cruzi, os produtos desses genes possuem sinal de
direcionamento para mitocondria. Juntamente com a auséncia de DNA pol y
nesse organismo, isso pode sugerir que esses genes codificam proteinas
envolvidas no processo de replicacdo do KDNA. Entre essas 37 sequéncias
estd também um Unico alelo de um gene que codifica uma proteina com
homologia a cadeia ¢ da DNA polimerase Ill que também € uma proteina da
familia 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 B-PAK é paraloga a DNA pol B. Trés
das sequéncias encontradas no genoma de T. cruzi estdo associadas a essa
proteina. Em T. brucei, essa enzima possui uma regido de 300 residuos na
porcdo N-terminal. Tal regido é rica em prolinas, alaninas e lisinas e tem
homologia com a sequiéncia da proteina 1 associada ao cinetoplasto e com a
primase, proteinas de C. fasciculata (Saxowsky et al., 2003). Curiosamente,
embora as enzimas de T. cruzi e de L. major tenham recebido esse nome
também, elas ndo possuem essa regidao em sua sequéncia. Assim como as
outras DNA pol B, as enzimas pardlogas possuem um possivel sinal de
localizacdo mitocondrial. Em T. brucei, tal localizacdo ja foi confirmada
(Saxowsky et al., 2003).

A sequéncia protéica da DNA pol B é bastante conservada entre os
tripanossomatideos. Isso poderia sugerir que ha também uma conservacgao
também na funcdo da mesma no metabolismo de DNA. Todavia, a proteina de
L. infantum foi localizada no nucleo e possui atividades enzimaticas
condizentes com sua participacdo no reparo de DNA (Taladriz et al., 2001;
Alonso et al., 2006). Por outro lado, a proteina de T. brucei foi localizada na
mitocondria e pode estar envolvida no processo de replicacdo do DNA dessa
organela, o kDNA, com uma funcgao diferente da TcDNA pol B-PAK (Saxowsky
et al., 2003). O que define a localizacdo de uma proteina para a mitocondria é a
presenca de uma grande quantidade de residuos de aminoacidos positivos e a
capacidade de se formar uma estrutura secundaria de hélice a (Revisado por

Rehling, 2001). Pode se observar que ha uma grande quantidade de
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aminoacidos com carga positiva na regido N-terminal das DNA pol B de
tripanossomatideos e a maior parte dos programas de predi¢do de localizacdo
protéica as apontam como mitocondriais. Entretanto, esses parametros nao
podem ser tidos como completamente validos uma que vez que esses
organismos podem apresentar diferencas, ou pequenas particularidades, em
seu sistema de enderecamento que ainda ndo é bem conhecido.

As DNA polimerases  dos tripanossomatideos possuem uma grande
conservacao na regido N-terminal. E nessa regido que se encontra um dominio
de 8kDa que é responsavel pela atividade de dRP liase. Esse dominio remove
0 esqueleto de desoxiribose fosfato que perdeu base em consequéncia da
acado de DNA glicosilases ou mesmo espontaneamente. Essa atividade é mais
associada ao reparo por excisdo de base e ja foi descrita na DNA pol 8 de L.
infantum (Alonso et al.,, 2006). Devido ao alto grau de conservacao dessa
regido, & possivel que todas as DNA polimerases B de tripanossomatideos
conservem essa atividade.

A TcDNA pol B possui também 27 residuos de aminoacidos conservados
na familia das DNA polimerases X. Esse residuos se distribuem por toda a
sequéncia e fazem parte de varios dominios e alguns deles estdo associados a
ligacdo ao DNA, aos dNTPs e também aos ions metalicos que agem como co-
fatores na atividade de polimerizacdo. Uma vez que ha uma grande
conservagao nos mecanismo de polimerizacdo (Steitz, 1998), a presenca
desses aminoacidos pode ser uma indicacdo que essa enzima promove a
reacdo de sintese de DNA de uma maneira muito similar as outras DNA
polimerases. A TcDNA pol § possui um residuo de fenilalanina na posi¢éo 368
gque € uma tirosina em outros organismos. Na T7 DNA polimerase, a
substituicdo de uma tirosina na posicdo 526 por uma fenilalanina gera um
aumento no grau de discriminacdo entre o didesoxirribonucleotideo e o
desoxirribonulceotideo (Tabor e Richardson, 1995). Curiosamente, a TcCDNA
pol B possui uma alta capacidade de distingdo entre esses dois substratos, e
mesmo quando os didesoxinuleotideos estdo numa concentragdo 40 vezes
maior ela parece ter preferéncia pelos desoxirribonucleotideos. Entretanto, ndo
€ possivel estabelecer uma relagcdo na sequéncia entre o residuo na posicao

526 da T7 DNA polimerase e a posicdo 368 da TcDNA pol 3, uma vez que
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essas enzimas ndo tem homologia entre si. Se houver alguma relagao, ela
pode ser estrutural. Assim, seria interessante verificar através de mutagénese
sitio dirigida se ha mudanca da fenilalanina para tirosina teria implicacdes
sobre a maneira como a TcDNA pol B reconhece e diferencia entre
desoxirribonucleotideos e didesoxirribonucleotideos. E interessante ressaltar
gue essa caracteristica ndo € compartilhada pela DNA pol B humana que néo
consegue diferenciar bem entre eles sendo que ha a mesma chance dela
inserir um ou outro quando 0os mesmo estdo na mesma concentracdo (Louat et
al., 2001).

A atividade de polimerizacdo da TcDNA pol B 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 B. Essas células
possuem uma mutacdo no gene PolA que codifica para a DNA polimerase |.
Essa enzima participa da replicacdo do DNA bacteriano preenchendo os
pequenos espacos deixados entre os fragmentos de Okazaki ou mesmo
espacos deixados pelo sistema de reparo. A mutacdo polA12" na cepa SC18-
12 promove a perda de funcéo 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 plasmideo pMAL foi colocada
para crescer a temperatura de 42°C, ndo houve crescimento. Ao contrario, uma
cepa carregando um plasmideo contendo o gene da TcDNA pol B foi capaz de
crescer indicando que o gene TcDNA pol g foi capaz de complementar a
deficiéncia dessa bactéria. A DNA pol B em outros organismos foi descrita
como um proteina envolvida no reparo de DNA cuja funcdo era justamente
preencher pequenos espacos deixados pelo sistema de reparo (Beard WA e
Wilson SH., 2006; Krishna et al., 2005), logo ha uma sobreposicdo de funcbes
bioquimicas entre a DNA pol B e a DNA pol | bacteriana. Assim, esses
resultados sugerem que a TcDNA pol B também conserva essa caracteristica e
que em, T. cruzi, ela também deve ser responsavel pelo preenchimento de
espacos no DNA, embora ndo possamos afirmar como surgem esses espacos,
se como produto do processo de reparo ou de replicacdo. Ainda com relacéo a
capacidade de sintese da TcDNA pol B, a enzima purificada em fusdo com a

MBP foi colocada na presenca de um oligonucleotideo anelado a um iniciador e
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os quatro dNTPs e, em condi¢cées adequadas, essa enzima foi capaz de fazer
a extensdo do iniciador. Mais uma vez, a TcDNA pol B comportou-se como
suas enzimas homologas, sendo capaz de fazer a sintese de maneira
distributiva, ou seja, ela insere apenas poucos nucleotideos ao iniciador cada
vez que se liga ao substrato. Essa caracteristica € comum a proteinas que
fazem preenchimento de espacos no DNA e que nao fazem a replicagéo de
longas fitas de DNA.

Um outro aspecto ligado a sintese de DNA pela DNA pol B em outros
organismos é a falta de uma grande exigéncia relacionada ao seu substrato.
Dessa forma, enquanto enzimas como a DNA pol & sao altamente fidedignas
ao processo de replicacdo exigindo um molde ileso, a DNA pol B tem sido
relacionada a processos de sintese transleséo, sendo capaz de sintetizar DNA
quando o substrato contém lesBes como as causadas pela luz U.V. e pela
cisplatina (Canitrot et al.,, 1998; Servant et al., 2002). As células SC18-12
apresentam uma mutacdo no gene uvrA e, portanto, ndo sdo capazes de
reparar eficientemente lesdes causadas pela luz U.V. Dessa forma, essas
células séo sensiveis a esse agente. Quando células carregando o plasmideo
vazio foram irradiadas, esse fendtipo pode ser confirmado. E células
carregando plasmideo com o gene TcDNA pol S conseguem resistir a
exposicao a luz U.V. Como a enzima ndo possui nenhuma homologia com a
proteina UvrA, ela ndo conseguiria substitui-la em sua funcdo, o que sugere
que a TcDNA pol B realiza sintese translesdo. O T. cruzi € um parasito
obrigatério e ndo possui nenhum estagio de vida livre. Sua exposic¢ao a luz U.V.
seria um evento completamente raro. Como explicar entdo a habilidade que a
TcDNA pol B tem para fazer a extensdo da molécula de DNA quando diante
dessa lesdo? Uma possivel resposta € que essa caracteristica pode ser
intrinseca a estrutura dessa proteina e que a perda dessa capacidade poderia
representar também a perda de sua fungdo. Também né&o pode ser descartada
a possibilidade da TcDNA pol B participar do reparo de lesdes causadas por
outros agentes, que assim como a luz U.V., promovam modificacbes da
estrutura da molécula de DNA.

Um tipo de lesdo muito comum presente como produto do metabolismo

interno sdo as modificacdes na base guanina causadas por agentes oxidantes.
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Essas lesdes, conhecidas como 8-oxoguanina, Sdo extremamente mutagénicas
porque permitem que a guanina seja pareada a uma adenina causando assim
na proxima rodada da replicacdo uma transversdo de guanina para timina. A
maior parte das polimerases ndo é capaz de diferenciar essa lesdo e podem
sintetizar diante das mesmas cometendo erros ou ndo. A DNA pol  humana foi
descrita quanto a sua habilidade de sintetizar diante dessa leséo e, embora ela
seja capaz de fazer a extensdo da molécula de DNA, ela o faz com erro,
aumentando grandemente a taxa de mutacdo. Foi surpreendente notar que a
DNA pol B ndo é capaz de fazer eficientemente a sintese diante dessa base.
Isso torna essa enzima um modelo singular uma vez que comparacdes entre a
estrutura tridimensional dessa enzima e da sua homologa em humanos podem
fornecer informacgdes sobre o mecanismo de sintese de DNA.

