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RESUMO

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é o agente etiolégico da doenca de Chagas. Essa doenca
ocorre predominantemente na Ameérica Latina onde a principal via de transmissao é através de
fezes de insetos triatomineos. Estima-se que 10 milhdes de pessoas estdo infectadas ao redor
do mundo, principalmente na América Central e do Sul, e mais de 25 milhfes estdo em risco de
infeccdo. O agente etiolégico é um hemoflagelado da familia Trypanosomatidae, caracterizado
pela presenca de um flagelo e apenas uma mitocondria. O DNA mitocondrial encontra-se numa
estrutura chamada Kinetoplasto. O sistema de reparo de DNA é responséavel por preservar a
estabilidade genémica corrigindo les6es no DNA causadas por fontes ambientais e metabdlicas.
Entretanto algumas lesbes permanecem, levando a mutacdo ou interrompendo a replicacao.
Dentre diversas formas de reparar o DNA, o Reparo de Erro de Pareamento (MMR) é um entre
muitas vias que a célula possui para lidar com danos quimicos e fisicos ao genoma. No contexto
da funcdo do heterodimero MSH2-MSH6, proteina importante no MMR, as propriedades e
funcbes ainda estdo sendo esclarecidas. Além da participagdo do MMR, esta cada vez mais
claro a relacdo destes genes na resisténcia ao estresse oxidativo, principalmente diante da lesdo
80x0G. Os genes TcMSH2 e TcMSH6 séo codificados pelo nicleo e sdo responsaveis pelo
reparo do material genético nuclear. Para garantir a sobrevivéncia da célula diante estresse
oxidativo durante situacdo metabdlica fisiol6gica e/ou induzida durante ciclo evolutivo em
diversos ambientes metabolicamente agressivos, o reparo deve ser adequado na Unica
mitocondria disponivel, sendo assim, importante estudar os esforcos feitos pelo parasito para
proteger seu material genético mitocondrial. O presente trabalho teve como objetivo conhecer a
estabilidade de microssatélite no DNA mitocondrial e nuclear no T. cruzi. Para tanto, foi utilizado
cepa CL Brener selvagem e deficiente para os genes MSH2 (hemi e duplonocaute) e MSH6
(heminocaute), e a cepa Silvio selvagem. A avaliacdo de estabilidade dos microssatélites para
CL Brener foi realizada analisando o DNA apés 50 gerac¢des do parasito divido em 2 grupos,
controle ou tratado com 50 uM de peréxido de hidrogénio. Para Silvio foi analisado o DNA apés
30 geracgdes do parasito dividido em dois grupos, controle ou tratado com 50 uM de peréxido de
hidrogénio. Duas abordagens foram utilizadas: eletroforese em gel desnaturante no
sequenciador ALF e sequenciamento de uma regido com DNA repetitivo previamente
identificado. Além disso, também foi realizado sequenciamento de uma regido intergénica
mitocondrial de CL Brener para observar alguma eventual mutagcdo. As analises revelaram que
diante da auséncia das duas cépias do gene MSH2 ou na cepa heminocaute para MSH6 em CL
Brener ndo houve mutagcbes no DNA mitocondrial mesmo diante estresse oxidativo induzido,
sugerindo que a via de MMR na mitocéndria possua outras proteinas envolvidas ou outras vias
responséaveis pelo tipo de lesdo. No nacleo nenhum dos 9 loci microssatélites desenvolveu

instabilidade, entretanto, o locus SCLE11 na cepa MSH2 heminocaute mostrou-se diferente na
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geracdo zero, sugerindo que a instabilidade ocorreu no periodo entre a geracdo da cepa
heminocaute até o inicio deste trabalho. Para Silvio, a analise revelou que ndo houve mutagfes
no DNA mitocondrial na regido observada, enquanto que no ndcleo mostrou estabilidade em 9
loci de microssatélites observados, mesmo diante estresse oxidativo induzido. A auséncia de
instabilidade nas duas cepas e a auséncia do heterodimero MSH2/MSH6 em CL Brener
sugerem que possa haver outras proteinas envolvidas no reconhecimento ou outras vias

estarem envolvidas no reparo desse tipo de leséo.



ABSTRACT

The Trypanosoma cruzi (T. cruzi) is the etiologic agent of Chagas Disease. This sickness
occurs predominantly in Latin America and is transmitted mainly by faeces of triatomines insects.
About 10 million peoples are infected around the world, mostly in Central and South America, and
more than 25 million are in risk of infection. The etiologic agent is a hemoflagellate of the
Trypanosomatidae family, characterized by the presence of a flagellum, and only one
mitochondria. The mitochondrial DNA is presented as a structure known as Kinetoplast. The DNA
repair system is responsible for preserving the genomic stability, correcting lesions in DNA
caused by ambiental and metabolic sources. In the meantime, some lesions remain, leading to
mutation or disrupting the replication. Among several ways to repair the DNA, the Mismatch
Repair System (MMR) is one between many pathways that the cell possesses to deal with
chemical and physical genome damages. The main MMR protein is the MSH2-MSH6
heterodimer, whose functions and properties are still being clarified. Besides the MMR
participation, is becoming clearer its involvement in the oxidative stress resistance, mainly
against the 8oxoG lesion. The TcMSH2 and TcMSH6 genes are codified in the nucleus and they
are responsible to repair the nuclear genetic content. To guarantee the cell survival, in the face of
oxidative stress in physiologic and/or induced stressing situation during the evolutive life cycle in
metabolically aggressive environment, the repair of the only one mitochondria has to be
adequate, being so, it's important to study the parasite efforts to protect its genetic content. This
present work aimed to describe the microsatellite stability of the T. cruzi mitochondrial and
nuclear DNA. The evaluation of the microsatellites stability where developed in CL Brener T. cruzi
wild type strain, hemi and double knockout MSH2 gene and heminockout MSH6 gene, and also
the Silvio wild type strain. The CL Brener microsatellite stability was assessed after 50
generations of the cell, and it was separated in 2 groups: control or treated with 50uM of
hydrogen peroxide. The Silvio microsatellite stability was assessed after 30 generations of the
cell, separated in 2 groups just like CL Brener. Two approaches were applied: denaturating gel
electrophoresis in ALF sequencer and the sequencing of a repetitive DNA previously identified.
Besides that, also was realized the sequencing of a mitochondrial intergenic region of CL Brener
to look for any mutation. The analysis showed that even without the MSH2 gene or with MSH2 or
MSH6 hemiknockout in CL Brener cells, no mutations in the mitochondrial DNA were found, also
in induced oxidative stress situation, suggesting that the mitochondria MMR pathway posses
others proteins involved or another pathways are responsible to take care of this kind of lesion.
Meanwhile in nucleus none of 9 microsatellite loci developed instability, however, the locus
SCLE11 in the CL Brener hemi knockout strain showed a new microsatellite allele in the zero
generation, suggesting that the instability occurred among the strain generation until the

beginning of this work. The absence of instability in two wild type strains and the lack of the
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MSH2/MSH6 heterodimer in CL Brener suggest that there may be others proteins involved in the
recognition or another repair pathway involved in the repair of this kind of lesion.



1. Introducéo
1.1. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) € um hemoflagelado da familia Trypanosomatidae,
caracterizado pela presenca de um flagelo e apenas uma mitocondria. O DNA mitocondrial
encontra-se numa estrutura chamada Kinetoplasto (ou Cinetoplasto). O cinetoplasto é uma
massa de DNA circular, em forma de rede, onde se encontram iniUmeras copias de genoma
mitocondrial (Figura 1) (KLINGBEIL; ENGLUND, 2004).

Mitocdndria Cinetoplasto
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Figura 1. Trypanosoma cruzi. A figura ilustra a apresentacdo da forma epimastigota
do parasito, assinalando as estruturas do nucleo, mitocéndria e dentro dela a regido de
organizacdo do DNA denominado cinetoplasto ou KDNA. Adaptado de DOCAMPO, 2005.

O T. cruzi infecta alternadamente um hospedeiro vertebrado e invertebrado (Figura 2).
Quando no hospedeiro invertebrado, como Rhodinus prolixus, Triatoma infestans, Panstrongylus
megistus ou outros (popularmente conhecidos como barbeiro), desenvolve-se no tubo digestivo
ao sistema excretor, e também nos tubos de Malpighi. No inicio do tubo digestivo multiplica-se
na forma epimastigota por fissdo binéria, e ao longo do sistema digestivo do inseto, em direcéo
ao reto, ocorre a diferenciagdo em tripomastigota metaciclica, a principal forma infectante. Na
ampola retal, o parasito apresenta a maior taxa de diferenciacéo, assumindo predominantemente
a forma infectante tripomastigota. A transmissao ocorre principalmente através da picada de um
hemat6fago da subfamilia Triatominae, onde estdo os vetores do T. cruzi. Apdés a picada, o

inseto defeca proximo ao local o que pode levar a infec¢do do parasito no vertebrado.

Quando no homem, a forma tripomastigota circula no organismo através do sangue, e a
invasdo celular acontece em diversas células nucleadas. Em células fagociticas, por exemplo,
inicialmente ocorre a atracdo do lisossomo para membrana celular para formar um
compartimento vacuolar, permitindo a entrada do parasito. Neste momento o fagolisossoma gera

diversos radicais de oxigénio sendo lancados no interior do vacuolo, levando a destruicdo e



digestdo do parasito, ou caso 0 parasito seja capaz de resistir, ele aproveita do ambiente
acidificado para secretar uma molécula que se incorpora a membrana do vacuolo, levando a sua
desfragmentacao. O parasita passa a viver no ambiente citoplasmético da célula hospedeira e se
diferencia na forma amastigota. Algumas células iniciam o processo de diferenciacdo para a
forma tripomastigota, o qual com intensa movimentagdo do flagelo ocorre a ruptura da célula
hospedeira, com liberacdo de tanto tripomastigota quanto amastigota no espaco intercelular.
Nessa liberacdo, ocorre a invasdo de novas células e, também, a infeccdo de um novo

triatomineo no caso de uma picada.

Ao chegar ao estdbmago do inseto, a forma tripomastigota se transforma gradualmente em
epimastigota. Em seguida migram para o intestino, onde se multiplica na forma epimastigota.
Depois migram para a parte mais posterior, atingindo o reto, onde se transformam em
tripomastigota metaciclico, forma infectante ao vertebrado, fechando o ciclo (BRENER et al.,
2000; SOUZA, 2002; COURA, J., 2007; EPTING et al., 2010).

CICLO DO Trypano;oma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
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Figura 2. Ciclo de Vida. O T. cruzi infecta alternadamente um hospedeiro
invertebrado e vertebrado. Por reproducéo clonal, multiplica-se no aparelho digestivo do
inseto invertebrado em forma epimastigota, e entdo se diferenciando em tripomastigota
metaciclico, a principal forma infectante. Apds hematofagia, o inseto defeca préximo ao
local da picada, depositando o parasito perto da lesdo, o que pode levar a infec¢cdo do
parasito no vertebrado. Na circulacdo sanguinea ocorre diferenciacdo em tripomastigota, e
amastigota nos espacos intercelular de outros tecidos.



O T. cruzi apresenta trés principais morfologias ao longo de seu ciclo de vida, as quais se
caracterizam pelo formato da célula, presenca do flagelo, fixacdo do corpo basal, cinetoplasto e
nacleo (Figura 3). As formas amastigotas (presente no vertebrado) e epimastigota (no
invertebrado) fazem replicacdo clonal, mas a forma epimastigota ndo promove a infecgcdo no
hospedeiro vertebrado. A forma tripomastigota, encontrada no intestino posterior do invertebrado
e nos tecidos do vertebrado, ndo é capaz de se replicar, no entanto é infectante (SOUZA, 2002;
DOCAMPO; SOUZA, 2005; ANDRADE, LUCIANA O; ANDREWS, 2005; MORTARA, R.A. et al.,
2008).

Tripomastigota Amastigota Epimastigota

Figura 3. Morfologia dos tripanosomatideos. Tripomastigotas, a forma infectante,
sdo observadas na corrente sanguinea, tecidos de vertebrados e nas fezes de
invertebrados e ndo sdo capazes de se dividir. Amastigotas capazes de se dividir e infectar
células de vertebrados. Epimastigota capazes de se dividir e sdo observados no intestino
do hospedeiro invertebrado, ndo infectante. Adaptado de Docampo, 2005.

O T. cruzi apresenta reproducdo clonal, extensamente demonstrado pelo alto grau de
desequilibrio de ligacdo por seu genoma ser transmitido em bloco a descendéncia (TIBAYRENC,
M et al., 1986; OLIVEIRA, R. P. et al., 1998). Entretanto, ja foi demonstrado in vitro que ele é
capaz de fazer recombinagdo através de um mecanismo pouco usual de fusdo nuclear,
formando uma progénie polipldide que pode sofrer recombinagdo entre alelos e, apds perda
cromossdmica, retornar ao estado dipléide (GAUNT, M.W. et al., 2003). Dessa forma discute-se
gue haja pelo menos trés grupos ancestrais (Tc I, Il e 1ll), com eventos de hibridizacdo entre Il e
I, produzindo linhagens hibridas como CL Brener, de modo que o grupo lll seria o doador do
material citoplasméatico (mitocéndria) enquanto que o material nuclear é caracteristico de /11l
(FREITAS, J.M. DE et al., 2006). A epidemiologia molecular teve maior foco nos paises do Cone
Sul, e concluiu-se que o T. cruzi Il predomina no ciclo doméstico da transmisséo, responsavel
pela doenca de Chagas em humanos (ZINGALES, B et al., 1998; FERNANDES, O et al., 1998;

BRENIERE et al., 1998). A genotipagem de isolados de reservatorios silvestres e triatomineos
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da Mata Atlantica do Rio de Janeiro mostrou a adaptacao preferencial de T. cruzi | a gambés e
de T. cruzi Il a primatas. Nos triatomineos, os dois grupos foram observados (FERNANDES, O et
al., 1999).

Atualmente, o T. cruzi é classificado em 6 linhagens filogenéticas ou DTU’s - discrete
typing unit, unidade de tipagem discreta- (ZINGALES, B et al., 2009) onde DTU é definido como
um conjunto de isolados que € geneticamente semelhante e que pode ser identificado por
marcadores moleculares ou imunolégicos comuns (TIBAYRENC, MICHEL, 1998). A distribui¢céo
geografica (Figura 4) das DTU’s indica a prevaléncia do Tc | em pacientes do México, América
Central e ao norte da América do Sul (ANEZ et al., 2004; MILES, M. A et al., 2009),
demonstrando a forma indeterminada e cardiaca da doenca. No Cone Sul, a prevaléncia é das
formas cardiaca, digestiva e assintomatica das Tc I, V e VI. Embora haja esse panorama, todos
sdo capazes de promover a doenca. Isolados pertencentes a Tc | ndo favorecem a forma
digestiva, Tc Il e V aparentemente seriam mais patogénicas, promovendo as manifestagoes
cardiaca e digestiva (MILES, M. A et al., 2009).

Ciclo Doméstico I Ciclo Selvagem

Figura 4. Distribuicdo Geografica. Distribuicdo aproximada das linhagens de T.
cruzi. Tcl é predominante na Amazénia, Tc Il, TcV e TcVI na regido do cone sul, Tc lll e
Tc IV esporadicamente infectam humanos, e Tc IV apresenta genétipos divergentes na
Ameérica do Sul e América do Norte. Adaptado de “Nature outlook,” 2010.



Na mitocondria dos tripanosomatideos o DNA apresenta-se de duas formas
caracteristicas: maxicirculos e minicirculos (Figura 5). S&o milhares de minicirculos com
tamanho entre 500 pb a 2,5 kb, e algumas duzias de maxicirculos com tamanho entre 20-40 kb
(SHAPIRO, T. A.; ENGLUND, P. T., 1995; SOUZA; CAVALCANTI, 2007). Os minicirculos
contém porc¢des variaveis e conservadas. S8o quatro as regides de sequéncias conservadas, de
120 a 160 pb, intercaladas pelas sequéncias variaveis que apresentam de 210 a 260 pb. N&o
sdo encontradas sequéncias repetitivas nas porc¢des variaveis do minicirculos, sendo de baixa
homologia quando comparadas a outras moléculas isoladas de um mesmo clone. As regides
variaveis dos minicirculos codificam pequenos RNA’s guias que sdo modificados apds a
transcricdo, com a adicdo de uma cauda de poliuridina. Os transcritos dos minicirculos séo
moléculas complementares aos transcritos dos maxicirculos, com participagdo importante/vital
na edicdo destes através da adicdo ou delecdo de uridina na sequéncia desses RNAmM
(STUART; FEAGIN, 1992; HAJDUK; OCHSENREITER, 2010).

Maxicirculos sé@o estruturalmente e funcionalmente anadlogos ao DNA mitocondrial de
eucariotos, 0s quais codificam para ribossomos e subunidades do complexo respiratério, que
primeiramente necessitam serem editados por RNA’s guias transcritos pelos minicirculos
(SOUZA, 20009).

Figura 5. DNA mitocondrial. (Superior) A figura ilustra o DNA circular longo
(maxicirculo) e o DNA circular curto (minicirculo) dos Kinetoplastideos. (Inferior)
Microscopia eletrénica de transmissdo de Trypanosoma brucei ilustrando a organizacédo
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compactada e aproximacdao com a membrana mitocondrial (m). Rede de DNA concatenado
de minicirculo (*) e maxicirculo (**). Adaptado de SHAPIRO, T A et al., 1999; HAJDUK;
OCHSENREITER, 2010.

1.2. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é causada pelo parasito Trypanosoma cruzi, descrito em 1909 por
Carlos Chagas (CHAGAS, 1909). Ocorre predominantemente na Ameérica Latina onde a principal
via de transmissdo é através de fezes de insetos triatomineos. Estima-se que 10 milhdes de
pessoas estdo infectadas ao redor do mundo, principalmente na América Central e América do

Sul, e mais de 25 milh&es estdo em risco de infec¢cao (WHO, 2010).

No ano 2000 as Nag¢Bes Unidas revisaram e incluiram outras doencas na classificacao de
Doencas Negligenciadas. Esse termo refere-se as doencas com grave impacto no
desenvolvimento infantil, complicacdes gestacionais e na produtividade do trabalhador. Devido
ao intenso impacto da patologia no ser humano, a doenc¢a de Chagas foi classificada como uma
doencga que promove a pobreza nas populacdes afetadas (HOTEZ; FERRIS, 2006).

A transmissdo da doenca de Chagas ocorre predominantemente pela via vetorial (80-
90%), via transfusional (5 a 20%) e a via congénita (0,5 a 8%). Outras vias excepcionais, como
transmissdo acidental (laboratérios e hospitais), transplante de 6rgéos, oral (ingestao de
alimentos contaminados pelo parasito), sexual e por outros vetores nao triatomineos sao
possiveis, porém raramente observadas (BRENER et al.,, 2000; PRATA, 2001; DIAS; NETO,
2011). O mecanismo da infec¢do congénita ainda € incerto. Sugere-se que o parasita atinge o
feto através da corrente sanguinea ao atravessar a barreira placentaria, com uma complexa
interacdo entre resposta imune, fatores placentarios e caracteristicas do parasito
(KEMMERLING et al., 2010). O que parece claro é que maes portadoras de T. cruzi ndo geram,
necessariamente, filhos infectados. No entanto, essa via de transmissdo da doencga de Chagas
ainda permanece uma forma de infeccdo nos dias atuais e os portadores desinformados
constituem um fator limitante para o controle da doenca. Neste sentido, € relevante incluir
investigacdo dessa doenca no pré-natal de gestantes residentes ou provenientes de areas
endémicas (ARAUJO et al., 2009).

A doenca se apresenta de forma variada e sua evolucdo depende de fatores como a
guantidade de parasito inoculada, estado imunolégico do paciente e o grupo genético do agente
infeccioso. A fase aguda dura 4 a 8 semanas, podendo ser assintomatico ou manifestar sintomas
brandos imediatamente apés a picada. Esta fase é caracterizada por altos niveis de parasitemia,

hipertrofia linfonodal, edema bipalpebral unilateral (sinal de Romafa), febre e alteracdes no

10



ecocardiograma. Muitas vezes nem todos os sintomas sdo manifestados. Apds uma fase latente
gue pode durar de meses a muitos anos, a fase cronica pode levar a um crescimento anormal do
coracao e insuficiéncia cardiaca, mega-colon, mega-eséfago e degeneragdo do sistema nervoso
autdbnomo (SALA, 2006; COURA, JOSE RODRIGUES, 2007; PARKER; SETHI, 2011;
MENEZES et al., 2011).

O tropismo tecidual e a distribuicdo geogréfica do parasito também s&o fatos marcantes.
Andrade et al. (1998) demonstraram que embora diferentes clones possam infectar o mesmo
tecido em estudo in vitro, ha geralmente uma predominancia de cepas infectando determinado
tecido quando animais séo infectados por multiplas cepas (ANDRADE, L. O.; MACHADO, C. R.
S., 1999; ANDRADE, L.O.; MACHADO, C. R. S., 2002). Posteriormente, ao comparar a taxa de
infeccdo de diferentes cepas em cultura cardiomiocitos de camundongo BALB/c, Andrade et al.
(2010) demonstraram o possivel papel do desenvolvimento intracelular como determinante para
o tropismo tecidual (ANDRADE, L. O.; GALVAO, 2010). Guedes et al. (2007) demonstraram
diferenca na patogenicidade in vivo entre duas cepas de T. cruzi e diferenga na infectividade in
vivo em modelo animal canino (GUEDES; VELOSO, 2007).

As razbes dessa diversidade de sintomas ainda sdo desconhecidas, mas acredita-se que
grande parte seja determinada por varia¢cdes genéticas do T. cruzi, que apresenta uma estrutura
populacional bastante heterogénea. Aspectos ambientais, nutricionais e imunolégicos do
hospedeiro também podem ser a causa da variedade de sintomas observados (MACEDO, A. M.;
MACHADO, C. R., 2004).

1.3. Estabilidade Genbmica e Mutacdes

O DNA mitocondrial é uma caracteristica marcante nos tripanosomatideos, devido a sua
composicdo de DNA circular longo (maxicirculos) e DNA circular curto (minicirculos)
entrelacados em forma de rede. E de vital importancia que esse conjunto de DNA esteja intacto
apos a replicacéo (LIU, B. et al., 2005). Uma replicacdo adequada deve garantir a duplicacdo do
material genético e sua correta distribuicdo. Diferente da mitocondria de mamiferos, por
exemplo, que tem apenas uma DNA polimerase, em tripanosomatideos ja foi descrita a presenca
de sete, e dentre eles, a TcPol kappa, a qual j& foi demonstrada aumentando a resisténcia do T.
cruzi ao peréxido de oxigénio (KLINGBEIL; ENGLUND, PAUL T, 2004; RAJAO, M., 2009).

A diversidade de uma populagéo é relacionada com a capacidade de tolerar danos em
seu genoma. Todas as células estdo sujeitas a danos no DNA causados pela exposicdo a

agentes genotoxicos endogenos e exdgenos. Uma falha no reparo destes danos pode resultar
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em mutacdo, enquanto 0 seu correto reparo garante a manutencao e a integridade do material
genético e das fungdes celulares. O reparo do DNA é crucial para manter a integridade do
genoma em todos o0s organismos, por outro lado, a capacidade de tolerar as lesdes é
intimamente ligada ao equilibrio da necessidade de se criar diversidade. Sendo assim, o
surgimento de variacdo no contetdo genémico, gerando novos caracteres que serdo ou nao
selecionados posteriormente durante a evolugdo, também é essencial. Inevitavelmente, o
metabolismo do DNA e seus mecanismos responsaveis pelo reparo e pela toleréncia a estas
lesBes garantem a sobrevivéncia e a evolugcdo de uma espécie (PINTO, 2004; WATERS et al.,
2009).

O T. cruzi é uma espécie que apresenta grande variabilidade genética, porém nao estédo
esclarecidos os mecanismos moleculares associados a geragdo dessa variabilidade. Vale
ressaltar que em qualquer espécie a variabilidade surge de mutagbes no DNA. Além disso, a
taxa de mutagBes no DNA de uma célula depende da eficiéncia dos mecanismos de reparo do
DNA, em especial do Reparo de Erros de Pareamento, ou MMR (do inglés Mismatch Repair).

Desse modo, aspectos basicos sobre o MMR de T. cruzi devem ser investigados (PINTO, 2004).

Mutacbes sd0 eventos raros que ocorrem espontaneamente numa frequéncia de 1x10°-
10'° por par de bases por divisdo celular. Elas podem ocorrer por: i. erro na incorporacdo de
nucleotideos, e fixados no préximo ciclo de replicacdo; ii. incorporacdo de nucleotideos
guimicamente danificados, no qual durante o préximo ciclo de replicacdo podem parear com um
nucleotideo diferente do original, levando a mutacgéo; iii. incorporacdo de nucleotideo nédo
danificado, mas pareados com uma base danificada na fita oposta. Todos esses eventos
ocorrem constantemente em todas as células, e caso ndo haja reparo destas lesdes, ocorrera
mutacdo (IYER; PLUCIENNIK, 2006; SILVA et al., 2009).

Agentes genotoxicos sao agentes fisicos ou quimicos que podem interagir com o DNA,
afetando a integridade do material genético. Dentre os principais agentes genotdxicos temos o
peréxido de hidrogénio, luz ultravioleta, cisplatina, entre outros. Eles podem causar lesbes, que

se ndo reparadas, podem levar a modificagdo na sequéncia de DNA (DAMIA; D'INCALCI, 2007).

Lesdes oxidativas no DNA sdo causadas por radicais livres e espécies reativas de
oxigénio, produzidos durante o metabolismo normal da célula e por exposicdo a agentes
precursores de espécies reativas, tais como irradiacdo gama, UVA e perdxido de hidrogénio
(GUPTA et al., 2009). Dano ao DNA por estresse oxidativo pode ocorrer por dano as bases
nitrogenadas e/ou ao acgucar-fosfato, gerando quebras de fita simples (as quais podem ser

convertidas em quebra dupla durante a replicacdo), quebras duplas no DNA, modificacdes de

12



bases, geracéo de sitios apurinicos/apirimidicos, dentre outros. Quebras duplas sao letais caso
ndo reparadas, enquanto dano as bases podem ser mutagénicas e/ou citotdxicas. O DNA pode
ser danificado diretamente por exposicdo por raios ionizantes, ou secundariamente pelos
radicais livres gerados pela radiacdo. Mais de 20 diferentes tipos de danos a bases foram
identificadas ap0s exposicéo a estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigénio (ROS) mais
relevantes sdo O2" (radical superoxido), OH™ (radical hidroxila) e H,O, (peréxido de hidrogénio)
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GUPTA et al., 2009).

Entre os danos oxidativos no DNA, a 7,8-dihidro-8-oxoguanina (ou apenas 80xo0G)
representa a lesdo mais abundante (MAZUREK et al., 2002). A inducéo de dano a base no DNA
envolve a reacdo do ROS com o DNA, o radical hidroxila inicialmente reage com a base guanina
para formar um aduto C8-OH (ou seja, unido entre os dois compostos). Posteriormente ocorre a
perda de um elétron e um hidrogénio, gerando o 8oxoG (Figura 6) (SLUPPHAUG, 2003). Esse
processo ocorre na presenca de metais como ferro e cobre, que reduzem a agua oxigenada a
OH por reagéo do tipo Fenton. O produto da reacdo € uma espécie reativa de oxigénio que
reage com a base guanina do DNA produzindo a 8oxoG (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A
8oxo0G é, portanto, um produto da oxidacdo de guaninas no DNA, tanto do pool de nucleotideos
disponivel para replicacdo quanto do nucleotideo na fita de DNA. E altamente mutagénico por
ser capaz de parear incorretamente com adenina durante a replicacdo. Se o par 8oxoG:A néo for
reparado, uma nova replicagcdo pode levar a transversfes C.G—A:T (PASSOS-SILVA et al.,
2010). Bases danificadas podem ser mutagénicas durante a polimerizacdo por uma polimerase
replicativa frente a uma base danificada ou por sintese translesao. Por isso, o reparo de lesbes

oxidativas é essencial para estabilidade do genoma.

Em células eucaribticas ja foram bem caracterizadas trés diferentes abordagens para
lidar com a formacg&o de 8oxoG: uma DNA glicosilase (8-oxoguanina DNA Glicosilase - OGG1)
para remover diretamente a 8oxoG do par 8oxoG:C; outra DNA glicosilase (MYH) para remover
a adenina do para 8oxo:A (e permitir que a OGG1, ou seus homdlogos funcionais, terminem o
reparo retirando a base oxidada), ambas seguidas de replicacdo para preencher a lacuna do
nucleotideo removido. Adicionalmente, outra enzima (MTH) faz a sanitizacdo de nucleotideos
guanina ndo incorporados no DNA, tendo como substrato a 8-oxo-dGTP (guanina oxidada),
convertendo este ao nucleotideo monofosfato (8-oxo-dGMP) que n&o é substrato para a DNA
polimerase. Estudos in vitro e in vivo demonstram que MMR também reconhece o pareamento
80x0G:A como substrato e remove o residuo mal pareado na fita recém sintetizada (NI et al.,
1999; FUKUI, 2010; FURTADO et al., 2012).
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Figura 6. Geragdo da 8oxoguanina. Adaptado de SILVA, et al., 2009.

1.4. Reparo do DNA

Enzimas de reparo de DNA podem ser caracterizadas como proteinas agindo
diretamente sobre o DNA danificado numa tentativa de restaurar a sequéncia de DNA inicial e/ou
sua estrutura. Essas enzimas encarregam-se de identificar e reparar formas especificas de
danos ao DNA. H& enzimas que diretamente tratam com danos especificos, enquanto outros
participam do metabolismo normal do DNA, como fazendo a polimerizacéo, revisdo, ligacdo e
até recombinacdo (FRIEDBERG et al., 1995; WIND, DE; HAYS, 2001; IYER; PLUCIENNIK,
2006).

O sistema de reparo de DNA é responsavel por preservar a estabilidade gendmica
corrigindo lesdes no DNA causadas por danos ambientais e metabdlicos. Mesmo apresentando
esses mecanismos algumas lesdes permanecem, levando a mutagdo ou interrompendo a
replicacdo. Conhecimento basico sobre reparo de DNA e processos de tolerancia é crucial para
entender como e porqué o genoma é afetado durante o ciclo de vida e como a célula responde
(PASSOS-SILVA et al., 2010).

A andlise comparativa dos genomas de T. cruzi, Trypanosoma brucei (T. brucei) e
Leishmania major identificou diferengas nos mecanismos de manutencdo de DNA entre estes e
outros eucariotos. O sequenciamento e posterior analise destes genomas revelou a presenca de
grande parte dos genes das principais vias de reparo de DNA, indicando que esses organismos
sdo capazes de realizar a maioria delas (BERRIMAN et al., 2005; EL-SAYED et al., 2005; IVENS
et al., 2006; PASSOS-SILVA et al., 2010).

Diante da grande variedade de danos ao DNA, as células utilizam véarias abordagens de
reparo ao DNA, tais como: (1) sanitizacdo de nucleotideos néo incorporados; (2) reversao direta
das modificacdes de base, como dimero de timina; (3) remocao de fragmentos da dupla-fita

guando houver mal pareamento através do reparo por erro de pareamento (MMR) ou quando o
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dano resulta em distor¢do da dupla-fita através de reparo por excisdo de nucleotideos (ou NER,
Nucleotide Excision Repair), e, finalmente, remocdo de bases oxidadas através do reparo por
excisdo de bases (ou, BER, Base Excision Repair). Essas enzimas sdo capazes de reconhecer o
dano, cortar a fita a uma distancia adequada a ambos os lados, desenrolar e remover a fita
(FRIEDBERG et al., 1995).