O AZT é um nucleotideo modificado onde o OH 3’ é substituido por um
grupo azido (-N3). Uma vez inserido no DNA, esse nucleotideo impede a
insercao de outros nucleotideos causando a parada do processo de sintese e,
no caso de incorporacdo no DNA celular, ele pode causar a morte das células
durante o processo de replicacdo. Nakajima-Shimada e Aoki (1998) mostraram
que células amastigotas em cultura apresentam uma diminuicdo na sua
eficiéncia de infeccdo e também uma diminuicdo no niamero de parasitos nas
células infectadas na presenca de AZT. Foi possivel detectar uma sensibilidade
a esse nucleotideo também em epimastigotas das cepas CL Brener, JG e
Colombiana. Foi possivel também notar uma maior sensibilidade da cepa JG
se comparada as outras duas. Essas cepas possuem marcadores genéticos e
alguns marcadores fenotipicos diferentes sendo que JG pertence ao grupo T.
cruzi Il, Colombiana, ao grupo T. cruzi | e CL Brener € hibrida (Freitas et al.,
2006). Essas diferencas se refletem também em seu comportamento bioldgico.
Dessa forma, sdo conhecidas cepas com caracteristicas diferenciadas em
relacdo a resisténcia a drogas (Urbina et al., 2003, Veloso et al., 2001),
tropismo tecidual (Andrade et al., 1999) e varios outros parametros. Assim, a
diferenca na toxicidade do AZT entre as cepas pode ser devido a diferencas
biolégicas relacionadas a entrada da droga no parasito, a transformacdo da
droga por fosforilagdo ou na incorporacdo da mesma no DNA. Dois grupos de
enzimas sao 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 eucaridticas, sdo representadas principalmente pelas
telomerases. Todavia, ndo sao enzimas com atividade de transcriptase reversa
as responsaveis pela incorporacdo 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 B durante o processo de sintese é capaz de reconhecer e inserir
esse nucleotideo em seu substrato in vitro. A concentragdo necessaria para
inibir o processo de sintese é¢ de 100uM. Da mesma forma, apenas
concentracfes maiores que 100uM séo capazes de causar a morte do T. cruzi.
Assim, parece haver uma correlagcdo entre a concentracdo dessa molécula
necessaria para inibir a sintese de DNA e a concentracdo necessaria para
causar a morte da forma epimastigota de T. cruzi. Esses dados podem sugerir
que a TcDNA pol B seria a principal enzima envolvida na utilizagdo do AZT
como substrato do processo de sintese de DNA. Dessa forma, a maior
toxicidade do AZT na cepa JG pode ter relacdo com um aumento na expressao
dessa enzima ou mesmo com diferencas bioguimicas entre as enzimas das
outras cepas e a JG.

A atividade da TcDNA pol B foi testada em diferentes condi¢cdes para
verificar qual a condigéo 6tima de sintese. Em relagdo a concentragdo de NacCl,
essa enzima funciona melhor na concentragdo de 45mM. Tanto no anelamento
guanto na purificacdo dessa proteina, esse sal € utilizado e, portanto, este sal
ja esta presente na concentracdo 6tima e ndo precisa ser adicionado na reacao
de polimerizacéo. De fato, a adicdo do mesmo provoca diminuicdes discretas
na atividade dessa enzima dependendo da concentracdo final resultante. A
Klenow também funcionam muito bem a 50mM de NaCl. A Taq pol funciona
bem em 50mM de KCI. A enzima de DNA pol B de T. brucei foi testada também
qgquanto a concentracdo de sal, entretanto o sal utilizado foi o KCl. A
concentracdo ideal desse sal para essa enzima também foi por volta de 50mM
(Saxowsky et al.,, 2003). Concentracfes maiores de sal parecem diminuir a
atividade maxima dessas enzimas. A enzima DNA pol B-PAK de T. brucei
funciona em concentracdes ideais de KCl bem acima da sua paraloga, cerca de
200mM é sua concentracdo Otima. Essas enzimas possuem mecanismos de
sintese muito parecidos (Steitz, 1998). Isso poderia explicar porque a maior

parte dessas proteinas funciona com concentragcdes muito similares de sal.
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Um outro sal relacionado ao processo de sintese € o MgCl,. As DNA
polimerases descritas até 0 momento precisam do ion Mg?* como co-fator. Em
esséncia, a reacdo de sintese constitui o ataque nulceofilico do 3’-OH do
iniciador ao fosfato a do desoxinucleotideo trifofato que serd incorporado.
Seriam necessarios dois ions metalicos para se alcancar a estrutura
geométrica dessa reacdo. A TcDNA pol B também precisa desse co-fator e na
sua auséncia nenhuma atividade de sintese foi detectada. Ja na concentracéo
de 25uM, 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
concentracoes de 10uM (Saxowsky et al., 2003). Mais uma vez, a ThbDNA pol
B-PAK mostra caracteristica atipicas e funciona em concentragdes de 15uM,
um pouco maior quando comparada a TbDNA pol B e a TcDNA pol f. O Mg®*
também é co-fator para diversas outras enzimas que interagem com o DNA
como a fosfatase alcalina e também exonucleases. Estudos da estrutura
dessas proteinas cristalizadas em presenca desse ion sugerem um modelo de
ligacdo em que sdo necessarios dois ions, um envolvido no ataque nulceofilico
e outro na formacao de intermediarios pentacovalentes necessarios a reacfes
(Steitz e Steitz, 1993). N&do é surpreendente, portanto, que a TcDNA pol
requeira esse ion como co-fator e em concentracdes similares a outras
enzimas que interagem com DNA.

A maior parte das enzimas é influenciada pelo pH em que a reacédo
acontece. Para as enzimas que fazem sintese de DNA, o pH € bastante
influente também. No caso da Tag DNA pol, o pH 6timo varia entre 8,3 e 9,0 e,
para a klenow, entre 7,2 e 7,9 (Segundo informac¢des de catalgos). Aqui vimos
que a TcDNA pol B tem como pH 6timo 7,0, embora ela possa funcionar em
outros pH mais basicos. As proteinas homologas em T. brucei e C. fasciculata
funcionam em pH bem mais alto, por volta de 9,0 (Saxowsky et al., 2003). J& a
TbDNA pol B-PAK funciona bem em pH entre 7,0 e 9,0 (Saxowsky et al., 2003).

Véarios outros fatores que influenciam atividade enzimatica foram
analisados também, como desoxirribonucleotideos, temperatura e tempo. Um
dos principais substratos do processo de sintese de DNA sao os
desoxirribonucleotideos trifosfato. Variando a concentragdo dos mesmos, foi

possivel observar uma variacdo na atividade da TcDNA pol . Concentracdes
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muito baixas ja séo suficientes para que a essa enzima seja capaz de sintetizar
DNA, entretanto, € em concentracdes maiores, por volta dos 200uM, que a
TcDNA pol B funciona melhor. A temperatura otima de funcionamento dessa
enzima €& 37°C que € a temperatura corporal do homem. Em geral, a
temperatura dos mamiferos varia entre 34-40°C. Portanto, funcionar bem na
faixa dos 37°C pode indicar que essa enzima tem importancia durante o
processo de infeccdo 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 polimerizacdo. Considerando-se a concentragdo da proteina, esse
tempo foi um tempo razoavel principalmente por que essa enzima insere
apenas poucos nucleotideos por vez.

Uma vez que as condicbes estavam padronizadas, testamos outros
oligonucleotideos para verificar a atividade da TcDNA pol B. 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 repeticdes CA, sua atividade é bem menor. Em geral, a extensdo
de moldes contendo apenas adeninas € utilizada em ensaio de extensao
obtendo-se bons resultados. Muitas das sequéncias utilizadas nos ensaios de
extensdo eram compostas por repeticbes e enzimas que polimerizam DNA
sentem dificuldades em replicar esse substrato. Isso explicaria a dificuldade em
se sintetizar as repeticbes CA e de citosinas. Entretanto, ndo explicaria por que
as repeticbes com adeninas e timinas sao mais facilmente utilizadas como
molde. O oligonucleotideo utilizado nos ensaios com radioativo ndo possui
natureza repetitiva e indicam que essa enzima consegue replicar também
outros tipos de sequéncia.

As DNA polimerases das familias X e Y sd@o conhecidas por serem
enzimas susceptiveis a erros. Elas possuem uma alta taxa de mutacdo quando
comparadas com outras enzimas e ndo tem nenhuma atividade revisora
associada. Em geral, erros cometidos pela DNA pol  humana séao corrigidos
pela enzima AP endonuclease (Jiricny, 2002). Aqui, fomos capazes de mostrar
que a TcDNA pol B € capaz de inserir desoxiguanina trifosfato diante de uma
timina, na auséncia de desoxiadenina trifosfato. Isso demonstra que ela possui

um grande potencial para cometer erros durante o processo de replicacao.
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O T. cruzi possui mecanismos pouco conhecidos de escape do sistema
imunoldgico. Um desses mecanismos pode ser a expressdo de proteinas de
membrana conhecida como mucinas. Essas proteinas sédo codificadas por uma
familia génica denominada TcMUC que mostra uma grande variabilidade (Di
Noia et al., 1998). Essa familia é dividida em dois grupos conhecidos como
TcMUC |, que possui uma regido hipervaridvel, e TcMUC II, em que a
variabilidade é encontrada na regido central da proteina. Buscaglia e
colaboradores (2004) sugerem que, ao contrario de outros parasitos, o T. cruzi
apresenta um grande repertorio dessas proteinas em sua membrana como
uma estratégia para escapar da vigilancia do sistema imune. A regido variavel
dessas proteinas ndo permitiria ao hospedeiro mamifero ter uma resposta
apropriada uma vez que diminuiriam as chances de que um ligante Unico e
principal se ligar ao complexo de histocompatibilidade dentro das células
infectadas. Enzimas como a TcDNA pol B podem ter contribuido, ou mesmo
podem contribuir, para o processo de geracao do repertorio de mucinas desse
parasito. Um exemplo do envolvimento de DNA polimerases na geracédo de
variabilidade é baseado na geracéo do repertério de anticorpos e receptores de
linfécitos T do sistema imunolégico dos proprios mamiferos. Nesse caso, a
DNA pol 6 pode fazer parte da maquinaria de replicacdo durante a replicacédo
da regido hipervariavel dos anticorpos e seus erros poderiam inserir mutacdes
gerando novos clones de linfocitos (Ukai et al., 2006).

A TcDNA pol B possui um grande ndmero de caracteristicas em comum
com suas homélogas em outros organismos. Entretanto, a funcdo real dessa
enzima sO pode ser inferida pela sua localizacdo celular que é um ponto
extremamente divergente para 0s tripanossomatideos. Estudos de
imunofluorescéncia indicam uma localizacdo nuclear para a DNA pol 3 de L.
infantum (Taladriz et al., 2001). Ja a DNA pol B do T. brucei possui uma
localizac&o no cinetoplasto como demonstrado pela fusdo dessa proteina com
GFP. NOs tentamos produzir a DNA pol B em fusdo com GFP e determinar sua
localizagdo em T. cruzi. Entretanto, embora ndo houvesse nenhuma mutacéo
na sequéncia dessa enzima, ndo foi possivel detectar fluorescéncia nesses
parasitos. Temos algumas pistas de que essa enzima pode ser nuclear. A

analise de Western blot de extratos nucleares e citoplasmaticos indica que
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essa proteina esta presente apenas na fragdo nuclear. Durante o processo de
producdo dos extratos, examinamos o lisado celular ao microscopio para
verificar a eficiéncia desse processo. Nao foram encontrados parasitos,
indicando o processo de lise foi eficiente. Entretanto, a qualidade dos extratos
s6 pode realmente ser testada por Western blot utilizando genes
conhecidamente citoplasmaticos e nucleares. Tentaremos utilizar os mesmos
anticorpos para fazer a localizagcdo por imunofluorescéncia da proteina em
parasitos fixados para obtermos um resultado mais significativo. Caso esse
resultado se confirme, assim como a enzima de L. infantum, a TcDNA pol
podera ser descrita como uma enzima que participa do reparo de DNA nuclear,
sendo uma enzima central no reparo por excisdo de base. Ela seria
responsavel pelo preenchimento de espacos formados pela acdo das DNA
glicosilases e AP endonuclease. O reparo por excisdo de base é uma das vias
mais ativas na correcdo de lesdes espontaneas formadas por produtos do
metabolismo interno e, principalmente, na correcdo de lesbes geradas pela
perda espontanea da base do DNA que é o tipo de lesdo celular mais comum.
A biologia molecular do Trypanosoma cruzi, bem como o0s outros
parasitos de sua familia, tem revelado um organismo muito interessante. Ele é
um parasito digenético que apresenta como hospedeiros mamiferos e insetos
da familia dos triatomineos. Seu ciclo de vida peculiar imprime sobre esse
parasito um processo de selecdo constante que pode ocorrer tanto nos
hospedeiros insetos como mamiferos. Assim é de se imaginar que 0 mesmo
passa por um constante processo de selecdo e que, portanto, por um processo
de evolugcdo molecular constante. Aqui, caracterizamos dois genes ligados ao
metabolismo de DNA gque é uma das principais moléculas alvo desse processo.
Os genes TcRad51 e da TcDNA pol B podem contribuir intensamente para a
evolucdo molecular por possuir caracteristicas condizentes com a geracao de
variabilidade necessaria para escape desse parasito das repostas imunologicas
de seus hospedeiros. Por outro lado, esses genes séo importantes também por
manter a integridade do material genético desse organismo diante de
processos lesivos. Assim, a geracdo de mutagcdes e a manutencdo da
integridade genbmica sdo processos aparentemente contraditérios, mas que
podem ser alcancados por ambos os genes, dependendo da regulacdo da

expressao e recrutamento dos produtos desses genes durante o processo de
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replicacéo, reparo e recombinacgéo. Esse trabalho representa a caracterizacao
inicial desses genes. Outras contribuices ocorrerdo com estudos no préprio
parasito através do aumento da expressao desses genes ou pelo desligamento

dos mesmos por nocaute e verificacdo de seus efeitos.
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Anexo I

1. pCR2.1 - Invitrogen

lacZa. ATG
M13 Reverse Primer

CAG GAA ACA GCT ATG AC
GIC CTT TGI CGA TAC TG

GTA ACG GCC

EcoRV

AGA T.lAT CCA
TCT ATA GGT

T7 Promoter

Hinld il

BstX| EcoR |

| |
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product JdA GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG Al TT CGG CTT AAG ACG

BstX | Not |

AGT GAG TCG
\ TCA CTC AGC

TAT TA
ATA AT

CAAT TCA
GTTA AGT

Ava |
PaeR7 |

Kpln | Sac| | z?a'nH | S;lJe |

C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
G TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

EcoR |

Xhol Nsi | Xba | Apal

| | | (| —
TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG(CCC TAT
AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC [GGG ATA

M13 Forward (-20) Primer

CTG GCC GTC GIT TTA C

GAC CGG CAG CAA AAT G

4

AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG
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2. pMAL-c2-Genenase — New England Biolabs

polylinker
</icZa
malE
nnB
\rerminator
ptac
pMAL-c2X

fac/?

pBR322 on

pMAL-c2G. pMAL-p2G Polylinker

SnaB | EcoR | BamH | Xba | Sal | Pstl Hind 1l
[ [ [l |1 | |l [ |
malE..CCG GGT GCG GCA CAC TAC GTA GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG.../acZa

Pro Gly Ala Ala His Tyr
t Genenase |

cleavage site
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3. pUC18 — GE Healthcare

pUC18/19
2686 bp

Afllll, Psel 806
Cfr10l 1779 pUC18/19 map

BseYl 1110
\Cail 1217

pUC18
M12/pUC sequencing 20 __Pstt Hﬁl %I Accesl EE&%I" Apol 455
primer(-20), 17-mer 7> Hindil pael  Sdal__BspM__ s Xbal BanH  Sma__ Konl Sacl EcoRl

57 GTAAAACGACGGCCAGTGC CAA GCT TGC ATG CCT GCAGGT CGACTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGTAATCATGGTCAT AGC TGTTTCCTG 37
37 CATTTTGCTGCCGGTCACGGTT CGAACG TAC GGA CGT CCA GCT GAGATC TCC TAG GGG CCC ATGGCT CGAGCT TAA GCATTAGTACCAGTA TCG ACAAAGGAC 57
LacZ «—Val Val Ala leu Ala leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr lle Met Thr Met

¢
M13/pUC reverse sequencing
primer (-26),17-mer
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4. pcDNA 3.1/Zeo (+) — GE Healthcare
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Abstrmct

The Rad5! gene emcodes a highly conserved encyme imvelved in DA double-strand break (DXSB) repair and recombination processes. We
cloned and chamacierized the Bod5) gene from Trypanosoma crugi, the proiozoan parasile that causes Chages disease. This gene is expressed in
nl]ﬁm[m:f&ﬂpﬂmb]lﬁﬂq:lﬂ,m&rlRNAknhtummh}dmhdﬂuhummummfmmmbm
activity of the TcRad5] gene prodect was verified by an increase in recombination events observed in transfected lian cells exp I3
TcRad5] and contaming two mactive copies of the seomycin-resistant gene. As o composent of the 5B repair machinery, we imvestigated the:
mole of ToRad 5 in the resistance io ionizing mdistion and reocin restment presented by T2 cmizi. When exposed o gamma irmdiation, different
m:nfﬁmuﬂmhw:uhpulkﬂy A robe for TcRad51 in this process was evidenced by the increased expression of its
mENA after irmdiation. Furth ine, bzl over-expressing ToRad5! have a faster kinetics of recovery of the sormal pattern of
:hmmuﬂbmtﬂrrﬂmmu“ﬂulhgl!rmnmmmnmtﬁmﬂnww:l]m
£ 2046 Published by Elsevier B.W.

Kepwords: Recombisation; Trypesoroms cruzi; BAIY]; lonizing radiation

1. Imiroduction the genome of the clone CL Brener, the reference strain cho-
sen for the genome sequencing project [6]. The two distinct
haplotypes found throughout most of the CL. Brener genome

is consistent with data from several laboratories indicating that

Trypanosoma crugi is 2 human parasite that has a preferential
asaxual reproduction with rare events of sexual exchange [1,2].

Becanse of the accumulation of mutations, sexual reproduction
indiploid taxa should eventual ly result in high levels of heterozy-
gosity [3]. However, studies of genomic sequences have shown
that in most strains. the T. crug genome is highly homozygous
[4.5]. This is in contrast with the high heterozygosity found in

¥ Mote: Muclectide sequence dats reporied in this paper are avaiable in the
Genflank™ daishesn under the socession mamber DO1GEN0S
* Correspondimg author. Tel - +55 31 34992628, fax: +55 31 34092084,
E-mail address: crmachsd @ickoufmg br (CR. Machada).