O DNA também é suscetivel a crosslinks no DNA, quebras de fita simples (ou SSBs do
inglés Single Strand Breaks) e quebras duplas (ou DSBs do inglés Double Strand Breaks), que
podem ser reparados por recombinacdo homéloga (ou HR, do inglés Homologous
Recombination) e recombina¢cdo ndo-homodloga (ou NHEJ do inglés non homologous end
joining). Mesmo que estes mecanismos reparem a maioria das lesdes do DNA, alguns dos
danos permanecem, levando a mutagdes ou ao bloqueio da maquinaria de replicagdo. DNA
polimerases alternativas podem ignorar essas lesdes de forma livre de erros ou propenso a erros
usando um processo conhecido como sintese translesdo (ou TLS do inglés) (HOEIJMAKERS,
2001; PASSOS-SILVA et al., 2010).

O MMR é uma entre muitas vias que a célula possui para lidar com danos quimicos e
fisicos ao genoma. Além de aumentar a fidelidade da replicacéo, também tem importante papel
na regulacdo da recombinagcdo homoéloga e da correcdo de danos quimicos (MODRICH, P;
LAHUE, 1996; UMAR; KUNKEL, 1996; BELL et al., 2003).

1.5. Reparo de Erro de Pareamento: MutS e MSH

Um dos papéis do MMR é corrigir bases mal pareadas no DNA. Uma base mal pareada
no meio de um aglomerado de bases pareadas corretamente necessita, inicialmente, de um
eficiente reconhecimento por parte do sistema de reparo. Resumidamente, 0 processo consiste
no reconhecimento da base mal pareada, excisédo do segmento de DNA que contém o erro e a
sintese da regido removida utilizando a fita parental como molde (Figura 7). O MMR é
extremamente importante para assegurar a manutencdo de estabilidade do genoma apos a
replicacdo do DNA, aumentando sua fidelidade em cerca de 1000 vezes (SCHOFIELD; HSIEH,
2003). O MSH2, gene chave do MMR, foi caracterizado em T. cruzi e T. brucei (AUGUSTO-
PINTO, L.; BARTHOLOMEU, D., 2001; BELL et al.,, 2003; MACHADO-SILVA et al., 2008;
PASSOS-SILVA et al., 2010).

As principais proteinas do sistema de Reparo de Erro de Pareamento de E. coli sé&o
MutS, MutL e MutH. Muitos homologos, MSH (MutS Homologue) e MLH (MutL Homologue),

foram descritas em outras espécies, o gene MutH ndo foi identificada em eucariotos, onde
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possivelmente a funcéo de clivagem seja exercida pelo heterodimero MLH1-PMS1 (KADYROV
et al., 2006). Em procariotos o homodimero de MutSa ou MutS@ faz varredura do DNA buscando
erros de pareamento, ao encontrar atrai 0 homodimero MutL no sitio identificado. A MutL serve
como um intermediario entre o reconhecimento do mal pareamento e clivagem da fita pelo
homodimero MutH, devido a acdo deste de reconhecer o padrdo de metilacdo e clivar a fita
recém sintetizada (ndo metilada). A funcéo basica dessas proteinas foi conservada ao longo da
evolucdo, de modo que seus homologos estdo presentes em eucariotos (Machado-Silva, 2008).
Em eucariotos, o heterodimero MSH2/MSH6 (MutSa) reconhece o mal pareamento de bases e
de alcas de insercdo de 1-2 nucleotideo enquanto MSH2/MSH3 (MutSB) reconhece alcas de
insercdo/delecdo de 2 ou mais nucleotideos, e fazem em seguida a sinalizacdo de mal
pareamento. Heterodimeros de MLH1/PMS1 ligam-se ao MSH, possuem atividade
endonucleasica e coordenam os passos seguintes do reparo (CANNAVO et al., 2005; HAYES et
al., 2009; PASSOS-SILVA et al., 2010). A capacidade de reparo de mal pareamento de bases é
diretamente relacionada com a taxa de formacédo do heterodimero, ja que MSH3 e MSH6 séo
estaveis apenas na presenca de MSH2 (DRUMMOND, 1997).

CH; CH, Fita molde
P4 Fita recém-sintetizada
Base "La' MutS, MutL, MutH
pareada

U MutS, MutlL, helicase,

exonuclease
CH, Y tii
DNA polimerase
e ligase
CH, Y CH;,

Figura 7. Reparo de Erros de Pareamento - MMR. (Esquerda) Reparo por erro de
pareamento em procariotos. A proteina MutS localiza o erro de pareamento e atrai a MutL,
onde juntas sinalizam para a proteina MutH que reconhece e cliva a fita recém sintetizada.
(Direita) Complexo de MMR em eucariotos: o heterodimero MSH2-MSH3/6 reconhece o mal
pareamento e sinaliza o restante da via. Adaptado de SILVA, C. F. T. DA et al., 2009.

Ambos procariotos e eucariotos expressam MutS e MutL com regibes altamente
conservados, porém o mecanismo de discriminagdo da fita recém sintetizada em eucarioto €
pouco elucidado. Notavelmente, existem pelo menos 7 genes homologos de MutS em eucariotos

(MSH1-7) e pelo menos 5 genes homoélogos para MutL. Andlises genéticas e bioquimicas tem
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demonstrado que a evolucdo da familia MSH em eucarioto tem sido acompanhada da aquisi¢ao
de novas fungbes, no qual a sequéncia ancestral tenha evoluido a partir de MSH1. A
estabilidade mitocondrial € dependente de MSH1 (descrita apenas em levedura), a estabilidade
nuclear é dependente de MSH2, MSH3, MSH6 e MSH7, enquanto MSH4 e MSH5 participam na
recombinacéo durante meiose (CHI; KOLODNER, 1994; CULLIGAN, 2000).

Augusto-Pinto et al. (2003) identificaram polimorfismos no gene de reparo de erro de
pareamento de T. cruzi TcMSH2, o qual através de inferéncia filogenética foi possivel separar
em trés haplogrupos: A, B e C. Os haplogrupos A e C agrupam as linhagens Tc | e Tc Il,
respectivamente, e B com as linhagens Tclll-TcVI (Figura 8). Cada haplogrupo codifica uma
isoforma da proteina, chamadas de TcMSH2a, TcMSH2b e TcMSH2c. Apés tratar com perdxido
de hidrogénio culturas de diferentes grupos de T. cruzi, encontraram evidéncias de instabilidade
de microssatélite nuclear nos grupos B e C, mas nao no grupo A, sugerindo que os grupos Be C
tém uma menor habilidade de reparo do que o grupo A (AUGUSTO-PINTO, L.; TEIXEIRA, S.,
2003; ZINGALES, B et al., 2009).
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Figura 8. MSH2 e hipotese de capacidade de reparo dos haplogrupos em T.
cruzi. Adaptado de SILVA, et al., 2009.

A atividade da proteina MSH2 foi recentemente investigada em T. cruzi e T. brucei. Em T.
brucei, MSH2 foi estudada juntamente com MLH1 através da inativacdo nesses dois genes.
Nocaute em ambos o0s genes resultou em um fenétipo mutante pela diminuicdo da atividade de
MMR ao observar instabilidade de microssatélite nuclear (BELL et al., 2003). Além disso, T.
brucei TOMSH2-/- (duplo nocaute) complementado com TcMSH2 de CL Brener (Tc VI) ou de
Colombiana (Tc I) também apresentou instabilidade de microssatélite nuclear, mas 0 mesmo néo

foi observado em T. brucei complementado com o proprio gene TbMSH2. Isso sugere que a
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TbMSH2 é capaz de complementar a deficiéncia de MMR de nocautes para MSH2, enquanto de
TcMSH2 néo funciona como componente de MMR em T. brucei (MACHADO-SILVA et al., 2008).

Surpreendemente, também foi observado que T. brucei expressando TcMSH2 de CL
Brener (Tc VI, haplogrupo B/C) teve a mesma taxa de sobrevivéncia comparado a T. brucei
selvagem diante tratamento com H,0O,. Esse fenoétipo de toleréncia a perdxido de hidrogénio foi
confirmado ao transfectar T. brucei MSH2 nocaute com MSH2 da cepa Colombiana (Tcl,
haplogrupo A) e a mesma taxa de sobrevivéncia foi observada, comparando com cepa
selvagem. A analise de TbMLH1 nocaute ndo demonstrou sensibilidade ao H,O, em curva de
sobrevivéncia, comportando-se igual a células WT (wild type, selvagem). Isso indica que MSH2
parece ter um papel adicional no reparo de dano oxidativo independente de MMR, dado que
MLH1, componente de MMR, n&o esta envolvido nessa funcdo (BELL et al., 2003; MACHADO-
SILVA et al., 2008).

Ao testar a sensibilidade dos grupos de T. cruzi diante peréxido de hidrogénio, houve
uma diferenca distinta entre linhagens, onde Tcl apresenta uma taxa de crescimento mais
préximo ao normal do que Tc Il. A dosagem de 8-0xoG corroborou o dado em que em Tcll ha
maior geracao de nucleotideos oxidados no KDNA do que no grupo Tcl. Quando utilizado clones
de CL Brener heminocaute para MSH2 néo tratado e tratado com perdxido de hidrogénio, houve
um aumento significativo de 8-oxoG apenas no KDNA na situacéo nao tratado e tratado. Similar
a T. cruzi heminocaute, T. brucei duplonocaute para MSH2 é mais sensivel ao tratamento de
peroxido de hidrogénio, inclusive demonstrando perda de material genético mitocondrial sem
tratamento e perda acentuada diante tratamento com peréxido de hidrogénio. Tanto T. cruzie T.
brucei sofrem com sensibilidade no crescimento das col6nias in vitro e aumento da geracéo de
nucleotideos oxidados na mitocondria quando ha células menos eficientes no MMR (T. cruzi
haplogrupos B/C) ou quando a célula for OGM (T. cruzi heminocaute MSH2 e T. brucei MSH2
duplonocaute) para o gene MSH2, sugerindo uma participacdo direta dessa proteina na organela
na resposta ao estresse oxidativo independente de MMR (CAMPOS, PRISCILA C et al., 2011).

Outro mecanismo de reparo, o Reparo por Excisdo de Base (BER), € a principal via
responsavel por corrigir lesdes que modificam bases individuais sem maiores efeitos sobre a
estrutura da dupla hélice, tal como as lesGes por oxidacdo, alquilagcdo e desaminagcdo. A via
consiste em reconhecimento da base modificada (como 80xoG) e remocgéo por DNA glicosilase,
clivagem da estrutura agucar-fosfato e excisédo do sitio abasico (AP endonuclease), e posterior
sintese e ligacdo para preencher lacuna nucleotidica (BOITEUX et al., 2002; PASSOS-SILVA et
al., 2010). Reparo por Erro de Pareamento € uma forma de Reparo por Excisédo de Base, pois

também remove base que foi quimicamente alterada (estresse oxidativo) ou incorretamente
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pareada (pela DNA polimerase). Estudos sugerem cada vez mais que o MMR é uma das vias
alternativas ao BER para controlar os niveis de 8oxoG no DNA. O heterodimero MSH2-MSH6 é
capaz de reconhecer essa lesdo em determinados contextos, tanto em células humanas quanto
em S. cerevisae e E. coli (NI et al., 1999; BOITEUX et al., 2002; WYRZYKOWSKI; VOLKERT,
2003; MACPHERSON et al., 2005).

No contexto da funcdo de MSH2-MSH6, as propriedades e funcdes ainda estdo sendo
esclarecidas. Muitos autores descrevem a eficiente funcéo deste heterodimero em reparo de mal
pareamento e alcas de insercdo e delecdo no ndcleo. Na ultima década, varios estudos vem
descrevendo diferentes fenétipos em diferentes espécies diante nocaute desses genes. Além da
participacdo do MMR, estd cada vez mais claro a participacdo na resisténcia ao estresse
oxidativo, principalmente diante da lesdo 8oxoG (SCHOFIELD; HSIEH, 2003; IYER;
PLUCIENNIK, 2006).

A funcdo primaria do sistema de reparo dos erros de pareamento (MMR) do DNA é
eliminar os erros causados pelo erro de pareamento de bases e pela insercdo/delecéo de
sequéncias que podem ocorrer durante a replicagdo do DNA. A natureza repetitiva dos
microssatélites faz com que ocorra um deslize das fitas de DNA durante sua replicacdo e
formem-se algcas de insercdo/delecdo. Quando a insercdo/delecdo ndo € reparada
apropriadamente, ocorre um aumento ou diminuicdo no numero de unidades de repeticdo do
microssatélite, e consequentemente uma alteragdo no tamanho da sequéncia. Esse evento é
conhecido como instabilidade de microssatélite. Pelo menos 10 reacdes enzimaticas sao
necessarias para resolver o mal pareamento. Mutantes em MutS e MutL foram relacionados com
aumento da taxa de mutacdo espontdnea e instabilidade de microssatélite em bactéria
(LEVINSON; GUTNAN, 1987), o mesmo ocorre com mutacdes em MSH2 de levedura (SIA;
DOMINSKA, 2001) e Caernoabditis elegans (DEGTYAREVA, 2002). Uma maneira de avaliar o
estado funcional dos genes de reparo de erro de pareamento no DNA é verificar alteracdes no
tamanho das sequéncias dos microssatélites (MIR, 2004; MACHADO, C.; AUGUSTO-PINTO, L.,
2006).

1.6. Instabilidade de Microssatélites

Microssatélites sdo nucleotideos repetidos em tandem com composicao (motivo) de
mono a hexa-nucleotideos que se repetem até centenas de vezes no DNA, e ocorrem
aleatoriamente no genoma, inclusive dentro de regifes codificantes. Embora a unidade repetitiva
e 0 comprimento da repeticdo sejam usados para classificar subgrupos de DNA repetitivo, ainda

ndo h& consenso sobre a definicdo precisa das repeticdes. Alguns autores ndo consideram
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repeticbes mononucleotidicas, e outros consideram apenas unidades repetidas a partir de 3, 4
ou cinco nucleotideos (ALVINO et al., 2002; RICHARD et al., 2008; EPPLEN; AKKARD, 2011).

Diferentes mecanismos (todos envolvidos na sintese de DNA) foram observados na
instabilidade de microssatélite usando E. coli, fungos e roedores como modelos. Mudanca na
estrutura secundaria de DNA causado por DNA repetitivo podem levar a instabilidades da
sequéncia durante a replicacdo (derrapagem), reparo ineficiente (algcas clivadas por DNA
nucleases) e recombinac¢ao ndo-homéloga (TOTH, 2000; RICHARD et al., 2008).

Wilder e Hollocher (2001) descreveram uma forma de distribuicdo e desenvolvimento de
sequéncias repetitivas em moscas, através de dois processos de mutacdo distintos dentro de
elementos moveis de DNA: a (i) expansdo de repeticbes em tandem preexistentes e a (ii)
conversado de sequéncias cripticas em DNA repetitivo (protorepeticdes). Porém, até agora ainda
nao se compreende completamente como diferentes classes de DNA repetitivo surgem e como
ocorrem os polimorfismos (TOTH, 2000; WILDER; HOLLOCHER, 2001; RICHARD et al., 2008).

Para microssatélites, a taxa de mutac&o é de 10° a 10 por I6cus e geracdo, dependendo
da espécie, do l6cus e nimero de repeticio (SCHLOTTERER, 2000; ECKERT; HILE, 2009).
Microssatélites foram inicialmente utilizados como marcadores em genética de populacao,
investigacdo forense, teste de paternidade e de instabilidade genbémica. Entretanto, algumas
desvantagens devido ao seu carater altamente polimorfico e a limitada utilidade em testes de
alto rendimento, levou a utilizagdo mais frequente de marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphism, polimorfismo de Unico nucleotideo), tanto por motivos técnicos quanto pela
eficiéncia (COHEN, H. et al., 2004; BROOKS, 2007).