[ 66-6R51/F — see front matter & 2006 Published by Elsevier BV
dioic 101016 molbiopara. 200¢.05.012

some T. cruzi strains contain, in fact, hybrid genomes. On the
other hand, the high level of homozygozity found in the vast
majority of T. crugi strains can be explained by the occorrence
of highly active mitotic recomhbination andfor genetic conversion
evenis. The characterization of genes involved in homologous.
recombination (HR) may help us to better understand the T. cruzi
population strocture and the role of DMA recombination machin-
ery in the mmover of the pamsite genome. The present study on
the characterization of the T cmzi Red57 gene represents the
first step towands this goal.
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The protein RADS] has a pivotal function in homologous
recombination and repair of DNA double-strand breaks (DSB).
Studies with the Excherichia coli homologue {RecA ), show that,
similady to eukaryotic RADS5], it binds cooperatively to DNA
to fiorm helical nucleoprotein filaments that mediate pairing and
strand exchange between homologous DMA molecules. The
involvement of yeast and mammalian RADS] in DB repair
has been evidenced in studies of resistance to ionizing radiation
(IR}, a PSR inducer [7]. Homologows recombination is the most
conservative of the three processes responsible for DSE repair
(which also includes non-homologous end joining and single-
strand annealing) and ssems to be more predominant in lower
eukaryotes [E]. The DSB repair process begins when the ends
of the break point are processed in the 5" to 3 direction leaving
a protruding 3" end ssDMA. The single-strand binding protein
RPA coats this ssDMA. Invasion of a homologous duplex DINA
is promoted by RADS] after its association with RPA-coated
DNA [T].

The characterization of the Rad5] gene in Trypanosoma bru-
ceil demonstrated the importance of homologous recombination
in antigenic variation, a mechanism that allows the parasite to
escape immune killing mediated by antibodies directed against
thi variant surface glycoproteins, or V50s [9]. Similar to other
umicellular organismes, the dismuption of Rad57 in T brucei is not
lethal, but results in a higher sensitivity to genotoxic agents that
cause D58 and in an impaired ability to undergo V50 switching
[9]. The Rad5] gene has also been identified and chamacterized
in Leishmania major. Iis product is able to bind to DMNA and
exhibit DNA-stimulated ATPase activity. It has also been shown
that the levels of LmRADS] increase afier the treatment with
genotoxic agents [ 10].

In this paper, we described the cloning and characteriza-
tion of the T crwgi Rod5] gene and investigated its role in
DMA recombination. 'We amplified a DNA fragment contain-
ing the TcRad5] open reading frame (ORF) and tested its
activity in vive using CHO cells containing a recombinogenic
substrate. By over-expressing TeRad57T in T, cruzi epimastig-
otes, we also found that the activity of TcRADSI in DSB
repair may be responsible for the parasite resistance to ionizing
radiation.

1. Materials and methods
2. 1. Parasite cultwres, y-irradiation and zeocin freaiment

All T cruzi strains or cloned stocks were provided by Dr.
Egler Chiari, Departaments de Parasitologia da Universidade
Federal de Minas Gemis. Epimastipote cultures were maintained
at 28 °C, pH 7.3, in BHI medium {33 g/L. brain—heart infusion,
3 g/Ltryptose, 0.02 g/ hemin, 0.4 g/L KC1, 4 g/L. NazHPO4 and
0.3 g/l glocose) supplemented with complement-inactivated
10% fetal bovine serum, streptomycin sulfate (0.2 g/L), and
penicillin (2000000 units/L). Cuoltwres with 3 = 107 parasites
were exposed to a cobalt (*'Co) irradintor with a dose of
1578 Gy'h or treated with different concentrations of zeocin
(Imvitrogen). After cultivating the treated coltures for various
periods, cells were counted in a cytometric chamber.

2.2, DNA and RNA purification

Total DMA was prepared from T. cruzi epimastizotes by the
proteinase K-phenolchloroform extraction method according to
previously described protocols [11]. Pamsite RNA was purified
from the different developmental stages [obtained as described
[11]] using the RMNAeasy kit (Qiagen), according to manufac-
turer’s instructions.

2.3 Cloning procedures

The proofreading Pfu DMA polymerase (Siratagene) was
used in PCR amplifications of the TcRad3] geme using 5
(Terad51.10; ATGAACACOCGCTCCAAGAG) and ¥ (TAGA-
TCAATCCCTTGCATCCCCAA) primers flanking the Rod5]
ORF. Amplicons were cloned into pGEM-T Easy wector
(Promega) and the recombinant plasmids were recovered by
alkaline lysis using the Wizard Plus 5% Miniprep kit (Promega).

2.4, DNA sequencing and analyses

DMA sequencing reactions were prepared using the dye ter-
minator kit and generated using the MegaBace 1000 antomated
sequencer (GE Healthcane). Sequence alignments and homol-
ogy searches were performed using the BLAST [12] programs
as well as the MultAlin interface [13].

2.5 Northern and Southern blot anatysis

For Morthern blot analysis, 10pg of RNA were size-
fractionated in 1.2% agarose gels containing 5% formaldehyde,
blotted onto a Hybond-N* membrane (GE Healthcare) by cap-
illary transfer and fixed through UV irradiation. & cDMA probe
comesponding to the TeRod3]! gene was PCR amplified, gel
purified and labeled with [a-""PJ4CTP using the Megaprime™
DMA labeling protocol from GE Healthcare. The membrane
was hybridized in a 50% formamide buffer for 18h at 425C
and washed with 2 » S35CAL1% 5DS at 60°C, as previously
described [11].

For Southem blot hybridization, total DMNA of T, cruzi puri-
fied from epimastigote cultures was digested with the restric-
tion endonucleases EcoRI, Hindlll and Pstl (New England
Biolabs), size-fractionated by electrophoresis in 0.8% agarose
gel and transferred to a Hybond-N* membrane (GE Health-
care). The membrane was hybridized to the same [e-PldCTP
{GE Healthcare) labeled cDMNA probe. Hybridization and wash-
ing steps were carmied out as described for Northern blot
analysis.

2.6, Real-time RT-PCR analyses

Ome microgram of total T cruzi RNA, quantified by capillary
electrophoresis (RMA G0D0 nanochips kit, Agilent), was used in
first strand cDM A synthesis reactions using the SuperScript™ 1T
reverse trmnscriptase kit (Invitrogen) and oligo{dThz 1z primer,
following the manufacturer’s instructions. Control reactions
without reverse transcriptase were also performed to determine
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the presence of contaminating genomic DMA in the RNA sam-
ples. The levels of expression of TeRad5] were determined by
real-time PCR wsing the product of cDNA synthesis reactions
as tlemplate in a real-time PCR appartus (ABIT900—Applied
Bicsystems). The reactions were performed with 5YBR™ Green
PCR. Master Mix (Applied Biosystems) with 0.25 pM each
of TeRad51.40 (GTGCCCTCOTOGTAAACC) and Tor51.31
(GCOGATOAACCCATT) primers. After two initial steps of
50°C for Smin (to activate the ampUNG) and 95°C for
10 min (to inactivate the ampUMNG and activate TagGOLIY,
40 cycles of 60 and 95°C for 1 min each were carried out.
The constitutively expressed GAPDH gene was used ss cal-
ibrator. All samples were tested in duplicates in two inde-
pendent real-time experiments. The quality of real-time PCR
amplicons was checked by the dissociation curves tool avail-
able in the ABI 7900. For the determination of the relative
amount of TeRad5], the 2440 mathod was used as described
[14].

17 PFGE

Epimastigotes were included in agarose blocks as reporied
by Engman et al. [15]. Pulse field gel electrophoresis (PRGE)
was carried oot as described by Cano et al. [16] with the
following modifications: the chromosomes were separated in
0.8% agarose gels using a program with five phases of homo-
geneous pulses (northfsouth, eastiwest) with interpolation for
135h at B3 V. Phase 1 had pulse time of 905 (mm time 30 h);
phase 2, 2005 (30h); phase 3, 350s (25h); phase 4, 500s
(25h); phase 5, 800s (25h). Chromosomes from Hansenula
wingei (Bio-Rad) were used as molecular mass standards.
After ethidium bromide staining, the bands were quantified by
densitometry.

2.8 Invive recombination assay

DRALD CHO cells (provided by B. Lopez, CEA, France)
were grown in MEM alpha (Gibco) medium supple-
mented with 10% calf serum. penicillin and streptomycin.
The TeRaod5! geme was PCR-amplified wsing the primers
Rad51Xho (COGCTCOAGATG AACACCCGCTCCAAGAG)
and Rad51Xba (CTAGTCTAGATCAATCCCTTGCAT COCC-
CAA). After digesting the PCR product with Xhol and Xbal, it
was inserted into the pcDMNA3. ] mammalian expression vector
(Invitrogen), generating pcDMNAZ.1-TcRADS] (pTrad). Trans-
fection of DRALD CHO cells was performed using JetPEI
((JBiogen) and selection medium contained 100 g zeocin‘ml
(Cayla, France). TeRad3 ] over-expression in DRA 10 CHO cells
was checked by RT-PCR real-time experiments. After selection
of stable clones, 10° transfected cells were plated and incu-
bated for 10 days in media containing | mg G4 18/ml.. Resistant
colonies were stained with crystal violet and colonies contain-
ing more than 50 cells were scored. The recombination rate was
calculated by determining the plating efficiency of 300 trans-
fected cells in drug-free medium. The experiments were made
using three clomes derived from transfected cultures with five
replicates for each clone.

2.9 Pgrasite transfections

A T cruzi expression vector derived from pROCEKGFPNeo
[17] was generated by replacing the neomycin resistance gene
with the hygromycin gene. The plasmid pROCKRad51Hygro
was then constructed by replacing the GFP coding region with
TcRad5 ] after digesting pROCKGFPHygro with Xbal and Xhol,
and ligating in the TeRed5T PCR product containing Xbal and
Xhol sites. pROCKRad51Hygro was linearized by digestion
with Nofl and transfected by electroporation into epimastig-
ote cultures of the CL. Brener strains according to the protocol
described by DaRocha et al_ [17]. Tranfected parasites were
selected after 4 weeks of culturing in the presemce of 200 pg
hygromycin‘ml.