O comprimento das repeticbes microssatélites frequentemente varia como resultado de
mutac¢des que ocorreram durante a replicacdo do DNA (Figura 9). A variacdo de tamanho da
regido repetitiva, normalmente chamada de instabilidade de microssatélite, foi descrito em
tumores de pacientes com Sindrome do Cancer Coloretal Hereditario ndo-polipdide, além de
estar altamente relacionado com mutages dos genes codificantes das proteinas de Reparo de
Erro de Pareamento (Mismatch Repair) MSH2, MLH1 entre outros (THIBODEAU et al., 1993;
ALVINO et al.,, 2002; FERNANDES, 2007; GEIERSBACH; SAMOWITZ, 2011). As algas de
insercao/delecdo sd&o normalmente reconhecidas e reparadas pelo MMR, porém se nao
reparadas levam a variagdo de comprimento, processo chamado de instabilidade de
microssatélite (BUERMEYER, 1999), evento observado anteriormente em MMR de bactérias
(LEVINSON; GUTNAN, 1987), fungos (STRAND et al., 1993), mamiferos (WIND, DE et al.,
1995), e, recentemente, em T. cruzi (AUGUSTO-PINTO, L.; TEIXEIRA, S., 2003).
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Durante varredura do DNA, o heterodimero MSH2-MSH6 (MutSa em procariotos) induz
uma curvatura no DNA devido a um motivo conservado Phe-Xaa-Glu (fenilalanina -Xaa- acido
glutdmico). Diante um mal pareamento ou alca de insercdo/delecdo essa conformacéo curvada
passa para ndo curvado, o qual é induzido pelo residuo Phe (fenilalanina). A formacdo da
conformacgédo ‘ndo curvado’ é essencial para inibicdo da hidrélise de ATP de MSH2-MSH6, que
sinaliza o reparo. Mutac@o nesse residuo foi relacionada com taxa aumentada de mutacao in
vivo (TESSMER, 2008).

Estudos in vitro indicam que adicdo/delecdo de sequéncias repetitivas sdo geradas por
“derrapagem” da DNA polimerase durante a replicacdo, e entdo a alca resultante de DNA é
removida pelo Sistema de Reparo de Pareamento. Assim, aumento na derrapagem ou
deficiéncia no reparo pode alterar este equilibrio dindmico e resultar em instabilidade de
microssatélite (LOEB, LAWRENCE A, 2001).

Mutagdes induzidas por H,O, em sequéncias microssatélites em plasmidios construidos
com repeticdes mono ou dinucleotidicas mostraram mudancas na fase de leitura de modo a
impedir a expressdo do gene da B-lactamase no qual foram inseridas. Por outro lado,
sequéncias ndo-repetitivas ndo sofreram mutagbes que alteraram a fase de leitura. Além da
frequéncia de mutantes, o sequenciamento da regido de insercdo e mais cem bases antes e
depois demonstraram apenas mutacdo na sequéncia repetitiva. A frequéncia de mudanca de
fase de leitura aumentou 50 vezes quando incubado com 50 yM de H,0O,. Em contraste, nao foi
detectado aumento de frequéncia de mutacdo em plasmidios contendo sequéncias nao
repetitivas de mesmo comprimento e janela de leitura, presentes na mesma posicédo (JACKSON
et al., 1998).

Resultados semelhantes foram encontrados em linhagens de cancer de pulmo que

carreavam um plasmidio vetor contendo um microssatélite, o qual teve mutacdes induzidas por
peréxido de hidrogénio e paraquat (ZIENOLDDINY et al., 2000).
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Figura 9. Instabilidade de microssatélites. Sequéncias repetidas em tendem a
fazer mal pareamento durante a replicacdo, causando perda ou ganho da unidade
repetitiva. Adaptado de JASCUR, 2006.

Muitos modelos para expansdo de repeticdes assume que elas ocorrem durante
replicacdo por duas razdes. Primeiro porque a rapida expansdo de DNA repetitivo ndo pode ser
explicada sem a sintese de grandes quantidades de DNA. Segundo, durante a progressdo da
forquilha de replicagéo, a regido do Fragmento de Okazaki fica temporariamente fita simples, e a
presenca de sequéncias repetitivas dentro dessa regido facilita a formacéao de alcas (Figura 10).
Diante essa estrutura secundaria, a DNA polimerase pode dissociar-se e a regido recém
sintetizada 3’ ou 5’ pode desanelar e reanelar de maneira incorreta, ou também pode acontecer
de a DNA polimerase reassociar ap0s a obstrucdo e continuar a polimerizacdo. Estudos de
replicacdo in vitro demonstram que varias DNA polimerases param diante mal alinhamento de
DNA repetitivo (SCHLOTTERER; TAUTZ, 1992; VIGUERA et al.,, 2001). A instabilidade de
microssatélites € marcadamente afetada diante mutac6es em varios genes codificadores de
proteinas envolvidas na replicacdo, como endonucleases, PCNA, helicase, entre outros. Assim,
o modelo de replicacdo para instabilidade de repeticdes é baseado na parada e recomeco da
forquilha de replicacdo, e na auséncia de reparo adequado da via de MMR (KOIDE;
KOBAYASHI, 1999; MIRKIN, 2007; SHOKAL; SHARMA, 2012).
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Figura 10. Processo de derrapagem das fitas durante a replicacdo em sequéncia
repetida. (Superior) Durante a replicacdo a DNA polimerase (1) alcanca uma barreira na
fita descontinua e para (2). Se essa enzima ou outros fatores de replicagdo nao forem
capazes de romper a barreira, ocorre a dissociacdo da polimerase e sequente reassociagao
ap0s a barreira, continuando a replicacdo. (Inferior) Desalinhamento da regido 5 do
Fragmento de Okazaki gerando estrutura secundaria. Adaptado de KOIDE, et al. 1999;
VIGUEIRA et al., 2001.
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2. Justificativa

O MSH2 e MSH6 sao proteinas da via de MMR, o qual é uma importante via de reparo de
DNA nuclear em todos os organismos. O estudo dos genes envolvidos no reparo do DNA e a
falta da via MMR por nocaute destes genes pode favorecer a descoberta de vias importantes
para sobrevivéncia de seres vivos, e pode ser utilizado para entender outros organismos.
Elucidar se ha participacdo dessas proteinas na mitocéndria do T. cruzi seria de interesse para

futuros estudos de alvo terapéutico.

Instabilidade no DNA mitocondrial causa desordem metabodlica em varios organismos, 0s
guais nao ha tratamento efetivo. Compreender o mecanismo de reparo do DNA mitocondrial

pode facilitar o desenvolvimento de novas terapias no combate de diversas doengas.

Tendo em vista esses dados, foram planejados experimentos que nos permitissem
compreender melhor o papel de MSH2 no processo de reparo em T. cruzi. Esse mecanismo esta
envolvido no reparo de diferentes danos ao DNA desse parasito e, portanto constitui um alvo

importante para os estudos da biologia desses parasitos.
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3. Objetivos
Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho consiste em conhecer o perfil e a estabilidade de

microssatélite no DNA mitocondrial e nuclear do T. cruzi em diferentes cepas e investigar

variagdes na taxa de mutacao em células deficientes no gene MSH2 e MSH6.

Objetivos especificos

1. Localizar microssatélite no kDNA do T. cruzi,
2. Caracterizar microssatélite mitocondrial em diferentes cepas e grupos,
3. Observar a estabilidade durante 50 geracdes em cultivo e sob tratamento de

agente genotadxico (peréxido de hidrogénio),

4, Utilizar cepa CL Brener Selvagem, heminocaute e duplonocaute para MSH2 e
heminocaute para MSH6 para ver se ha contribuicdo destes genes na estabilidade de
microssatélite nuclear e mitocondrial em condicdo sem e com estresse oxidativo induzido com

peroxido de hidrogénio.

5. Utilizar cepa Silvio selvagem em condicdo sem e com estresse oxidativo induzido

por peréxido de hidrogénio para observar a estabilidade de microssatélite nuclear e mitocondrial.
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4. Material e Métodos

4.1. Obtencéo das cepas

Neste trabalho as cepas de Trypanossoma cruzi geneticamente modificadas utilizadas
para cultura foram gentilmente disponibilizadas pelo grupo da Profa. Dr. Santuza Maria Ribeiro
Teixeira do Departamento de Bioquimica e Imunologia e as cepas CL Brener e Silvio selvagens
pelo professor Dr. Egler Chiari do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de
Minas Gerais. Os clones utilizados sdo CL Brener selvagem, CL Brener MSH2+/-
(ATcMSH2::HYG/TcMHS2), CL Brener MSH2-/- (ATcMSH2::HYG/ATcMSH2::NEO), CL Brener
MSHG6 +/- (TcMSH6/ATcMSH6::NEO) e Silvio.

4.2. Cultura e Manutencao

Epimastigotas da cepa CL Brener (Selvagem e OGM) e Silvio foram cultivadas em meio
LIT (Liver Infusion Tryptone — liver digested neutralized 5 g/L, NaCl 4 g/L, bactotriptose 5 g/L, KCI
0,4 g/L, NaH,PO, 8g/L, dextrose 2 g/L, hemina 0,2% 10 mL em NaOH 0,05 M, pH 7,3) contendo
10% de soro fetal bovino (Cultilab) e os antibidticos penicilina (100U/ml) e estreptomicina
(100ug/ml) (Invitrogen). A cultura foi mantida a 28°C em frascos apropriados e em sua fase
exponencial de crescimento, através de repiques semanais. Para contagem do numero de
parasitos, esses foram diluidos em PBS (0,15 M pH 7,2) e eritrosina (4% em PBS) e

posteriormente, 0s parasitos vivos foram contados em camara citométrica.

4.3. Cultura e tratamento com perdxido de hidrogénio

CL Brener

Nos ensaios com tratamento com agente genotéxico, os parasitos foram cultivados
concomitantemente em dois grupos: grupo nao tratado e grupo tratado. Cada cepa foi cultivada
em octoplicata durante 50 dias (aproximadamente 50 geragfes). As culturas previamente
mantidas em fase exponencial de crescimento, em frascos apropriados, foram distribuidas em
placas de cultura de 24 pocos. De modo geral, cada pogo apresentava 1mL de cultura, partindo
de uma densidade de 2 x 10° células.mL™ & 6,4 x 10" células.mL™" durante duas passagens. No
final deste ciclo, foi realizados extracao de DNA da ‘geragéo’ O (zero), e posteriormente nos dias
10, 20, 30, 40 e 50.

Silvio
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Nos ensaios com tratamento com agente genotdxico, os parasitos foram cultivados
concomitantemente em dois grupos: grupo nao tratado e grupo tratado. Cada grupo foi cultivado
em 12 repeticbes durante 30 dias (aproximadamente 30 geracdes). O preparo das culturas
seguiu o mesmo protocolo de CL Brener descrito acima.

O agente genotoxico utilizado foi Peréxido de Hidrogénio (Merck 8,87M). Através de
diluicbes seriadas em meio LIT, fez-se tratamento de 50 uM de peroxido de hidrogénio em cada
cultura do grupo tratado, no periodo de 2 em 2 dias. O DNA da cultura inicial (gerac¢édo 0 -zero-)
foi extraido e imediatamente feito o repique desta cultura para o inicio do experimento. A dose
de 50 uM foi escolhida partindo do pressuposto que seria necessario duma concentragdo do
agente que ndo interferisse no ciclo celular do T. cruzi, de modo que a replicagdo ocorresse da

forma usual, ou seja, que o tempo de duplicag&o in vitro continuasse a ser 24 horas.

4.4, Extracdo de DNA

Os testes iniciais para determinacdo de microssatélites foram realizados com DNA
genbmico extraido pelo método Fenol Cloroférmio gentilimente cedido pelo grupo da Profa. Dr.

Andrea Mara Macedo.

Durante os 50 dias de cultivo para CL Brener (50 geracdes), o DNA foi extraido nos dias
0 (zero), 10 (dez), 20 (vinte), 30 (trinta), 40 (quarenta) e 50 (cinquenta), e para Silvio o DNA foi
extraido nos dias 0 (zero) e 30 (trinta). O DNA gendmico de cultura de células epimastigotas foi
obtido da seguinte maneira: centrifugacéo durante 7 minutos a 5.000 rpm em microtubo com 600
uL de cultura (cerca de 6,4 x 10’ parasitos/mL). Ressuspende-se o sedimento em 500 uL de
PBS 1X, centrifugando novamente durante 7 minutos a 5.000 rpm. Ressuspensdo do sedimento
em 500 uL Solucédo de Lise (Tris-HCI 1M, pH 8,0, EDTA 0,4mM pH8,0, SDS 0,2% e NaCl 1M) e
adiciona-se a 1/3 de volume presente no microtubo microesferas de vidro, veda-se o tubo com
parafilme para levar ao vortex por 20 minutos em agitacdo alta. Os microtubos sao incubados a
98°C durante 10 minutos. O sobrenadante é transferido para outro microtubo e entéo adiciona-se
50 uL de NaCl 5M e 500 uL de etanol absoluto gelado, misturando por inversdo. As amostras
sao incubadas overnight a -20 °C. Centrifuga-se 0os microtubos a 12.000 rpm durante 2 minutos,
apos o sobrenadante deve ser descartartado e deixar o microtubo imével até secar. O DNA

entdo é ressuspendido em 70 uL de 4gua miliq autoclavada.

4.5. Identificando microssatélites no kDNA: Tandem Repeat Finder
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Para encontrar repeticdes em tandem no DNA mitocondrial, a sequéncia do maxicirculo
depositada de CL Brener (GenBank accession number: DQ343645.1) foi analisada pelo
algoritmo Tandem Repeat Finder (BENSON, 1999). Apés, foi realizado uma busca manual por
sequéncias curtas simples.

Neste trabalho foi utilizado o Tandem Repeat Finder, programa que localiza sequéncias
repetidas em tandem de DNA (BENSON, 1999). O principio de funcionamento do programa
Tandem Repeat Finder fundamenta-se na geracdo de uma matriz onde atribui-se pontos a
nucleotideos que pareiam e retira-se pontos ao ocorrer ndo pareamento e/ou insercao/delecédo

numa determinada sequéncia.
4.6. Desenho dos Oligonucleotideos Iniciadores
Todos iniciadores foram desenhados utilizando a sequéncia do maxicirculo de CL Brener

e Esmeraldo (WESTENBERGER et al., 2006) e Silvio (LAURA, 2011), através do programa

OligoAnalyzer (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/Oli-goAnalyzer). Devido a alta

guantidade A/T no genoma mitocondrial, os iniciadores construidos apresentaram tamanho entre
31 e 36 pares de base, e 0 Tm 50°C e Tm 55°C como temperaturas minimas e maximas,
respectivamente. A qualidade dos iniciadores foi testada individualmente e aos pares no proprio
programa quanto a formacéo de estruturas que dificultam a amplificagdo. Os iniciadores foram
sintetizados pela Integrated DNA Technologies® (IDT) e estéo listados em anexo (OWCZARZY;
TATAUROV, 2008).

4.7. Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

O microssatélite Amx2 foi amplificado a partir de DNA gendémico de CL Brener utilizando
os pares de iniciadores Amx2Fw e Amx2Rv. As amplifica¢cdes foram realizadas em termociclador
(EPPENDORF Mastercycler modelo 22331) e o programa consiste em: desnaturacado inicial 5
minutos a 94°C; 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos (desnaturacdo), 54°C durante 30
segundos (anelamento) e 72°C durante 1 minuto (extensao); 10 minutos de extensao final a

72°C. A concentragdo dos reagentes esta exposto na tabela de PCR 1, a seguir:
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Tabela de PCR 1

Reagentes C; Volume da solu~(;ao Ci/reacéo
estoque/reacao
Tampao Phoneutria 10X 1,5 uL 1X
dNTP 10mM 0,3 L 0,2 uM
Iniciador Fw 10uM 0,3 uL 2,5 uM
Iniciador Rv 10uM 0,3 uL 2,5 uM
Taq Polimerase 5U/10uL 0,2 uL 1U/reacdo
Agua milig autoclavada g.s.p. 15uL -
DNA 0,5 — 100ng/reacéo 1-2uL -

A amplificacdo do microssatélite com oligonucleotideos iniciadores Esm_Mit_ Fw_M213talil
(iniciador Fw com cauda M13), M13-40FAM e Esm_Mit_Rv foram realizadas em termociclador
EPPENDORF Mastercycler modelo 22331 e o programa consiste em: desnaturacao inicial 5
minutos a 94°C; 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos(desnaturacdo), 54°C durante 30
segundos (anelamento) e 72°C durante 1 minuto (extensdo); 10 minutos de extenséo final a
72°C. A concentragdo dos reagentes esta exposto na tabela de PCR 2, a seguir:

Tabela de PCR 2

Reagentes C; Volume da solugéo Cireacdo
Tampao Phoneutria 10X 1,5 uL 1X
dNTP 10mM 0,3 uL 0,2 uM
Iniciador FwM13tail 10 uM 0,03 yL 0,25 uM
Iniciador M13-40FAM Fw 10uM 0,3 uL 2,5 uM
Iniciador Rv 10uM 0,3 yL 2,5 uM
Taq Polimerase 5U/uL 0,2 uL 1U/reacdo
Agua miliq autoclavada g.s.p. 15uL -
DNA 0,5 — 100ng/reacdo 1-2uL -

4.7. Andlise dos amplicons

O produto das amplificacdes foi analisado em gel de agarose 0,8% ou poliacrilamida 6%
na presenca de padréo de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen) de acordo com a
padronizacdo da amplificacdo. Os géis de acrilamida foram corados com Nitrato de Prata e
analisados sob luz branca, e os géis de agarose foram corados em tampdo com brometo de

etideo (0,5 pg/mL) e o gel fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta (320 nm).

Os géis de poliacrilamida foram corridos em cubas verticais com tampao TBE 1X de
acordo com protocolo padrdo estabelecido no Laboratério de Genética Bioquimica
(SAMBROOK; GREEN, 2001), aplicando uma diferenca de potencial de 100 a 120 volts,
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acompanhando os marcadores de corrida, entre 1 e 2 horas. Os géis de agarose foram
preparados a uma concentracdo de 1,0% m/v em tampéao TAE 0,5 X (Tris 40 mM, acetato de
sodio 5,0 mM e EDTA 1,0 mM) e corridos em cubas horizontais com tampdo TAE 0,5X de
acordo com protocolo padrdo estabelecido no Laboratorio de Genética Bioquimica, aplicando
uma diferenca de potencial entre 80 e 120 volts e acompanhando os marcadores de corrida
entre 30 e 60 minutos. As amostras foram aplicadas com tampao de amostra (Glicerol 5,0% v/v;
azul de bromofenol 0,042% m/v, xileno cianol 0,042 m/v) para em seguida ser aplicado no gel.
Como padrao de tamanho molecular foi utilizado o 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, 20ug/mL).
Apés a corrida, o gel foi visualizado em um transiluminador UV (Byoagency, modelo T25M) e
fotografado.

Os amplicons a serem analisados via ALF (Automatic Laser Fluorescente) Sequencer
foram previamente analisados em gel de agarose para estimar a quantidade de produto de
reacdo a ser aplicado no sistema. A quantidade de produto de reacdo de PCR a ser aplicado &
determinada de forma empirica, baseado de acordo com a intensidade de marcac¢do da banda

em gel de agarose. A quantidade aplicada variou entre 0,5uL a 1,2ulL.

4.8. Determinacao do perfil alélico de microssatélites

Para a determinagdo do tamanho dos alelos de microssatélites, uma aliquota de 0,45 pL
a 1,2 pL do produto da PCR foi desnaturada a 90 °C por 3 minutos, mergulhado em agua fria,
depois submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante (8M uréia) no
sequenciador automatico de DNA (ALF — Pharmacia). A corrida ocorreu durante 10 horas, a 45
°C.

Como padrdo externo das corridas foram utilizadas escadas alélicas contendo uma
mistura de fragmentos fluorescentes de pesos moleculares conhecidos, “sizer 50-500"
(Pharmacia). Para cada canaleta aplicada foi acrescentado um fragmento fluorescente de

tamanho conhecido, que foi utilizado como padréo interno da corrida.
Os resultados obtidos em forma de cromatograma foram analisados no programa
AlleleLocator (versédo 1.03, Pharmacia-Biotech). Os fragmentos de tamanho conhecido (padrbes

internos e externos) foram corretamente alinhados e os tamanhos dos alelos foram calculados.

4.9. Purificagcéo, clonagem e obtencdo de DNA Plasmidiano

30



Duas abordagens de purificacdo e sequenciamento foram utilizadas. No inicio do projeto
optou-se 0 sequenciamento na plataforma MegaBACE, no qual os amplicons foram purificados
com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e ap0s clonados em vetor
pGEM®-T Easy. Uma aliquota (2,5 pL) dos produtos de PCR purificados foi utilizada diretamente
em reagdes contendo 50 ng do vetor, 3U de T4 DNA Ligase e 1X do tampao Rapid Ligation
Buffer [30 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM MgCI2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 5% PEG MW8000] em

um volume final de 10 pL. As reacdes de clonagem ocorreram a 4 °C, por 16 horas.

Para a transformacao, aliquotas de 40 ul (10%10" células) da Escherichia coli DH5a
eletrocompetente foram descongeladas no gelo, acrescidas de 3 ul da reacdo de ligacdo e
incubadas no gelo por 5 min. Cada amostra foi transferida para uma cubeta e submetida a
eletroporacdo com um pulso elétrico de 2,5kV (eletroporador MicroPulser Bio Rad).
Imediatamente apos a eletroporagéo, a amostra foi transferida para um microtubo contendo 200
ul de meio 2xYT pH 7,0 (bacto-triptona 16 g, extrato de levedura 10 g, NaCl 5 g, 4gua g. s. p. 1
L) e incubada a 37 °C sob agitacdo constante por 45 min. Diferentes volumes da reagéo foram
plagueados em meio 2xYT adicionado de 1,5% de &gar e 100 ug.ml-1 de ampicilina e incubadas

por 16 horas em estufa a 37°C.

Para confirmagdo da transformacdo foi realizado PCR de coldnia utlizando as
quantidades descritas na tabela de PCR 1 e usando um indculo de colénia com palito estéril
como “DNA”. As transformagdes confirmadas, as respectivas coldnias foram submetidas a
Miniprep com kit GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) para extracdo e purificacdo do

plasmidio contendo o inserto.

O segundo modo de purificacdo também foi utilizado o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega), desta vez para purificagdo das bandas que apresentavam o
tamanho esperado do amplicon, e 0 sequenciamento realizado pela plataforma ABI 310 DNA
Sequencer (Applied Byosystems).

O sequenciamento das diversas cepas para representar todos os grupos de T. cruzi foi
realizado através do servico de sequenciamento do Laboratério de Genética Animal da
Faculdade de Veterinaria, UFMG, pela plataforma ABI 3130 DNA Sequencer (Applied
Byosystems) utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1. Resumidamente, foi feita uma
eletroforese em gel de agarose com 90 pL do produto de PCR. Apos a eletroforese, o gel foi
exposto ao transluminador (no modo de baixa intensidade) e foi feita a excisdo da banda. Os
fragmentos de agarose foram transferidos para um microtubo, pesados e ao mesmo foi

adicionado 10 pL de solucdo de ligacdo & membrana (isotiocianato de guanidina 4,5 M, acetato
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de potassio 0,5 M, pH 5,0) para cada 10 mg de agarose. Foi feita uma incubacdo com agitacéo a
65°C até a completa dissolugdo da agarose e em seguida o material foi transferido para a
Wizard® SV Minicolumns (membranas de silica). A coluna foi centrifugada a 18.000 xg, em
temperatura ambiente por um minuto e 700 pL da solucdo de lavagem (10 mM de acetato de
potéssio, pH 5,0, 16,7 uM de EDTA, pH 8,0) e novamente centrifugada a 18.000 xg, em
temperatura ambiente por um minuto. O processo de lavagem foi repetido, s6 que com 500 pL
da solucéo de lavagem e seis minutos de centrifugagéo. Apds isso foi adicionado a coluna 25 L
de ddH,O a 37°C e, depois de um minuto de incubacéo, a coluna foi eluida por centrifugacéo a
18.000 xg por um minuto & temperatura ambiente. A eficiéncia e a pureza do material precipitado
foram acessadas pela dosagem do DNA por espectrofotdmetro.

4.10. Reagédo de Sequenciamento

O microssatélite Amx2 inicialmente foi analisado em cepas CL Brener, 222 e Colombiana
através de sequenciamento como inserto no vetor pPGEM®-T Easy (Promega). Em cada reacao
foram utilizados 4 pL do kit DYEnamic ET Dye Terminator MegaBACE (GE Healthcare), e
sequenciadas no sequenciador automatico MegaBace 1000 utilizando 5 pmol de iniciador (M13),
200-250 ng de DNA (Miniprep) e agua milig g.s.p. 10uL. As reacbes foram feitas no
termociclador Mastercycle gradient (Eppendorf) usando o seguinte programa: 30 ciclos de i.
desnaturacdo 95°C (20 segundos), ii. anelamento 55°C (15 segundos) e iii. extensdo 60°C (1
minuto e 20 segundos). Apds reacdo no termociclador, os produtos foram submetidos a
precipitagcdo com etanol e aplicados no sequenciador MegaBace 1000 de acordo com as
especificacbes do fabricante. A andlise das sequéncias foi realizada usando a interface DNA
Baser (versao 3.2.5.133).

Todos os eletroferogramas gerados foram analisados no programa DNA Baser Sequence
Assembler (Heracle Biosoft) para a montagem dos contigs. Os dados gerados pela plataforma ABI
310 foram automaticamente reconhecidos pelo referido programa e a atribuicdo de base aos picos
executada. Todavia, os eletroferogramas gerados pela plataforma MegaBACE™ 1000 DNA
Analysis System ndo foram reconhecidos pelo programa DNA Baser, sendo necessario uma
atribuicdo de base no programa PHRED (EWING et. al., 1998; EWING & GREEN, 1998) para

geracao do arquivo de rastreamento no formato SCF verséo 3.
ApoOs esta montagem inicial, cada base do contig foi cuidadosamente analisada. Nos casos

de ocorréncia de atribuicdo de bases, montagem ou alinhamento incorretos foi feita uma correcéo

manual baseada na observacdo da existéncia ou ndo de um pico resolvido, caso isso ndo fosse
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possivel, toda a regido foi removida do contig. Também foram removidas dos contigs regibes

correspondentes aos iniciadores.
4.11. Dosagem de &cidos nucléicos em solugéo
DNA em solugéo foram quantificadas utilizando o espectrofotometro NanoDropTM NP

1000 (Thermo-Scientific) através da leitura da absorbancia a 260 nm. O grau de pureza das

amostras foi estimado pela razdo entre as leituras em 260 nm e 280 nm.
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RESULTADOS

5.1. Buscando microssatélites no kDNA in silico.

Estudar a instabilidade de microssatélites € uma excelente ferramenta para testar a
instabilidade gendmica. Diante disso, com intuito de observar a estabilidade do DNA mitocondrial

do T. cruzi, procuramos por microssatélites nessa molécula.

Analisamos a sequéncia do maxicirculo de CL Brener com programa Tandem Repeats
Finder para localizar sequéncias repetitivas. A Figura 11 ilustra o resultado da sequéncia do DNA
mitocondrial de CL Brener submetido ao programa com 0s seguintes parametros: +2 pontos para
pareamento, -7 para ndo pareamento e -7 para inser¢do/delecdo. A matriz é feita baseada em

alinhamento da sequéncia com ela mesma, ao atingir 50 pontos uma sequéncia repetida é

registrada.

. Penod Copy |Consensus| Percent | Percent
e Sze | Number | Sige | Matches | Indels | SO | A [ €| G| T
101--142 23 1.9 21 85 9 57 52 9 2 35
669--208 3 2.4 55 75 20 156 [ 50 | 12 ] 10| 26
684--814 64 2.0 65 94 2 230 [ 51 ] 11 0| 26
921--962 23 1.9 21 85 9 57 2] 9 2 | 35
1408--1575 64 2.7 63 93 4 203 [ss | 10| 8 | 25
16381679 23 19 21 83 9 57 2| 9 2 | 35
T18=-185 64 2.4 55 76 18 165 | so |12 ] 10| 26
733-- 64 2.0 65 95 1 239 [ st ] 11| 10| 26
4782--4840 22 2.7 2 78 5 s 30| 0 | 10| 59
399--6437 19 2.1 19 85 0 51 51| 0 2 | 46
10258--10297 17 24 17 87 & 55 20| 2 | 40 | 37
10512--10586 3l 2.4 30 1] 13 &0 65 2 3 26
-- 5 24 2.2 23 ] 3 59 15 3 5 75
18712--18751 14 2.6 16 7 2 50 15 7 7 70

Figura 11. Analise de microssatélites no kDNA de CL Brener. Indices: inicio e fim
da repeticdo na sequéncia fornecida. Period Size: tamanho da unidade da repeticdo. Copy
number: quantidade de vezes que a unidade é repetida. Consensus size: tamanho da
sequéncia considerando apenas nucleotideos pareados. Percent Matches: porcentagem da
sequéncia que se alinha formando uma repeticdo perfeita. Percent Indels: porcentagem de
insercdo/delecdo ocorrido na sequéncia. Score: pontuacdo minima para ocorrer registro de
sequéncia repetida, nesse caso 50. A/C/G/T: porcentagem de nucleotideos na sequéncia.
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O programa ainda permite alterar os parametros para uma configuracdo mais
permissivel, porem mesmo configurando com 0s menores e maiores parametros ainda assim

nenhum microssatélite foi encontrado (dados ndo mostrados).

Para sequéncia mitocondrial de CL Brener testada, o programa retornou 14 possiveis
sequéncias microssatélites. Porém, numa analise mais aprofundada € possivel observar que o
tamanho da repeticdo e a quantidade de vezes que se repete sdo baixas suficientes para serem
consideradas irrelevantes para 0s nossos objetivos (testar instabilidade de sequéncias
repetitivas). No caso ilustrado na Figura 11, a maior repeticdo encontrada nos indices 1408--575
e 4782--4840, no qual se repetem 2.7 vezes, tamanho de repeticdo considerada pequena

demais considerando outros trabalhos que estudam instabilidade de microssatélite.

Devido a auséncia de sequéncias curtas repetidas em tandem perfeitas, foi realizada uma

busca manual em editor de texto. Os resultados estéo ilustrados na Figura 12 a seguir:

GAGATCAAATAAATTAATAATATCAAAAAATAATGTATAAA
ATTAAATTATTAAAGCAAACTAAATGAAGTCTAACTACTCAAAATCCAAT

TTATGAGAAAATAATTTTCGTTATACTTAATATCAAAAATA

PEPPPATTCTGTTTTATATT

TTTTGTAATACGTTGTTTATTTGTAATTG

GGATTTTATTGTTTCATAATTATATTAGGGTTAATTTTTTTATTATTATACATGGTACT

TAATTTATATTTT GG EREEEE R PR EATAATTTATGGATTAATATCTTTTCTGATAAATTATATATTCTG

Figura 12. Microssatélites no kDNA de T. cruzi. A regido sublinhada indica a
sequéncia utilizada para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores para cada
microssatélite, e a regido realcada marca a sequéncia repetida. Na figura acima estdo dois
motivos de adeninas repetidas 9 vezes. Na figura abaixo estdo dois motivos de timinas
repetidas ambas 10 vezes.

As maiores repeticdbes em tandem encontradas estdo ilustradas na Figura 12. Duas
compostas por adeninas, onde a primeira (de cima para baixo) composta por 9 adeninas foi
denominada Amx2, e segunda também composta por 9 adeninas (motivo de repeticdo A, de
adenina) foi denominada Amx1. Duas compostas por timinas, onde a primeira foi denominada

Tmx1 e a segunda Tmx2 (motivo de repeticdo T, de timina).

Os microssatélites Amx1 e Amx2 estdo dentro da sequéncia denominada MURF1 e

descricdo sobre esse gene encontra-se apenas no trabalho de microarranjo, demonstrando
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aumento de expressdo de RNAm diante radiacdo ionizante (GRYNBERG et al., 2012). Os
microssatélites Tmx1 e Tmx2 estdo dentro do gene MURF2 e nenhum trabalho foi descrito sobre
esse gene. Nao ha trabalhos descrevendo esses dois genes com mais detalhes.