3. Results
1.1, Characterization of the T crugi Rad51 pene

Oligonuclentide primers based on T. cuzi EST sequences
were used to PCR amplify the complete Rad5] coding region
from DMNA isolated from T. cruzi Tulahuén strain. A single PCR
product of 1116 bp was cloned into pGEM-T easy vector, and its.
sequence determined {Gen Bank accession number: DO 1 66205).
Fig. 1 shows an alignment of the 371-amino acid T. cruzi
RADS51, designated TcRADS] (from Tulahuen strain), with
other RADS5] proteins. TeRADS] shares 73% identity (77%
similarity) with L major and Leishmania donovan RADS;
69% identity (75% similarity) with T. brucei RADSL; 63%
identity (74% similarity) with Homo sapiens RADS]; 575% iden-
tity (73% similarity ) with Schizosaccharommyces pombe RADS;
54% identity (69% similarity) with Saccharomyces cerevisioe
RADS]. Analyses of functional domains in the deduced amino
acid sequence identified several protein motifs, including DINA
binding (helix—hairpin—helix) and ATP binding domain as well
as 3 8-amino acid motif conserved in different recombinases [9]
(Fig. 1)

Fig. 2A shows a Southern blot of T. cruzi penomic DNA
from epimastigote cultures of the Colombiana (Col.1.7G2) and
CL Brener strains, which belong to the T, cruzi [ and I1 lineages,
respectively, the two main lineages identified in T. cruzi popula-
tions [4,5]. Parasite DMA was digested with EcoR 1, HirdIII and
Psil, and hybridized with full-length TeRad5T probe. Since the
TeRad5] sequence contains one cleavage site each for EcoRl
and Psil and no site for HindlIIl, the result shown in Fig. 2A
suggests the presence of a single-copy gene in the homozygous.
Colombiana strain. In contrast, the CL Brener sirain has been
shown previously to possess two heterozygous genomes [6] and
the result in Fig. 2A is consistent with the presence of a single-
copy TcRADST gene in CL Brener that displays heterogeneity
of sequence in the two genomes.

As shown in Fig. 2B, Morthern blot performed with BMNA iso-
lated from the three stages of the parasite’s life cycle (epimastig-
otes, irypomastigotes and amastigotes) shows a 1 T00-muc leotide:
transcript that is constitotively expressed in T cruzi. Real-time
RT-PCR indicates that its level is 2.6-fold greater in amastigotes.
than in epimastigobes.
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Fig. 1. RADS] peotein alignment. RADS| protein sequences from T cragi (TcRad51), L major (L mRadS1), L donovesi (LdRadS1), T brucei (ThRadS1), H. sapiens

(HsRadSI), S ¢ (ScRadS1) e Sacch

‘5 pombe (SpRadS1) were ligned with Mult Alin isterface [13]. Black shaded indicates conserved amino acids in

all afignad RADS] proteins. Gray shaded indicates comserved amino acids. White boxes show aminoacids that wre conserved in 23 RecA proteins. Gray letters indicate
amino acids encompassing the classical ATP binding domain found i a variety of proteins. Underfined leters show amino acids that form a helix-hairpin-belix
DNA biading motif. Line over the letters shows the Walker A ATPAGTP binding motif.

3.2, Functional characterization of TcRad51

To investigate whether the TcRad51 gene encodes a protein
that has a recombinase activity we transfected the pTrad plas-
mid, a mammalian expression vector containing the Rad5] gene
and zeocin resistance gene, into a CHO DRAIO cell line that
contains a unique copy of an intra-chromosomal recombination

substrate. This substrate is composed of two inactive copies of
the neomycin-resistance gene, which can be restored if an intra-
chromosomal event of homologous recombination takes place.
Cells presenting a functional neomycin gene are thus identified
with a selective medium containing G418 [18]. Three clones
of stably transfected cells constitutively expressing TcRad51
(TcRad51.9) were compared to three clones derived from cells
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Fig. 1. Gene copy number sod mBMNA expression of TeRad57. (A) Southem blot ssabysis of the TcRad5]. T crngi genomic DNAs solsted from the Calombiona
(Codl) med CL Breser (CL) strains and digested with EcoRl, Hind[Tl and Peil wene probed with the compleie coding region of the ToRadS) gese. (B) Morfern blot
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245 fNA gene (bottom). The table shows mENA quastification obtsised by real-time KT-PCH analysis.

transfected with the empty vector {pcDMNA3) by scoring the num-
ber of G418 resistant colonies. As shown in Fig. 3, the number
of recombinant clones resistant to G4 1§ increased about six-fiold
in the transfected population encoding the TeRad5] compared
o DRA 10 cells transfected with the pcDINAS vecion

1.3 Treatment of T. cruzi cultures with ionizing radiation

Since RADS] activity is associated with DEB repair, we
imestigated the response of three T. crugi strains to increasing
doses of gamma radiation, which is known to genemate DSBs. As
shown in Fig. 4A, all three strains have a high survival rate even
in the presence of an ionizing mdiation dose &s large as 1000 Gy
({about 50% survival). This high rate of survival is not due to the
selection of a sub-population of resistant cells. since the irmadi-
ated cultures, when exposed again to same dose, had the same
survival rate as the original population (data not shown).

To investigabe whether recombination events were imolved
in this high sarvival rabe of the T. cnizi strains, the expression of
TcRad5] was determined in the CL Brener strain after expostire
to a 500 Gy dose of gamma radiation. As shown in Fig. 4B, 4h
after the irradiation treatment a four-fold increase in the level
of TeRod5] mRMA was observed and after 24h, a two-fiold
increase was detected.

Haxmmblimani cella {11y

g dnAA leRalisl

Fig. 3. Recombimation mesey in CHO DREALD cells. Trasfeced oells with
TcRADS] pene or with the empty plasmid {pcDNAT) were plaied and inos-
bated for 10 deys in media containing | mg (3418fml.. Resistant colonies were:
soomd. The experimenis were made with three clones and five replicaies for
each clome.
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Immediately after irradiation, T. cruzi cells ceased dividing
for approximately 240 hbefore returning tothe same cell density
as a non-iradiated cultore (Fig. 5A). This growth arrest can be
associated with D5Bs, as sugpgested by the analysis of T. cruzi
chromosomes in PFGE, which revealed a clear pattern of DINA
fragmentation immediately after iradiation. However, as early
as 48 h after irmdiation, normal sized chromosomal bands were
again detected (Fig. 5B).

1.4, Resistance lo ionizing radiation of T. cruzi cells
mver-expressing TeRADST

The recovery of chromosomal bands observed after gamma
irradiation are likely due to an efficient process of recombination
repair in irradiated parasites. To ascentain the role of ToRad5 7
in this process, we generated a T oruzi cell line over-expressing
the TeRad5] gene using the pROCKRad51Hygro expression
vector. Real-time RT-PCR determinations showed that the trans-
fected epimastigotes expressed two-fold more TeRad5T mRNA
than wild-type parasites (Fig. 6A). The increased activity of

RADS] in the transfected cells was tested by comparing the
response o zeocin treatment, 8 drog that cawses double-strand
breaks in DMA [19]. Using different concentrations of this drg,
it was shown that tansfected T. cruzi cells over-expressing
TeRADS] present a higher resistance to zeocin than wild-type
cells (Fig. GB).

We next investigated the response to irmdiation by cells
over-expressing TcRADS 1. Fig. TA shows that these cells have
similar growth kinetics as wild-type cells, i.e., a transient arrest
in cell growth followed by a recovery of the normal cell prolif-
eration rate. However, after exposure to 500 Gy doses of gamma
irradiation, the cells over-expressing TcRADS 1 are able to over-
come the growth amest much faster than wild-type cells. As
indicated by the pattern of chromosomal bands shown in Fig- TH,
this faster recovery of growth is likely doe to a faster DINA
repair response using the recombination pathway. Irradiated
cells over-expressing TcRADS restore a DMA pattem in PFGE
similar to non-irradiated cells as soon as 24 h in colture, wheneas
wild-type cells showed the normal DNA patiern only after
43 h.
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d. Discussion

DA recombination machineries are present in all organ-
isms tested, from bacteria to homans. In T brucei, it has been
demonstrated that recombination plays an important function in
generating the antigenic variahility that is crucial for evasion
of the host immune system [9]. In T cruzi, the recombina-
tion machinery may be responsible for the low heterozygosity
observed in the genome of most T. cruzi strains [5], a feature
not expected to be found in asexual organisms [20]. The 371-
amino acid sequence deduced from the T cruzi Rad5 7 gene has
a high similarity to RADS] proteins in human, yeast, L. major
and T. bmcei. All of the conserved domains found in previously
characterized RADS1 proteins, such as the helix—hairpin—helix
motif, the ATP binding motif (Walker type A) and the motif of
the AAA ATPase family, predicted to interact with DNA [21,22
and o mediate ATP hinding and hydrolysis, respectively [23],
were identified. A 3-amino acid conserved motif characteris-
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Fag. & Growth curves of T cruzi over-expressing, the TeRad57 gese afier expo-
sure to weocin. (A} The isble shows mENA queséification obiained by real-Gme
RT-PCR ssalysis wsing primers specific for the ToiadS5T gene. (B) Survival
of T crugi CL Breser wild-type cells (circles) and CL. Brener over-expressing:
RADS] pese (squases ) following trestment with aeocin. Epimestigole caltures
were exposed for different doses of zeocin and afier 4 days parssis survival was
determined by counting visble cells.

tic of recombinase active sites is also present in the C-terminal
region [7].

T. cruzi isolates are not typically a homogeneous population,
but rather are composed of a pool of strains [24]. A role for
TcRADS] in rare events of genetic exchange that may occur
within a T cruzi population was indicated by the expression
pattern observed for TeRad5] dunng the T. crugi life cycle. In
agreement with recent reports using transgenic parental strains
that unequivocally demonstrated gpenetic exchange can occur
during the intracellular stage of the parmsite [2], we observed
higher levels of TcRad5] mRNA in amastigotes compared to
epimastigote and trypomastigote cultures. By transfecting mam-
malian cells with TeRad5 T we also showed that the expression of
TcRad5 1 leads to an increased recombination rate. These results
indicate the TcRod5] gene is translated into a functional pro-
tein that is able to promote recombination in eukaryotic cells.
Therefore, it can be assumed that the T. cruzi protein can bind
cooperatively to DNA to form helical nucleoprotein filaments
and mediate pairing and strand exchange between homologous
DA molecules.