A partir da caracterizagéo in silico dos microssatélites Amx1, Amx2, Tmx1l e Tmx2 foi
possivel testar os oligonucleotideos iniciadores em diversas cepas disponiveis no Laboratério de
Genética Bioquimica a fim de verificar qual iniciador seria mais viavel diante diferentes grupos do
parasito. Apos amplificagcdo por PCR e analise via gel de agarose e acrilamida, o microssatélite
Amx2 foi escolhido por resultar em amplicons mais satisfatérios diante as diferentes cepas
(dados ndo mostrados).

5.2. Caracterizacdo Microssatélites nos diferentes grupos de T. cruzi DTU.

Diante de diversos trabalhos descrevendo a variabilidade genética dentro da espécie T.
cruzi, varias classificacdes em distintos grupos foram descritas. A mais recente, DTU (Discrete
Typing Unit), distribui diferentes cepas em 6 grupos de acordo com marcadores genéticos. Além
disso, Augusto-Pinto et al. analisaram a sequéncia do gene de MSH2 e pbde separar a espécie
em 3 haplogrupos de acordo com marcadores SNP e pelo fenétipo de melhor (Haplogrupo A) e
pior (Haplogrupos B e C) eficiéncia no reparo de instabilidade de microssatélites nuclear. Diante
disso, analisamos a estabilidade da regido repetitiva encontrada (Amx2) em algumas cepas de
diferentes grupos para ter uma ideia inicial da sequéncia nessa regido. O resultado esta ilustrado
na Figura 13.
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CLBrener HapB
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Figura 13. Caracterizacao de microssatélite em kDNA de T. cruzi.
Sequenciamento de 5 cepas dos 3 haplogrupos para conhecimento inicial do perfil da
regido repetitiva em diversas cepas de T. cruzi. Apenas hapoglupro A (Tcl) apresenta a
repeticio CAA conservada, enquanto que os outros haplogrupos sofreram mutacdo de
C—A, tipico de lesdo 80oxoG (seta).

O alinhamento das sequéncas de Colombiana e Silvio representando o haplogrupo A,
cepas 222 e CL Brener representando o Haplogrupo B e Esmeraldo o Haplogrupo C segundo
classificacdo de Pinto et al. 2003 resultam na Figura 13. Curiosamente, cepas pertencentes ao
haplogrupo A (DTU I) apresentaram um microssatélite com 4 repeticdes CAA. Essa repeticao é

perdida nas outras cepas analisadas devido a presenca de duas mutagcfes: uma troca A-T na
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segunda repeticdo e uma troca C-A na Ultima repeticdo. A troca de C para A € uma assinatura
da presenca da base 8-oxoguanina que pode levar um pareamento errbneo com a adenina. No
trabalho de Pinto et al. 2003 foi verificado que cepas pertencentes ao grupo DTU | apresentavam
um MMR mais eficiente e isso ficava mais evidenciado apds o tratamento com peroxido de
hidrogénio (AUGUSTO-PINTO, L.; TEIXEIRA, S., 2003). A mutacdo encontrada de C-A pode
ser relacionada a deficiéncia no MMR apoés o estresse oxidativo.

Diante esse cenario, buscamos analisar essa regidao em mais cepas de T. cruzi para ver
se essa observacdo se estende a mais amostras. O alinhamento na Figura 14 ilustra a regido
Amx2 de 14 cepas de T. cruzi identificadas posteriormente com a classificagdo de DTUSs.
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i
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CLBrener TcVI
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222 _TcIII

Y TcII
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Figura 14. Cepas de T. cruzi e classificagdo por DTU. Uma andlise estendida a
outras cepas de T. cruzi para observar a composi¢cdo da repeticdo CAA em outras cepas
ndo haplogrupo A (Tcl), averiguando a ndo conservacdo do nucleotideo citosina.

A figura 14 demonstra a falta de conservagéo do nucleotideo citosina na ultima unidade
de repeticdo CAA, o qual é observado apenas em cepas pertencentes ao grupo Tcl (haplogrupo
A). Embora outras mutacdes sdo observadas ao longo da sequéncia, a conversao de C—A

ocorre apenas em cepas de grupo ndo Tcl.

A partir destes resultados elaboramos um experimento para observar se a auséncia de
proteinas chaves do MMR estavam diretamente relacionadas com a instabilidade de
microssatélite na mitocondria e se alguma outra mutacao caracteristica de estresse oxidativo

seria gerado nessa regido.
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5.3. Estabilidade de microssatélite mitocondrial de CL Brener

Células de CL Brener selvagem, hemi-nocaute e duplo-nocaute para MSH2 e hemi-
nocaute para MSH6 foram cultivadas durante 50 dias (aproximadamente 50 geracdes) em dois
grupos: ndo tratados e tratados com 50 uyM de peréxido de hidrogénio.

Para analisar a instabilidade de microssatélite, ganho/perda de unidades do motivo de
repeticdo, a regido foi amplificada com oligonucleotideo com cauda marcada com o fluoréforo
FAM e analisado via sequenciador automético ALF. Os resultados estéo ilustrados nas figuras a

seguir.
Nao Tratado Tratado
i . .
Wt + —"'/‘1\‘-— + Wit
WA - A
MSH2H/- /N _mskasl A
MSH2#/- A~ MSH2+/- /N

: MSH2-/-
MSH2-/-
—MSHZ/, L — MSH2-/-
MSH2-/- | /AN ; .
MSHE+/- '

SN ! _
MSHE+/- N\ MSHEH/ /N,

T T T !
1 4 148 LA YL Jas 340

Figura 15. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR do Ilocus de microssatélite
mitocondrial Amx2, a partir do DNA gendmico de CL Brener, de células submetidas ou
nao a tratamento com 50 pM de peréxido de hidrogénio, apds 50 dias de cultivo. O
locus Amx2 com cauda M13 apresenta pico de 349 nucleotideos, incluso nele um motivo de
repeticdo de Ay Resultado ilustrado em duplicata. Esquerda (Tratado), Direita (N&o
Tratado).

A figura 15 ilustra os primeiros resultados de analise de estabilidade de microssatélite
mitocondrial. O fragmento amplificado no grupo controle possui um tamanho de 349
nucleotideos, e se mantém constante apés 50 dias de cultivo em todas as cepas, inclusive em

cepas com auséncia de MMR e com tratamento com peroxido de hidrogénio.
5.4. Sequenciamento

Para confirmar os resultados do ALF e verificar algum perfil de mutagdo na regido
observada, foi feito sequenciamento da regido do locus Amx2. As 8 replicatas de todas as cepas

foram sequenciadas do grupo tratado, e 4 replicatas do grupo néo tratado de todas as cepas
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foram sequenciadas. O alinhamento via DNA Baser (v.3.5) e ClustalwW 2.1 revelaram nao haver
qualquer tipo de instabilidade do microssatélite nas leituras, e para facilitar a visualizagdo foram
montados contigs de cada cepa e feito o alinhamento. Como se vé na Figura 16, além de nao
haver mudanca no tamanho, ndo houve mutacéo na regido repetitiva para nenhuma cepa em

nenhum grupo do experimento.

dhhkhkhkhkhhkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhdrhhhhhhdhhdhhdhhdhhkdhhdhkhdhkhdhkhdhkhdhkhhdhhkdkkhx

WET

wti
MSH2+/-T
MSH2+/-n
MSH2-/-T
MSH2-/-n
MSH&6+/-T
MSHG6+/-n

Figura 16. Alinhamento da regido do microssatélite Amx2. Apds 50 dias de cultivo
o locus Amx2 foi sequenciado e na regido repetitiva ndo foi observado nenhuma mutacéo.

Além da composicdo (motivo) do microssatélite, uma regido maior (mais 80 pares de
bases aproximadamente) foi sequenciada. A figura 17 ilustra o alinhamento no algoritmo
MultiAlign onde foram utilizado apenas bases com minimo 20 de qualidade analisado via DNA
Baser (v 3.5). Em um segmento de 143 pb néo foi observado nenhuma mutag&o para nenhuma

cepa em todos os grupos do experimento de cultura.

% 10 20 30 40 50 60 70 80 30 100 110 120 13?

Ht  TGTARARGGGAGAARTTTTTAGTTTARTTTTGTATCAARTATTTATARRATGAGATCAARTAARTTAARTAATATCARRRARTARTGTATAARRRGARCAARCTACARARARAARRTTARATTATTARAGCAAA

HLT TGTARARGGGAGARATTTTTAGTTTAATTTTGTATCARTATTTATARARTGAGATCARATAARTTARTARTATCARRRARTARTGTATARARRGARCARCTACARARARAARTTARRTTATTAARGCAAR
HSHE+/-T TGTARAAGGGAGRAATTTTTAGTTTAATTTTGTATCARTATTTATARARTGAGATCAAATARATTAATARTATCARRRARTARTGTATAARARGARCARCTACARARARARRTTARRTTATTAARGCAAR
HSHB+/-n TGTARAAGGGAGAAATTTTTAGTTTAATTTTGTATCARTATTTATARARTGAGATCAAATARATTAATAARTATCARRRAATARTGTATAAAARGARCAACTACARARARAARTTARATTATTAARGCAAR
HSH2+/-T TGTARARGGGAGAARTTTTTAGTTTARTTTTGTATCAATATTTATARRATGAGATCARRTAARTTAATAATATCARRARARTARTGTATAARARGARCAACTACARARARAARTTARATTATTARAGCAAR
HSH2+/-n TGTARAAGGGAGAARTTTTTAGTTTARTTTTGTATCARTATTTATARAATGAGATCARATAARRTTAARTARTATCARRARATARTGTATARARRGARCARCTACARARAARARTTARRTTATTAARGCAAR
HSH2-/-T TGTARAAGGGAGRAATTTTTAGTTTAATTTTGTATCARTATTTATARARTGAGATCAAATARATTAATARTATCARRRARTARTGTATRARARGARCARCTACARARARAARTTARRTTATTAARGCAAR
HSH2-/-n  TGTARAAGGGAGAAATTTTTAGTTTAATTTTGTATCARTATTTATARARTGAGATCAAATARATTAATAARTATCARRRAATARTGTATAAAARGAARCAACTACARARARAARTTARATTATTAARGCAAR
Consensus TGTAARAAGGGAGARATTTTTAGTTTAATTTTGTATCARTATTTATARARATGAGATCAARATARATTARTAARTATCARARARTARTGTATARARRAGARCAARCTACARARRARARTTARATTATTARRGCARA

131 140143

SEsEEsaEfEE)

Kt  CTRAAATGAAGTCT

HLT CTAARTGARGTCT
HSHE+/-T CTARRTGARGTCT
HSHB+/-n CTARATGARGTCT
HSH2+/-T CTARATGAAGTCT
HSH2+/-n CTAARRTGARGTCT
HSH2-/-T CTARRTGARGTCT
HSH2-/-n CTARATGARGTCT
Consensus CTARATGAAGTCT

Figura 17. Regido sem mutacdes ap6s 50 geragcdes com e sem tratamento de 50
MM de peroxido de hidrogénio. A figura ilustra o resultado do sequenciamento do locus
Amx2, em torno da regiéo repetitiva ndo foi observado nenhuma mutacéo comparado ao CL
Brener selvagem (controle).

Além de regides repetitivas serem altamente polimérficas, regiées intergénicas na maioria
das vezes sofrem menos pressfes evolutivas, pois mutacdes nessa regido afetam menos a
estabilidade genbmica e a expectativa de vida, podendo ocorrer mutacdo de uma forma mais
frequente. Em vista disso, buscamos no DNA mitocondrial uma regido intergénica que pudesse
fornecer dados sobre a taxa e o perfil de mutagéo, caso houvesse. O kDNA de T. cruzi possuiu

pouca ou por¢des muito curtas de regido intergénica, de modo que a mais satisfatéria para esse
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fim foi encontrada entre os genes mitocondriais COIl e ND4, uma regido chamada CR4 (Cytosine
rich 4). A figura 18 ilustra o alinhamento do sequenciamento dessa regido onde foi utilizado
apenas bases com minimo 20 de qualidade analisado via DNA Baser (v 3.5). Como pode ser

visto na figura 18, também nessa regido intergénica néo foi verificado nenhuma mutagéo.

CLBrener _CP+HETTT
CL_HSH24+/=TTT
CLHSHE+/=TTT
CL_HSH2-/-TTT
Consensus

CLBrener _CP+HETTT
CL_HSH2+/-TTT
CLHSHB+/-TTT
CL_HSH2-/-TTT
Consensus

CLBrener _CP+HETTT
CL_HSH2+/-TTT
CLHSHB+/-TTT

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1
AACARCART TRCCARARTTCTCCCARRCTTTCCTCCARTCTACCCCCARRRRARCARCACCCCTTTCCTCCARTTTRCCCCCARRACARACT TRARARCTCTATCTTTCGARRARCCCTCTTCTCTACTCT
AACARCAAT TACCARARTTCTCCCARACTTTCCTCCARTCTACCCCCAAAAAARCAACACCCCTTTCCTCCARTTTACCCCCARRACARACT TAAAARCTCTATCTTTCGARRACCCTCTTCTCTACTCT
AACARCAAT TACCARAATTCTCCCARACTTTCCTCCARTCTACCCCCAAAAARARCAACACCCCTTTCCTCCAATTTACCCCCARRACAAACT TARARRCTCTATCTTTCGARRRCCCTCTTCTCTACTCT
AARCARCAAT TACCARAATTCTCCCARRCTTTCCTCCARTCTACCCCCARARARACARCACCCCTTTCCTCCAATTTACCCCCARRACARACT TAARRRCTCTATCTTTCGARRACCCTCTTCTCTACTCT
ARCARCARTTACCARAATTCTCCCARRCTTTCCTCCARTCTACCCCCRAAARARCAACACCCCTTTCCTCCARTTTACCCCCARRACARACTTARARRCTCTATCTTTCGAARARCCCTCTTCTCTACTCT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 I
CCARRCCTCCTCCTTCTTCTCCTTCACARATTCCCCTTTCCCCTATCAAATCCCARARTACARTTATARRRGT TRAARRATTARRCATTAARTTTAAARARRATTATTTGCTARRTAAAARARCATGAATATT
CCARRCCTCCTCCTTCTTCTCCTTCACARATTCCCCTTTCCCCTATCARATCCCARAATACARTTATARARGTTARARATTARRCATTAARTTTAAARARRTTATTTGCTAAATAAAAAACATGAATATT
CCARRCCTCCTCCTTCTTCTCCTTCACARATTCCCCTTTCCCCTATCARATCCCARARTACARTTATARRRGT TARRRATTARRCATTARRT TTARARARATTATTTGCTARRTARAARRCATGARTATT
CCARRCCTCCTCCTTCTTCTCCTTCACARRATTCCCCTTTCCCCTATCAAATCCCARARTACARTTATARRRGT TRARARATTARRCATTARRTTTARARARATTATTTGCTARRTARARRACATGAATATT
CCARACCTCCTCCTTCTTCTCCTTCACARATTCCCCTTTCCCCTATCARATCCCARAATACART TATAARARGT TARRRATTARRCATTARATTTAAARARRTTATTTGCTAAATAAAAARCATGAATATT

261 270 280 230 300 310 320 330333
1

1

ATCGARGCATARARATARAATTAAATTRGAATAGT TAAATGT TAAARRTARCARTARTAACARTAAATTTTGT
ATCGARGCATARARATARART TAAATTRGAATAGT TAARTGT TRRAARRTARCARTARTARCARTRAATTTTGT
ATCGARGCATARARATARARTTAAATTRGAATAGT TAARTGT TRAAARARTARCARTARTAACARTRAATTTTGT

CL_HSH2-/-TTT
Consensus

ATCGRAAGCATARARATARRAT TARAT TRGARTAGT TARATGT TAARRATARCARTARTAACARTAAATTTTGT
ATCGRAGCATARARATARARTTAARTTRGARTAGT TARATGT TARARRTARCARTARTARCARTAARTTTTGT

Figura 18. Sequenciamento da regido intergénica mitocondrial de CL Brener.
Sequenciamento entre os genes COl e ND4 de cepas CL Brenner selvagem e
deficientes em genes do MMR (MSH2 hemi-nocaute — MSH2+/-, MSH2 nocaute — MSH2-
/- e MSH6 hemi-nocaute (MSH6+/-) apés 50 dias de ciltivo na presenca de 50 yM de
perdoxido de hidrogénio. TTT: tratado. O controle positivo e o Wt Tratado estdo ilustrados
juntos para favorecer a representacéo.

5.5. Andlise de microssatélites nucleares de CL Brener

A estabilidade de microssatélite mitocondrial nos levou a questionar se esse fenétipo se
repetiria no ndcleo. Para tanto, foram utilizados 9 loci nucleares em CL Brener ATT14, CAA1O0,
GAG10, MCLF10, MCLG10, SCLE10, SCLE11, TAT20 e TAC15 (PIMENTA, JULIANA RAMOS
et al., 2002; VALADARES et al., 2008).

A maioria dos 9 loci analisados apresentaram estabilidade no comprimento do amplicon
através da andlise via ALF durante cultivo de 50 dias (Figuras 19 a 23). Entretanto, um fato
curioso aconteceu. O locus SCLE11 possui na cepa selvagem um amplicon de 153 nucleotideos,
diferente do amplicon apresentado na cepa modificada MSH2 hemi-nocaute, 150/153 (Figura
23). Para confirmarmos que essa alteracdo surgiu durante os repiques realizados, a analise da
geracdo zero foi feita e pudemos constatar essa alteracdo ja estava presente no inicio do
experimento (Figura 23). Possivelmente, a instabilidade de microssatélite na cepa heminocaute
deve ter ocorrido entre o periodo de geracdo dessa cepa (ha aproximadamente 4 anos) e 0s
experimentos atuais, pois quando essa cepa foi gerada a mesma nao apresentou diferencas no
locus SCLE11 (dado ndo mostrado).
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Figura 19. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites SCLE10 e
MCLG10, a partir do DNA gendmico de CL Brener, de células submetidas ou nado a
tratamento. O locus SCLE10 apresenta picos de 238 e 275 nucleotideos de comprimento,
nesse incluso motivos de repeticdo Ay, A1, A, € um motivo TGy. O locus MCLG10
apresenta pico de 175 nucleotideos, nele incluso um motivo de repeticdo de Ag.

Locus CAA10 Locus ATT14

JLJL_ BPAYA
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| CPCLBrener | CPCLBrener
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Figura 20. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites CAA10 e
ATT14, a partir do DNA gendémico de CL Brener, de células submetidas ou nédo a
tratamento. O locus CAA10 apresenta picos de 133 e 155 nucleotideos de comprimento,
nesse incluso motivo de repeticdo CAA1,. O locus ATT14 apresenta picos de 267 e 273
nucleotideos de comprimento, neles incluso motivos de repeticdo de ATT; e T;s.
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Figura 21. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites MCLF10 e
GAG10, a partir do DNA gendmico de CL Brener submetidas ou ndo a tratamento. O
locus MCLF10 apresenta picos de 182 e 193 nucleotideos de comprimento, nesse incluso
motivo de repeticdo (CA),A(CA)14. O locus GAG10 apresenta pico de 141 nucleotideo de
comprimento, nele incluso motivo de repeticdo de GAGp.
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Figura 22. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites TAT20 e
TAC15, a partir do DNA gen6mico de CL Brener submetidas ou ndo a tratamento. O
locus TAT20 apresenta picos de 182 e 224 nucleotideos de comprimento, nesse incluso
motivo de repeticdo TAT,o. O locus TAC15 apresenta picos de 128 el41 nucleotideos de
comprimento, nele incluso motivo de repeticdo de TAC;s.
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Figura 23. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR do locus microssatélite SCLE11, a
partir do DNA gendmico de CL Brener, de células submetidas ou ndo a tratamento da
geracdo zero e cinquenta. O locus SCLE11 apresenta pico de 152 nucleotideos de
comprimento, nesse incluso motivo de repeticdo ACgy. Além disso, a cepa MSH2+/-
apresenta um segundo pico de 150 nucleotideos, confirmado na amplificacdo da geracgéo
zero.

5.7. Andlise de loci microssatélites mitocondrial e nuclear de Silvio

A estabilidade de microssatélite mitocondrial e nuclear de CL Brener nos levou a estender
0s experimentos para a cepa Silvio, representando assim o haplogrupo A na classificagdo de
Pinto 2003 (considerando a eficiéncia de MMR). Para tanto foi utilizado os mesmo marcadores
utilizados anteriormente, ou seja, foi utilizado um loco mitocondrial Amx2 e 9 loci nucleares:
ATT14, CAA10, GAG10, MCLEO5, MCLF10, SCLE10, SCLE11, TAC15 e TAT20 (PIMENTA,
JULIANA RAMOS et al., 2002; VALADARES et al., 2008). As células da cepa Silvio selvagem
foram cultivadas durante 30 dias (aproximadamente 30 gera¢cdes) em dois grupos: ndo tratado e
tratado com a mesma droga. O DNA foi extraido e analisado em um gel desnaturante em um

sequenciador automatico (ALF).
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Todos os loci analisados apresentaram estabilidade no comprimento do amplicon através

da andlise via ALF durante 30 dias de cultivo. As figuras 24 a 28 ilustram o resultado de cada
amplificagdo dos loci microssatélites.

Locus Esm Mit

350 360 370 380 380 400

Figura 24. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR do locus de microssatélite Esm_Mit
(Amx2) a partir do DNA genémico de Silvio submetidas ou ndo a tratamento. O locus

Esm_mit apresenta pico de 367 nucleotideos de comprimento, nesse incluso motivo de
repeticao Ag.

Locus MCLEOS Locus SCLE10

Silvio
/é\'/k Silvio A
; /B\/Q\:EP Silvio A ACP Silvio

"

T T T T T T T T T T T T T
222 224 226 228 230 232 234 260 270 280 290 30 0 320

Figura 25. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites MCLEOS5 e
SCLE10, a partir do DNA gendmico de Silvio, de células submetidas ou nédo a
tratamento. O locus MCLEOQO5 apresenta picos de 224 e 267 nucleotideos de comprimento,
nesse incluso motivo de repeticdo TCyGT,4. O locus SCLE10 apresenta picos de 273 e 291

nucleotideo de comprimento, nele incluso o motivos de repeticdo Aip, A1, A1 € um motivo
TG,.

Locus CAA10 Locus TAC15
kwo A&‘nlwo
stnwo J\:P Silvio

144 1-1-6 148 15(? 1 E-2 1 E-4 95 '||]|:| 105

Figura 26. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites CAA10 e
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TAC15, a partir do DNA gendmico de Silvio, de células submetidas ou ndo a
tratamento. O locus CAA10 apresenta pico de 147 nucleotideos de comprimento, nesse
incluso motivo de repeticdo CAA;,. O locus TAC15 apresenta picos de 98 nucleotideos de
comprimento, nele incluso o motivo de repeticdo de TACs.

Locus ATT14 Locus GAG10
Silvio Silvio ,M/Ek

CP Silvio CP Silvio ﬁ

I I I T T I : I I I T I : I I I - I : I I I

260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 130 135 140 145 150

Figura 27. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites ATT14 e
GAG10, a partir do DNA gendmico de Silvio, de células submetidas ou ndo a
tratamento. O locus ATT14 apresenta pico de 267 e 272 nucleotideos de comprimento,
nesse incluso motivos de repeticdo ATT; e T13. O locus GAG10 apresenta picos de 135 e
150 nucleotideos de comprimento, nele incluso motivo de GAGy,.

Locus SCLE11 . ‘f,\ silvio Locus TAT20

AN AN ) \ Silvio /AH
CP Silvio . .
A A e A

T T T
15 152 1%

8 180 185 190 195 200
Figura 28. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos loci microssatélites SCLE11l e
TAT20, a partir do DNA gendmico de Silvio, de células submetidas ou nédo a
tratamento. O locus SCLE11 apresenta pico de 267 e 272 nucleotideos de comprimento,

nesse incluso motivos de repeticdo ACy. O locus TAT20 apresenta picos de 135 e 150
nucleotideos de comprimento, nele incluso motivo de TAT 5.

Locus MCLF10

AN
f'//fﬁ_\’&\ Silvio Tratado

I I I I I I
178 180 182 184 186 188

Figura 29. Eletrofluorograma mostrando o0s picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR do locus de microssatélites MCLF10,
a partir do DNA gendmico de Silvio submetidas ou n&o a tratamento. O locus MCLF10

apresenta picos de 179 e 181 nucleotideos de comprimento, nele incluso motivo de
(CA),A(CA) 4.
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6. Discussao

O T. cruzi é um organismo que, diante as condi¢cdes de experimento desse trabalho,
apresenta alta estabilidade de microssatélite mitocondrial e nuclear. Em todos os organismos
estudados até hoje, a estabilidade de microssatélite é diretamente relacionada com a eficiéncia e
presenca das proteinas de reparo da via Reparo de Erro de Pareamento (MMR). Uma maneira
de avaliar o estado funcional dos genes de reparo de erro de pareamento no DNA ¢é verificar
alteracdes no tamanho das sequéncias dos microssatélites (AUGUSTO-PINTO, L.; TEIXEIRA,
S., 2003; MIR, 2004; MACHADO, C.; AUGUSTO-PINTO, L., 2006). Embora n&o observamos
instabilidade de microssatélite, Augusto Pinto et al. apés tratar culturas com uma dose de 600
MM de peroxido de hidrogénio pbde observar instabilidade de microssatélite nuclear em duas
cepas, CL Brener e JG. Nesse trabalho fizemos a escolha de tratar com baixa dose de perdxido
de hidrogénio, 50 uM, a cada dois dias, com o intuito de causar uma sobrecarga das proteinas
do MMR e facilitar que houvesse um escape maior de deslizamento da DNA polimerase
replicativa e geracdo de algas de insercdo e delecdo, principalmente em cepas deficientes para
MSH2. Entretanto o que se observou foi estabilidade de praticamente todos os loci analisados, o
gue sugere que outras proteinas e outras vias de reparo estejam atuando e/ou a dose do agente

genotodxico era baixo demais para causar estresse significativo a ponto de desenvolver mutagao.

As principais proteinas do sistema de reparo de erro de pareamento de E. coli s&o MutS
e MutL, e muitos homoélogos, MSH e MLH, foram descritas em outras espécies. A fungéo
priméaria do sistema de reparo dos erros de pareamento do DNA é eliminar os erros causados
pelo mal pareamento de bases e pela insercdo/delecdo da fitas que podem ocorrer durante a
duplicacdo do DNA. Em CL Brener ap6s 50 geracfes nédo foi observado alteracdo no tamanho
de microssatélite em células selvagens e nem em células deficientes para MMR, mesmo
resultado para células de Silvio selvagem ap6s 30 geracdes. A natureza repetitiva dos
microssatélites faz com que ocorra um deslize das fitas de DNA durante sua duplicacdo e
formem-se algcas de insercéo/delecédo (LEVINSON; GUTNAN, 1987), porém o resultado desse
evento nao foi observado. Apenas no l6cus, SCLE11 que observamos uma instabilidade de
microssatélite na cepa heminocaute em MSH2. Essa instabilidade surgiu antes do inicio dos
experimentos relatados nessa dissertagdo. A mesma deve ter ocorrido no periodo entre a
geragdo dessa cepa (aproximadamente 4 anos) e 0s experimentos atuais. Essa cepa é a que
esta mais tempo em cultivo no laboratério e o tempo maior de cultivo pode ter permitido que
essa instabilidade tenha surgido, o que néo é verificado nas cepas nocautes em MSH2 e hemi-
nocaute em MSH6 que s&o cepas que foram geradas recentemente e estdo sendo cultivadas a

pouco tempo. Esses dados sugerem que o reparo por erro de pareamento estd marginalmente

46



envolvido com a estabilidade de microssatélites em T. cruzi ou que este organismo possui vias

de reparo de DNA que s&o capazes de atuar na auséncia do MMR.

Instabilidade de microssatélite representa uma importante forma de associacdo de
instabilidade gendémica com reparo de DNA defeituoso em tumores. Embora esse tipo de estudo
seja muito mais direcionado ao genoma nuclear, poucos trabalhos estdo descrevendo esse
evento na mitocondria. Habano et al. (1998) analisaram o DNAmt de 45 carcinomas de colo retal
esporadicos e pbde observar alteracdo na sequéncia de C, dentro de regido ndo codificante
(20/45) e trés destes também em regido codificante. Nenhuma alteracdo em repeticdo CA foi
observada (HABANO, W et al., 1998). No presente trabalho, o locus SCLE11 apresenta motivo
AC4 0 qual durante 50 geracfes ndo sofreu instabilidade. Entretanto, diferente da cepa controle,
apresentou um segundo alelo (Figura 23) com dois nucleotideos a menos (152/150) o qual
precisou de varios repiques para ocorrer a instabilidade. Habano et al. (2000), estudando o
cancer gastrico, observaram também alteragdo em sequéncias de C, em 10/62 amostras
analisadas. Em ambas situa¢des, nenhum gene de reparo foi analisado, porém exemplifica a
ocorréncia deste fendtipo em situacéo de ciclo celular alterado (HABANO, WATARU et al.,
2000). Em tecidos com cancer gastrico, Ling et al (2004) observaram instabilidade mitocondrial
em 26/68 amostras, além de um aumento acumulativo na progressao histolégica desde gastrite
aguda (5/40), metaplasia (6/30) e displasia intestinal (5/20) (LING et al., 2004). E possivel que a
instabilidade mitocondrial vista por Ling et al. 2004 e Habano et al. 2000 seja devido a intenso
estresse oxidativo e repetitivas lesbes destes tecidos, diferente das culturas de CL Brener e
Silvio que tiveram estresse oxidativo induzido com baixa dose de perdxido de hidrogénio de tal

forma que outras vias de reparo devem ter sido suficientes para proteger as células.

Egashira et al. em 2002 estudaram células de camundongo nocautes para MTH1 (DNA
glicosilase envolvida na remocdo de 8oxodGTP do pool de nucleotideos livres néo
polimerizados, homélogo de MutT), e diferente de E. coli, essas células ndo apresentaram taxa
de mutagao significativa para transicao do tipo AT—CG, por outro lado observou um aumento
acentuado na taxa de inser¢cdo de nucleotideos onde aproximadamente 2/3 delas eram em
regides de mononucleotideo de adenina (aumento de 5,7x do nocaute comparado ao selvagem).
Embora em E. coli deficiente para MutT o aumento da transicdo AT—CG seja de 1000x, a falta
desse fenotipo em camundongo pode ser atribuida ao direcionamento das proteinas reparo de
MMR ao reparo de bases oxidadas, o que ja foi visto em Campos et al. 2011 quando observaram
qgue T. cruzi hemi-noucaute para MSH2 ocorre aumento de geracdo de 8oxoG na mitocondria e
ndo no nucleo. Quando observados células de camundongos deficientes em MSH2 e MTHL1, a
taxa de transicio GC—TA nuclear aumentou 33x, e insercdo de 1lpb em 140x, ambos
comparado com camundongo deficiente apenas em MTH1 (EGASHIRA et al., 2002; CAMPOS,
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PRISCILA C et al., 2011). Ni et al. (1999) demonstraram que células de levedura nocautes em
OGGL1 (DNA glicosilase envolvida na remocdo de 8oxoG do par 8oxoG:A) a taxa de mutacao
GC—TA foi 35x maior que células selvagens. Porém, diante delecdo combinada entre MSH2 ou
MSH6 com OGG1, a taxa de mutagdo foi 140 a 218x maior que células selvagens (NI et al.,
1999). Em bactérias deficientes para MutH, muta¢des induzidas por H,O, em sequéncias
microssatélites em plasmidio construidos com repeticdes mono ou dinucleotidicas mostraram
mudancas na fase de leitura de modo a impedir a expressédo do gene da B-lactamase no qual
foram inseridas. Por outro lado, sequéncias ndo-repetitivas nao sofreram mutacbes que
alteraram a fase de leitura. O sequenciamento da regido de insercdo e mais cem bases antes e
depois demonstraram apenas mutacdo na sequéncia repetitiva. A frequéncia de mudanca de
fase de leitura aumentou 50 vezes quando incubado com 50 uM de H,O,. Em contraste, nédo foi
detectado aumento de frequéncia de mutacdo em plasmidios contendo sequéncias n&o
repetitivas de mesmo comprimento e janela de leitura (JACKSON et al., 1998). No presente
trabalho duas regibes foram sequenciadas, o microssatélite mitocondrial Amx2 e a regido
intergénica mitocondrial. Diferente de Jackson et al. 1998, Egashira et al. 2002 e Ni et al. 1999,
no qual observaram mutacdo dentro da regido repetitiva, ndo observamos mutacdo dentro da
regido repetitiva do microssatélite mitocondrial e nem na regido em torno da repeticdo. Ja em
semelhanca com Jackson et al. 1998, fora da regido repetitiva, na regido intergénica também
ndo observamos mutagdo nas cepas testes (deficientes em MMR ou selvagem tratadas ou nédo

tratadas) e controle (deficientes em MMR ou selvagem néo tratadas).