Ome of the most striking pieces of evidence for the impor-
tance of DMA recombination in T, crugd is its high resistance to
ionizing radiation. Early attempts to develop protocols for para-
site attenuation [25] indicated that most T, criezi strains display
an unusually high resistance to ionizing radiation. T. cruzi epi-
mastigotes tolerate irradiation doses simidlarly to yeast cells [26],
which are 10 times greater than the L.D3y determined for E coli
(88 Gy) [27] and approximately 50100 times the LDsy deter-
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mined for plant roots [28], Plasmodium [29] and mammaliam data shown here indicates that 7" crugi is one of the most resistant
cells [30,31]. Although not as tolerant to gamma irradiation as  eukaryotic cell described.

the bacterium Deinococcus radiodurans, which shows no loss Three independent results substantiated our assumption that
of viability when exposed to radiation doses of SkGy [32].the  the recombination machinery may be responsible for the para-
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site resistance to gamma irradiation: (i) DMA fragmentation is
repaired after gamma imadiation with a faster recovery kinetics
in cells over-expressing TcRad5 1 ; (i) expression of the TcRad51
mBMA is induced in response to irradiation; (iii) over-expression
of TeRADS] leads to a high survival of T crugi cultures in the
presence of neocin, a dmg that mimics the action of ionizing radi-
ation. In addition, recent data from the T. crugi genome project
indicated that some genes involved in the non-homologouws end
joining DNA repair pathway are absent in the T. cruzi genome
6], suggesting that all DSE repair in this protozoan might be
achieved through recombination repair.

Similar o T. brucei, T. cruzi presents five parclogues
(RADS1-3, RADS1-4, RADS1-5, RADS1-6, DMCI) [33], in
addition to the orthologue of RecA gene described here. In var-
ious organisms the presence of different paralogues of RecA
protein has been identified. In Saccharomyces cerevizige, four
RecA-like homologues (RADS1, RADSS, RADST and DMCI)
have been identified. Heterodimeric complex of Rad55 and
Rad57 proteins promotes DNA strand exchange by Rad5l
with replication protein A. DMC] is a meiosis-specific gene
[33]. In mammals, seven RecA-like genes (RADS1, RADS1E,
RADSIC, RADSID, XROCZ, XRCC3 and DMCI) have been
identified. While the RADS51 plays a central role in homologous
recombination, the other genes are refemed to as parologs of
RADS1, meaning that they are presumably derived from a com-
mon ancesiral gene and have acquired more specialized roles
than those of prokaryotes and lower eukaryotes [34].

Thiz kinetics of growth by T cruzi cells after the irmdiation
is quite similar to the growth effect observed in the mdiation-
resistant bacterium . radiodunans. In this bacterium cell growth
is blocked after ionizing radiation exposure while DMNA is
repained and then after 9-24 h, cell growth starts again [32]. 5o
in these two organisms, the cells do not retumn the growth imme-
dintely after the DIMNA repair, indicating other process is also
imnolved. In T2 brucei, the Rad5 ] gene was shown o be imoldved
in the recombination process leading to transcription of a new
V50 gene in the active VS0 gene expression site [9]. Inter-
estingly, the T. cruzi genome presents large gene families such
as trans-sialidades, mocins and MASP that might be imvolved
with immune evasion [§]. These families are present as tandem
repeats which permit the more accessibility to the recombina-
tion machinery that is responsible for gene conversion events. In
a predominantly asexual organism, gena conversion must play
an essential role preventing the accumuolation of & large number
of pseudogenes that may arise doe to the normal mutation rate.
‘We are presently addressing this issue by analyzing the mumber
of pseudogenes in multi-copy gene families organized in tan-
dem arrays versus gene families with their members dispersed
throughout the genome. Thus, in addition to its role in D5E
repair and resistance to ionizing madiation, other functions of the
recombination machinery of T. cruzi that may be essential for
its survival are now beginning to be addressed.
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ABSTRACT. The bactena Escherichia coli has been widely employed
in studics of cukaryotic DNA repair genes. Several cukaryotic genes
have beencloned by functional complementation of mutant lincages of
E. coli. We examined the similarities and differences among bacterial
and cukaryotic DNA repair systems. Based on these data, we examined
tools used for gene cloning and functional studies of DNA repair in
cukaryotes, using this bactenial system as a model.
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INTRODUCTION

The bacterial genome encodes approximately 115 proteins involved in at least one
aspect of DNA repair (Aravind et al., 1999 This metabolic scenano has been maintained
thmughout evolution, since all eukaryotic organisms, as well as bacteria, must safeguard against
DMA damage, which would be incompatible with life if DNA repair machinery did not make
the necessary cormections. When we analyze bacterial and eukaryotic DMNA repair systems, we
can see that there is a great deal of similarity in the ways these groups of organisms remove
damage from DNA. The genome of both kinds of organisms is subjected to the same chemical
reactions, which generate the same damaged substmtes for the proteins imvolved with DNA
repair. b is therefore expected that the biochemical pathways employed by eukaryotic cells to
respond to such damage would be similar to the bacterial ones. For instance, the loss of purines
and pyrimid ines from DMNA produces apurinic or apyrimidinic { AF) sites that are repained after the
action of AP endomucleases, which catabyze the inciion of DNA exclusively at AP sites, therehy
preparing DA for subsequent eccision, repair synthesis, and strand sealing. This pathway is the
same in bacterial and euk aryoticorganisms and, furthermore, there is considermble conservation
of amino acids among the AP endonucleases of these two types of organisms; this degree of
conservation can be as high as 41% (Popoff et al., 1 990). However, there are also differences in
the DNA repair systems of bacteria and cukaryotes, In the latter the metabolic scenanos are
more complex, sinee some proteins have multiple functions in cell cycle checkpoints, chroma-
tin assembly, DNA repair and DNA replication. In companson, a pathway that in bacteria
involves only five major proteins is constituted of at least 15 other pmteins in eukaryotes, as
ohserved in the nucleotide excision repair pathway (Cleaver et al., 2001).

In this meview, we describe the use of bacteria as a tool for cloning and for functional
studies of eukaryote DNA repair genes.

THE MAJOR PATHWAY S OF DNA REPAIR

All proteins, from bacterial to human, involved in DNA repair can be grouped into the
following major functional categories: a) damage reversal, b) base excision repair (BER), c)
nucleotide excision repair (NER), and d) mismatch repair (MME). We describe the fundamen-
tal and most recently discovered molecular aspects of each pathway, using the bacterial system
a5 amodel for DNA repair in eukaryotic studies, which are considersd later in this review,

DAMAGE REVERSAL

The direct reversal of DNA damage is by far the simplest repair mechanism described
until now. It consists of a single-polypeptide chain, with enzymatic properties, binding to the
damage and restoring the DNA genome to its nommal state in a single-reaction step. The major
polypeptides imvolved in this pathway are: a) DNA photolyase, which is the enzyme respon-
sible for mmoving cyclobutane pyomidine dimers from DNA i a light-dependent process
denominated photoreactivation (Carell et al., 2001), and b) O6-methylguanine-DNA methyl-
transferase 1 and 1L also called DN A-alkyltransferases, which emove the modified hases O6-
alkylguanine and O4-alkylthymine and the backbone-modified phosphate alkylphosphotriesters
(methylphosphotriesters) (Pegg, 2000) from DNA. The photolyase protein is not found in all
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living cells. Most studies have consistently failed to provide biological or biochemical
evidence of photoreactivation in primates. However, the DN A-alky ltmnsferases are widespread
in nature. Activity ofthis group of enzymes has been identified in exdracts of Aspergillus nidulans,
Saccharonyces cerevisioe, Drosophila melanogaster, fish and in mammalian cells (Friedberg
et al, 1995).

EXCISION OF DNA DAMAGE

There are three major pathways of DN A excision repair: i) BER, i) NER and i) MME.
In these meactions a nucleotide segment containing base Mna.y:, double-helix distortion or
mispaired hases is replaced by the normal nucleotide sequence in a new DNA polymerase
ﬂ}']‘lﬂﬂlﬂ process, All ofthese pathways have been characterized in both bactenial and cularyotic

organisms,
Base excision repair

BER iz initiated by DNA glycosylases, which catalyze the hydroly sis of the N-ghy cosylic
bonds, linking particular types of chemically altered hases to the desoxcyribose-phosphate backbone.
Thus, DMA damage is excised as free bases, generating sites of base loss called apurinic or
apyrimidinic (AP) sites. Another means of AP site generation is the depurination or
depynimidation of DMNA, due to spontaneous hydrolysis of N-ghycosylic bonds. The AP sites
are substrates for AP endonuclenses. These enzymes produce incisions in duplex DNA as a
result of the hydrolysis of a phosphodiester bond immediately 5 or 3' to each AP site. The
ribose-phosphate backbone is then removed from the DNA through the action of a specific
exonuclease called deoxyribophosphodiesterase or d pase. Finally, the DNA polymemse anda
ligase catalyze the incorporation of a specific deoxyribonucleotide into the repaired site,
enabling cormect base pairing (Figure 1) (Friedberg etal., 1995).

Base excision repair is a multiple enzymatic DNA repair mechanism in which each
enzyme works sepamtely; this scenario has been maintained during evolution. Known from
bacteria, several DNA glycosylases and AP endonuclenses have also been described in lower
and higher eukaryotes, such as Thvpanosoma criei (Perez et al., 1999), Leishmania major (Perez
et al., 1999, yeast, fish, plants, C. elegans, Drosophila and mammals (Friedberg et al,, 1995).
BER is essential to protect [N A from va’i:ustypmufbshs,mhu uracil, hydrecymethylumeil,
methyleytosine, h}']:mnnﬂ'lmq G-T mispairs, 3-methyladenine, 7-methylguanine, 3-
methylguanine, formamidopyrimidine, &hydrecyguanine, 5,6-hydrated thy mine, and pyrimidine
dimers (Friedberg etal., 1995). Each of these is recognized by a specific DNA ghycosylase.

Nucleotide excision repair

Severl types of agents generate bulky base adducts in DNA, leading to a significant
distortion of the DNA helic. The most widely studied of these DMA damaging agents is UV
radiation, responsible for thymine dimers, which produce a bend of ~3(F in the DNA (Husain et
al., 1988). Some chemical agents form DMA cross-links, which are particularly hazardous.
These cross-links produce conformational distortions in DNA; they are substmtes for DINA
endomucleases that make an incision in DNA, seveml nucleotides to each side of the damage,
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generating a potential oligonucleotide fragment. Subsequent helicase reactions promote the
excision of this fragment. The resulting gap is filled by DNA polymerase synthesis and
covalently sealed by DNA ligase. These sequential enzymatic reactions, initiated by a speci fic
endomuclesse that recognizes the DMNA distortion, are called NER. This pathway was originally
described in the repair of DN A in cells exposed to UV mdiation, which produces lesions such as
pyrimidine dimers and 6-4 photoproducts that are enzymatically excised from DNA as intact
nucleotides rather than as free bases. NER is 8 much more complex biochemical process than
BER, especially in eukaryotic cells. Seveml gene products are mequired in a multiple step
process, during which the ordered assembly of DNA pmteins provides an enzymatic complex
that discriminates damaged from undamaged DNA.

In Escherichiacoli there ane three specific proteing, called UsrA, B and C, involved in
lesion recognition and endonuclease mcision. An assembly of two UvrA and one UvrB protein
binds to DN A nonspecifically; this assembly translocates unidirectionally in the genome, driven
by the energy of ATP hydrolysis (Grossman and Yeung, 1990). This mechanism allows
constant monitoring for base damage in living cells, It has been suggested that when a damaged
site is found, UvrA proteins dissociate and a stable UviB-DNA complex is formed (Grossman
and Yeung, 1990). Then the UnrC protein associates with high affinity to the UvrB-DNA site
and induces a conformational change that enables bound UvrB protein to nick the DNA at the
fourth nucleotide, 3 tothe site of damage (Grossman and Yeung, 1990}, This reaction requires
the binding of ATP by UvrB protein, however, no ATP hydrolysis occurs at this time { Grossman
and Yeung, 1990). Following the 3 incision, UvrC protein catalyzes nicking of the DNA at
the seventh nucleotide, 5 to the damage (Grossman and Yeung, 1990). Thus, a stretch of 12
nucleotides is held in the DNA by only hydrogen bonds. This fragment is released by Uvrld
helicase action, generating a gap that is finally submitted to repair synthesis (Figure 2)
(Grossman and Yeung, 1990).

Mismaich repair

The long patch MME machinery is present in several organisms. ks function is to
remove base substitution and frameshift mismatches that escape from DNA polymemse proof-
reading activity after DMNA replication, increasing DNA replication fidelity 100- to 1000-fold
(Modrich and Lahue, 1986). In E coli, the factors that are ecclusively involved in MME anre
encoded by matS, rual and mutf genes (Lahue ot al, 1989)

TheMut5 protein homodimers recognize and bind specifical by to base-base mispaining
and insertion/deletion loop-outs (IDL ), Then, MutS, in association with Mutl protein homodimers,
activates the MutH protein to make an excision-initiating nick in the unmethylated, newly
synthesized strand. The nicked strand containing the mismatch or IDL is excised by exom-
cleases and resynthesized by DNA polymerase and DN A ligase (Figure 3) (Marra and
Schir, 1999).

The current picture of MMR in eukaryotic cells resembles that of E. coli to a great
extent, but with two important differences. The first is related to strand discrimination. In
eukaryotes the hemimethy lation status of newdy replicated DN A does not play a role in directing
the MME. No MutH homologue has been identified and it has been proposed that strand
discrimination is mediated by strand discontinuities in the newly synthesized DNA. The
second fundamental difference i that the MutS and Mutl. functional homologuesare heterodimernic
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rather than homodimeric. At least six MutS homologues and five Mutl. homologues, referred
to as MSH and MLH, respectively, have been identified in eukaryotes. The best characterized
of these factors are MSH2, MSH3 and MSH6, which are involved in MMR in the nucleus.
MSH2-MSH6 heterodimers recognize and repair base mismatches and loops of up to two
bases, whereas MSH2-MSH3 heterodimers recognize loop-outs of different sizes (Drumond
et al, 1995; Marsischky et al, 1996). MSH4 and MSHS proteins constitute another MSH
heterodimer, which, however, does not participate in MMR, but instead is involved in
meiotic crossing-overand chromosome segregation (Figure 3) (Nakagawa etal,, 1999). MSHI
is targeted to the mitochondria and is necessary for mitochondrial stability in yeast (Reenan
and Kolodner, 1992).
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CLONING AND CHARACTERIZATION OF EUKARYOTIC DNA REPAIR
GENES USING ESCHERICHIA COLT

Com plementation with homologons genes

In 1985, Sancar described the use of E. coli as an instmament to study enkaryotic DNA
repair genes. A fragment carrying the photolyase gene (PHR1 ) of Saccharomyces cerevizioe
was cloned into an E coli expression vector and introduced into E coli strains deficient in
DMA photolyase. Complementation of the £ coli phr-1 mutation was observed. This was the
first time that a comp lementation approach was wsed to study eukaryotic DNA mepair genesin
E. coli.

Afterthis, several other cukaryotic genes were identified and chamcterized by comple-
mentation assays in bacteria deficient in DNA repair. They were isolated from E coli mutant
cells transformed with & ¢DNA expression library, due to their ability to restore, at least par-
tially, the resistance of the mutants to treatment with DNA damaging agents (Figure 4).

O~
-O-
@ OO
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Trami sieerm
bactia ™ . =

-:’ .' .'. *
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the bacterial mon i e then characterized
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Chen et al. (1989) used this system to clone an & cerevisige gene They used E. ool
strains MV 1932 (alkAl and rag) and MV 1902 (alkA150::3p5G1 and tag), which have mutant
alkA and tag genes. These bacterial cells are sensitive to DNA damage by methy lating agents,
such as methyl methanesu lfonate (MMS), due to the shsence of either the 4lk4 or the Toggene
product, respectively. The 3-methy ladenine DMA ghveosylase (M4G) from & cerevisioe (SchMA4G)
was cloned from a genomic library, as it complemented the bacterial gene function, restoring
the ability of the bacteria to survive in the presence of MMS. An additional enzymatic assay
showed that extmets from deficient bacteria harboring the cloned yeast genewere able to excise
modified bases from [H*]-DMS-+treated calf thymus DNA. Chromatographic procedures
demonstrated that the excised base was 3-methy ladenine. Sequence analyses established the
identity of this gene as ScMAG and its expression in yeast-protected cells against the lethal
effects of alkylating agents (Chen ot al, 1990). This bactenal complementation strategy has
also allowed the cloning of other M40 genes. Human M40 (hs M4(7) was isolated from a
human liver cDNA libmary (Samson o al, 1991). Its cDNA sequence has an open-reading
frame of #94 base pairs and a sequence of 176 amino acids, sharing 85% identity with a mt
ghycosy lase polypeptide. Enzymatic analyses showed the ability ofthree variants ofthe HsMAG
protein to release methylated bases from DNA (O°Connor, 1993). HPLC chromatography
identified the modified bases as 3-methyladenine, 7-methylguanine and 3-methy lguanine.
Arabidopsis thaliana, Schizosaccharomyces pombe and rat MAGs have also been cloned and
chamcterized using this bacterial system (O°Connor and Laval, 1990; Santerre and Britt, 1994;
Memisoglu and Samson, 1996). In addition to MA4G genes, an & cerevisiae akyl DNA
glycosylase has also been cloned from a genomic DNA library, using an £ colf strain with a
phenotype similar to the alkA rag double mutant (Berdal et al, 1990},

Genetic manipulation of E. colf to create mutator phenotype stmins could also be
used to clone DNA repair genes. Hydrocyl radical (OH”) and singlet ooy gen ('0,), produced
endogenously by oxidative stress can generate complex modifications in DNA bases (Boiteux
et al., 1992). One of these is the oxidized guanine, 7,8-dihydmo-E-oxoguanine {8-COowo(),
which can pair up with adenine instead of cytosine, causing a GC — TA transition. The 8-
Oneols residues can be removed from DNA by the action of FPG protein and the adenine
residue opposite §-OwoG can be excised by MutY protein. Hence, disruption of fpg and st
genes could be used to create a mutator phenotype stmin in order to select for DNA repair
genes imvolved in 80woG excision. The & cerevisiae QGG gene (ScOT () was cloned
this way (van der Kemp ot al, 1996). A fpg mutf-double mutant £ coli strain was trans-
formed with a yeast genomic DNA library and clones that partially suppressed the bacterial
mutator phenotype were selected. The loss of the ability to genemte mutants was visualized
by the reduction in the number of colonies resistant to the antibiotic rifampicin. ScOGG1
protein purified from over expression in £, coli was used to confirm the enzymatic nature of
this gene product in experiments with §OxoG excision from calf thymus DNA. Mouse and
human homologues imvolved in &COxol excision have also proven their ability to promote
the loss of a mutator phenotype in a rifampicin-resistance assay, providing additional infor-
mation for the characterization of OGG1 (Rosenguist etal, 1997; Aburatani etal , 1997 ; Arai
etal, 1997; Sugimum etal , 1999). Kohno etal. (1998) have also used this bacterial comple-
mentation assay to study differences in 8-COooG repair caused by human polymorphic GGG
genes. The gene product with a Ser at codon 326 had an increased efficiency of complemen-
tation compared to its Cys counterpart.

Cienetics and Maoleculsr Research 2 ( 1): 7791 (2003 ) www. funpecmp. anmbr

155



Anexo IT

L Augnsdo-Pinko e al 56
An interesting approach tostudy eukaryotic DN A repair genes is the empl oyment of £
cofi mutator or sensitive phenotype reversion in order to select and characterize mutant genes.
Christians and Loeb (1996) have used a Aads-25 Cm® ogr-1:Kan® E coli strain to search for
mutations in human OF-methylguanine DN A methyltrans ferase (s MG MT) that could maintain
the complementation phenotype in the deficient bacterial stmin. This bacterial strain, which
lacks the ads and ogr gene products, is sensitive to alkylating agents such as N-methyl-N*-
nitmo-N-nitrosoguanidine (MMNG) and to the chemotherapeutic nitrosoureas. A plasmid libmry
harboring the human MGMT gene, mndomly mutated in 2 region surmunding the Cys active
residue, was used to transform these deficient bacteria. Clones were selected by their ability to
grow in the presence of MNN and also to reverse the mutator phenotype. As the chosen region
is evolutionary conserved, few amino acid changes were found. Using this strategy of mutant
identification in an gda ogr deficient bacterial stmain, Xu-Welliver et al. (1999 ) tested for keMGMT
mutation at codon 160, which rendered the bacteria resistant to (F-benzylguanine (BG). A
cDMNA from this gene was mndomly mutated at this position and used to transform bacterial
strains lacking alkyltrans ferase activity. As it is an inhibitor of human MGMT protein {Dolan et
al., 199(; Dolan and Pegg, 1997), this drug has been used in clinical trials to improve the
efficiency of akylating drugs such as BCNU and temoznlomide (Friedman o al., 1998). Poly-
morphic GlA0R sMzMT has been found in some individuals (Imai et al., 1995), and this
polymorphism has been associated with BG resistance (Edam o al., 1996). Fourteen amino
acid substitutions at codon 160 have been related to BG resistance (Xu-Welliver etal., 1999,
all of them protecting the E. coli mutant strain against MNNG damage. Enzymatic analysis of
bacterial exdracts or purified protein have proven the effectiveness of these mutant proteins in
repairing (F-{*H]-methylguanine, although with a lower activity than wild type extracts.
Bacterial complementation by eukaryotic genes could be used to study genetic poly-
morphisms ormutants, a5 has been shown for the isMGMT gene. Another example of success-
ful exploration of this appmach imvolves DNA polymerase B (pol §) gene studics, Sweasy and
Loeb {1992) showed the ability ofrat pal Sto complement the activity of DNA pol 1 from an £
cofi strain, which has a mutation in the DNA pol | gene (pald 2) that makes bactenal cells
unable to grow at high temperatures. This complementation system has opened new perspec-
tives to identi fy mutations in the mt pol f sequence that impair polymemse function. Rat pol §
cDMA has been used to construct a library of pol f cDNA mutants by treatment with nitrous
acid, PCR amplification and bacterial cloning (Sweasy and Loeh, 1993 ). Sensitive bacteria
were transformed with the mutant cDMNA library and clones with partial or total loss of poly-
merase activity were selected. A total of 1186 bacterial tmnsformants were tested for their
ahility to grow in the presence of MMS at 42°C. Polymemse function was altered in 263 clones.
Sequence analysis of 10 clones confimmed single-hase substitutions. Fifty-six mutants were
unabletogrow in both conditions and the others only lost the ability to grow at 42°C. This work
has demonstrated the possibility of employment of this pold {2 strain in mutant selection. Fur-
ther mutant characterization was camied out to identify the low fidelity polymerase mutants
that conferred the enrzymatic mutator phenoty pe (Washington etal , 1997). Two methods were
used to create the mutant library: the first one was nitmous acid treatment, followed by PCR
amplification and bacterial cloning, and the other one was PCR under mutagenic conditions.
After selection for ability to complement the pold {2 strain, positive clones were tested for
promotion of trp mutation reversion, which could be associated with the mutator phenotype.
Three rat pal § mutants were identified and chamcterized. One of them had a Y26 5C substitu-
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tion and a mutation mte 30-fold higher than the wild type. This mutator enzymatic activity was
detected by an in witro activity assay. The other two had a P3 125 and a ¥265H substitution,
respectively, and the mutation mtes were increased 10-fold in comparnison to wild type. The
mutation in the three clones that were analyzed is located in the protein’s carbosxy| terminus at
an external position on the DMA-binding cleft. Similar to hMGMT, it was also possible to
identify drug-resistant mutants of the rat pol fgene (Kosa and Sweasy, 1999). AcDNA library
was generated in a mutagenic PCR condition that gnaranteed mostly single-hase changes and
was used to transform a pold 12 E. coli strain. The transformed bacteria were then challenged
for growth in the presence of 3 Azido-3"-deoxy thymidine (AZT) at 42°C. The rat pal fis able
to incorporate ALT imto DA during synthesis, causing cell death. The clones able to grow in
the presence of AZT at 47°C kept their enzymatic activity, but they lost the ability to incorporate
AZT, Twomutants were selected, D246Y and R253M; they gave a mom: effective discimination
against ALT than the wild type protein. The D246V mutant had a 10-fold decrease in the
catalytic efficiency of AZT incorporation but dTTP incorporation was unaffected. On the other
hand, the R253M mutants showed 2 moderate efficiency in AZT incorporation, combined with
a perturhation in dTTP incorporation. These amino acid substitutions are close to the nucleotide-
binding pocket and could affect nucleotide discrimination and selection.

All the examples shove are from damage reversal or base excision repair. This is due to
the fact that the proteins nvolved in these pathvways can work separately and do not need to
interact with other proteins to accomplish their function. The study of genes imvolved in NER
and MMR is momre difficult. A good example is the study of the MSH2 gene, the eukaryotic
homaologue of the E. coli MME gene MutS. |t has been shown that the expression in E. coli of
a eukaryotic protein related to the MutS family results in an increased mutation rate in the
bacteria, due to lack of imeraction of the heterologous protein with the normal bacterial repair
machinery (Augusto-Pinto etal., 2001 ).

Complementation with non-homologons genes

Besides phenotype complementation with homologous genes, the use of DN A-repair-
deficient E. coli stmins to select for genes involved in this DNA metabolism pathway have
provided a means for the selection and characterization of new genes that are involved in DNA
repair but are not homologous with known DNA repair proteins.

Pang etal. (1992, 1993 ) employed this technique to obtain clones that complement £
coli stmin recd”, wvr, phr” (genes related to DNA repair). One of the isolated cDN As partially
complements recombination related (RecA”) phenoty pes. Another three cDNAs also partially
comected the E. ooli mutant phenotypes, but their molecular roles were not clearly identified.
Most of these ¢ As are apparently targeted to chloroplasts.

Amaong 840 survivors of heavily UV-imadisted mutants harboring plasmids derved
from an Arabidopsis cDMNA library, four unique plant cDNAs wene identified. Two of them
were specific for UV-light damage, and complemented both UnveB- and UvrC- phenotypes in
the dark. These cDMAs showed no extensive amino acid homology with known DMA repair
proteins. Although the light dependence of one cDMNA activity was consistent with its identifi-
cation as a photoreactivating enzyme, its predicted amino acid sequence did not resemble known
photolyase sequences (Pang e al, 1992). The latter cDNA increased the resistance of Recd-
LrwrB-Fhr- bacteria to mitommycin C and MMS as well as to UV light. This lack of specificity,
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and its ability to increase resistance in both DveB- and [irC- mutants, suggested that cDNA
activity might be complementing Racd- phenotypes. The partial complementation ofthree Recd-
phenotypes could be due the agtivities of this gene in homologous recombination. The 395-
amino acid open-reading frame encodes an apparent N-terminal chloroplast transit peptide and
a putative 322-residue mature protein, with a conserved muc eotide-binding motif but otherwise
little global homology with bacterial RecA proteins (Pang etal., 1993).

Using the same strategy, Machado et al. { 1996) isolated 2 DN A repair-related gene from
Arahidopsis fraliana that was able to complement bacteria defective inenzymes that play a part
in the initial steps of hase excision repair. The E. coli strain employed was the triple mutant
BW535 (ah.nfo nath), defedtive inthe DNA repair endonucleases: exonuclease I, endonuclease
I'V and endomuclease . These enzymes are involved in the first steps of base excision repair of
DNA lesions normally mediated by oxddatove and alkylation products (Doctsch and Cunningham,
1990). The mutant strain presents a hypersensitive phenotype to agents that produce movgen
radicals, such as hydmogen peroxide, and to alky lating agents, such as MMS (Cunningham etal,,
1986 ). The screening was performed by transfecting a cDNA libmry from Arabidopsis thaliana
imto BW53 5 and selecting clones that had increased resistance to MMS. One clone was isolated
and characterized. This Arabidaps i cDNA also confers MMS resistance to E. coli straim BW91 (9,
which is defective only in the product of the =h gene (exonuclease ) and it is also able to
enhance survival after UV irmd iation ofthe U'V-sensitive wwed E.coli stain AB1886, defective in
mucleotide excision repair. This lack of specific activities suggests a general mole in DNA damage
tolerance rather than damage removal. This cDNA is targeted to chloroplasts snd mitochondria
Surprisingly, this c[XN A was found to bea homologueof yeast thiamine biosynthesis genes, THIY
from & cerevisioe and nmr? from & porshe that are imvolved in the formation of the thiazole
precursor of thiamine, The ability of the Arabidopsis cDMN A to functionally complement the yeast
thid disruption stmin suggests that it has a similar role in plant thismine biosynthesis, so it was
named Thil. In addition, the Thid-deficient yeast stram also showed a phenotype of mitochondrial
DNA instability after treatment with genotoxic drugs, such as MMS and after UV irmdiation
(Machado et al,, 1997). This mitochondrial DN A instability phenoty pe was complemented by the
Arahidopsiz Thil gene (Machado et al., 1997). Thus, it appears that Arabidopsiz Thil and &
cerevisige Thi4 proteins have a dual role in DN A repair and thismine biosynthesis,

CONCLUDING REMARKS

These examples demonstrate only part of the potential wtilization of bacterial systems
for the study of DN A repair genes. These technigues ane facilitated by the ease and rapidity of
bacterial manipulations and by our knowledge of E. coli DN A repair genes. These features have
allowed bacteria to be used in cloning and complementation studies of both native and mutated
gene pmducts,
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