Através de analise imunohistoquimica as proteinas MSH3, MSH6 e MLH1 ndo foram
observadas em mitocondria de figado de rato e nem em mitocédndrias humanas. Ainda assim, a
atividade de reparo na mitocéndria humana tem alta capacidade funcional mesmo em células
deficientes de MSH2 diante de mal pareamento G:G e G:T. A atividade de MMR mitocondrial
funciona separadamente de MMR nuclear e ndo envolve as proteinas conhecidas pelo MMR
nuclear, porém o mecanismo continua eficiente (SOUZA-PINTO, DE et al., 2009). Utilizando
extrato de mitocéndria de ratos Whistar para testar a capacidade de reparo das enzimas dessa
organela, foi possivel observar que ha reparo eficiente de mal pareamento e IDL, porém néo foi
possivel localizar a proteina MSH2. Curiosamente, a quantidade de sequéncias repetidas no
DNAmt é muito pequena, sugerindo que o reparo de mal pareamento (MMR) nessa organela ndo
foi ou entdo é menos conservada. Como MSH3 e MSH6 sdo estaveis apenas na presenca de
MSH2, a enzima de reparo de IDL na mitocondria € desconhecida e um homélogo mitocondrial
deve ser importante para manter a integridade do genoma mitocondrial de mamiferos (MASON,
P. A., 2003). Em T. cruzi também n&o foi possivel fazer imunolocalizagédo das proteinas de MMR
na mitocdndria, porém argumentos importantes ja foram gerados a respeito dos efeitos da

auséncia genes de MMR na estabilidade do genoma mitocondrial, tais como: maior geragédo de
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8oxoG em diferentes haplogrupos de MSH2 menos eficientes de T. cruzi e perda de material
genético mitocondrial em T. brucei deficientes no gene MSH2 (MACHADO-SILVA et al., 2008;
SOUZA-PINTO, DE et al., 2009; CAMPOS, PRISCILA C et al., 2011). Todos os dados acima
sugerem que o gene MSH2 pode ter um papel na estabilidade do material genético mitocondrial,
mas pelas nossas analises, esse papel pode ser também realizado por outras vias e, assim, ndo
fomos capazes de detectar instabilidade de microssatélite ou mutacdes no genoma mitocondrial
de cepas deficientes no MSH2.

Estudos com camundongos deficientes em MSH2 (DEWEESE, 1998; EGASHIRA et al.,
2002; RUSSO, M. T. et al., 2007) mostram uma reducéo no reparo de 8oxoG ap0s exposi¢cdo a
radiacdo ionizante e aumento no nivel desta lesdo em diversos tecidos, indicando a participacdo
de MSH2 na corregdo de danos oxidativos. Resultados obtidos por Colussi et al. (2002) em
células de mamiferos sugerem que o MSH2 removeria 8oxoG inserido no DNA durante a
replicacdo a partir do pool de nucleotideos (e ndo proveniente da 8oxoG ja presentes na fita de
DNA) e que MSH2 e OGG1 (glicosilase que remove 8oxoG do par 80oxoG:C) atuam de maneira
independente nesse processo (COLUSSI et al., 2002). Um estudo posterior (RUSSO, M. et al.,
2004) reforca esses dados quando mostra que o fenétipo mutador de linhagens celulares MSH2
-/- ou MSH®6 -/- é abolido pela superexpressao (50x) da proteina de MTH1, homdlogo de MutT,
gue retira guaninas oxidadas do pool de nucleotideos. Para T. cruzi, hd maior geragéo de 8oxoG
na mitocdndria quando um alelo de MSH2 é deletado (CAMPOS, PRISCILA C et al., 2011).
Apesar de a presenca de 8oxoG ser altamente mutagénica, ndo observamos nenhum tipo de

mutacao nas sequencias analisadas.

Linfomas de Células B humanas deficientes em MSH2 demonstram clara instabilidade
em pelo menos um locus microssatélite nuclear de varios testados, entre eles 4/12 repeticdes
mononucleotidicas e 4/7 repeticdes dinucleotidicas (PELED; SELLERS, 2010). No presente
trabalho observamos 4 loci com repeticdes mononucleotidicas, Amx2 (Ao, mitocondrial), ATT14
(T13, nuclear) e SCLE10 (A, A1, A1z € um motivo TG, nuclear), e MCLG10 (As), € 2 loci
dinucleotidicos MCLF10 (CA;4) € MCLEO5 (TCg), e nenhum mostrou instabilidade em 50
geracdes, mesmo na auséncia de MMR. Além de MSH2-MSH6 também terem papel de remover
A do par 80xoG:A, em levedura MSH1 tem efeito similar na mitocondria diante nocaute de ogg1l,
reduzindo taxa de mutag&o do tipo transicdo. Ao observar o aumento das taxas de mutacdes
geradas pela delecdo de Oggl, a superexpressdo de MSH1 foi capaz de diminuir essa alta taxa
de mutacdo, sobretudo de CG—TA em mitocondria de Saccharomyces cerevisiae. Isso
demonstra o efetivo papel de MSH1 na mitocondria (DZIERZBICKI et al., 2004). Linhagens
MSH1+/- apresentam alta taxa de mutacdo em repeticbes GT comparado com AT numa

construcao de gene repoérter em mitocondria de levedura. Quando a mesma comparacéo foi feita
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em sequéncias nucleares a diferenca na taxa de mutacdo nao foi observada. A falta de
instabilidade de tipo AT pode indicar que a DNA polimerase y tem uma menor taxa de geracao
de alcas de poli AT (SIA; BUTLER, 2000). No genoma de T. brucei e T. cruzi n&o foi observado
um homélogo para MSH1 (EL-SAYED et al., 2005), o qual é responséavel por estabilidade do
DNAmt em leveduras.

Ao considerar a taxa de mutacao de repeticdes mononucleotidicas no DNA nuclear, Grag
2002 pode observar que a geracéo de IDL em sequéncias 10C/10G sdo 100x mais frequentes
gue 10A/10T em células selvagens de Saccharomyces cerevisiae. J& em células deficientes em
MSH2, MLH1 ou PMS1 a taxa de mutacdo em 10C/10G aumentou centenas de vezes
comparado a selvagem, enquanto nas sequéncias 10A/10T a mutacdo aumentou em milhares
de vezes, sugerindo MMR mais eficiente em remover IDL 10A/10T do que 10C/10G (GRAGG,
2002). CL Brener deficiente para MSH2, nas condi¢cbes deste trabalho, ndo apresentou
instabilidade nos 4 loci com repeticbes mononucleotidicas observados (Amx2, ATT14, SCLE10,
MCLG10).

Russo et al. (2004) fizeram uma observagdo muito interessante em fibroblasto
embrionario de ratos deficientes para MSH2. A taxa de mutacdo (3,1x10-°) para essa célula
deficiente é 25 vezes maior que a selvagem. Ao superexpressar hMTH1 (enzima que limpa o
pool de nucleotideos oxidados) em torno de 10x, a taxa de mutacdo para célula MSH2-/- passa
para 1,4 x 10°. O aumento em 50x na expressdo de hMTH reduz a taxa de mutacdo muito
proxima ao selvagem (0.18x10°). Esses dados sugerem que uma porgdo substancial de
mutacdes surgidas a partir de linhagem MSH2-/- é prevenido apenas pelo saneamento do pool
de dNTP. Essa é uma alternativa para os resultados vistos nesse trabalho se considerarmos que
nao observamos mutacao ou instabilidade de microssatélites se julgarmos que outras vias, como
Sistema GO (MTH) faga sanitizag&o suficiente e BER aja eficientemente, pelo menos em curto
periodo de tempo. A expressao aumentada em 50x de hMTH1 em células deficientes MSH2
anula o fendtipo associado com deficiéncia a MSH2. Incorporacao de dNTP oxidado é portanto o
maior contribuidor para o fenétipo MSH2-/- mutador em fibroblasto embrionario de ratos
(RUSSO, M. et al., 2004). Entretanto, é curioso verificar que a auséncia do MSH2 em T. cruzi
leva a uma maior sensibilidade ao tratamento com peroxido de hidrogénio (CAMPOS, et al.,
2011). Essa morte pode estar relacionada com a ativagdo de algumas enzimas do BER, pois ja
foi mostrado que a superexpressdo da enzima OGG1l é capaz de levar a uma maior
sensibilidade ao tratamento com peréxido de higrogénio (FURTADO et al., 2012). Uma outra via
de reparo que pode estar envolvidade com a estabilidade do DNA na auséncia do MMR ¢é a
recombinacdo. Dados de nosso grupo mostram que cepas deficientes no gene RAD51 s&o mais

sensiveis ao tratamento com peroxido de hidrogénio e poderiam estar atuando no reparo das
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guebras geradas por este agente. Sera interessante verificar se essas modificadas apresentam

alguma instabilidade nos microssatelites nucleares.

Em células humanas mutantes para MSH6 a taxa de mutacdo espontanea reduz 2,6x
quando ocorre superexpressdao de hMTH1. Em dois marcadores como repeticdo
mononucleotidica A, ocorreu um comportamento curioso: no marcador BAT26 houve reducéo de
44% de MSI para 15% em célula superexpressando, enquanto que com marcador BAT25 a taxa
de mutacdo (24%) manteve-se igual em célula selvagem e em célula deficiente expressando
hMTH (RUSSO, M. et al., 2004). Diferente de Russo et al. (2004), nesse trabalho, ndo houve
mudanca na taxa de mutacdo na mitocéndria e nem instabilidade de microssatélite mitocondrial
e nuclear para células CL Brener heminocaute para MSH6, porém estudos devem ser realizados

em células duplonocaute para MSH6 para compreender o papel deste gene.

Andlises da sequéncia génica de TcMSH2 mostraram a existéncia de trés distintas
isoformas da proteina, denominadas TcMSH2A, B e C, codificadas pelo genoma de cepas Tc |,
Il e Il respectivamente. Andlises dos diferentes grupos mostraram haver distinta atividade
enzimédtica, levando a variagdo na eficiéncia de MMR em T. cruzi. Diante estresse oxidativo
induzido (600 uM de perdxido de hidrogénio), apenas Colombiana (que possui a isoforma
TcMSH2a) ndo mostrou instabilidade de microssatélite nuclear, ao mesmo tempo que
apresentou maior sensibilidade ao tratamento com menor taxa de sobrevivéncia. Por outro lado,
o locus MCLEO1 mostrou um padrao sugestivo de instabilidade de microssatélite para JG
(TcMSH2c) e para CL Brener (TcMSH2b e TcMSH2c, uma cepa hibrida). A melhor explicagéo
para a inducdo de instabilidade de microssatélite por tratamento de peréxido de hidrogénio é que
lesbes oxidativas ndo reparadas, como quebras de fita-simples, aumentam a frequéncia de
derrapagem da enzima polimerase quando a lesdo esta presente na fita molde durante a
replicacdo. No mesmo trabalho, apds 5 dias de tratamento com cisplatina (um composto que faz
crosslinks intra e inter cadeia no DNA causando morte celular se ndo corretamente reparado e
gue é associado com diminui¢cdo na eficiéncia do MMR em células eucarioticas) as cepas JG e
CL Brener (haplogrupo B e C, respectivamente) mostraram-se mais resistentes a varias
concentracbes da droga do que cepa Colombiana (haplogrupo A). Resultado semelhante
observou-se com tratamento com agente MNNG, onde cepa Colombiana mostrou-se mais
sensivel a droga que as cepas JG e CL Brener (AUGUSTO-PINTO, L.; TEIXEIRA, S., 2003). No
caso apresentado aqui, uma dose de apenas 50 uM foi utilizada nas culturas, e diferente de
Augusto Pinto et al. (2003), nossas culturas foram cultivadas por mais de 30 geragfes, e mesmo
assim instabilidade mitocondrial n&o foi observada. E possivel que a geracéo de radicais livres
tenha sido em quantidade baixa para observar o fenétipo e/ou outra via de reparo deve estar

mantendo a replicacao livre de mutacdes, o qual sera discutido mais adiante.
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Num estudo com microssatélites nucleares de T. brucei com culturas selvagens, MSH2+/-
ou MSH2-/-/+ (células com MSH2 deletado reexpressando o gene), apés ~25 geracgbes nao
houve variacdo no tamanho de microssatélites, porém em células MSH2-/- 4/5 loci mostraram
mudanga no tamanho das repeticdbes em pelo menos um alelo em 10 clones examinados, e em
alguns casos, metade ou mais dos alelos tiveram mudanga de tamanho. Em linhagens MLH1
mutantes 3 loci foram analisados, MLH1+/- ndo mostrou alteragdo nos alelos analisados
enquanto que MLH1-/- mostraram alteracdo em todas as linhagens testadas para pelo menos 2
loci em cada uma. No mesmo trabalho, observou-se a taxa de sobrevivéncia dessas linhagens
celulares diante composto MNNG, um agente alquilante que metila o oxigénio 6 da guanina,
gerando O6-metilguanina, o qual pode parear errado com timina durante a replicacdo. Células
tratadas com esse composto mostram baixa taxa de sobrevivéncia mesmo em baixas doses, por
outro lado ocorre uma resisténcia gradual para célula MSH2+/- e MSH2-/- e uma resisténcia
gradual também para MLH1+/- e MLH1-/-. Esses dados indicam que a inativacdo de MSH2 ou
MLH1 em T. brucei resultam em taxas aumentadas de variagéo de repeticdo de microssatélite e
aumento a tolerancia a MNNG, mostrando que o parasita possuiu um sistema MMR ativo em
reparar erros que surgem durante replicacdo e em resposta a dano quimico induzido (BELL et
al., 2003). Diferente de T. cruzi, T. brucei cultivado por 25 gera¢cdes sem tratamento foi passivel
de observar instabilidade nuclear. Nesse trabalho nao foi possivel observar instabilidade de
microssatélites nuclear e mitocondrial, com excecdo do locus SCLE11l. Nesse I6cus,
especialmente, foi observado instabilidade na cepa MSH2 heminocaute, e ndo em outras.
Entretanto, a analise da geracdo zero (pré-experimento) constatou que esse locus ja vinha
instavel antes de ocorrer o tratamento, e a hipdtese sugerida, como ja discutida acima, € que a
instabilidade ocorreu durante os 4 anos de repique que a cepa sofreu desde a data de sua
geracdo em laboratério, sendo que as cepas MSH2-/- e MSH6 +/- sdo mais recentes e, portanto,

terem menos tempo para ocorrer o evento de instabilidade.

Diferente dos resultados de Campos et al. (2011), com TbMSH2 -/- demonstrando perda
mitocondrial e maior acimulo de 8oxoG na mitocéndria, ndo foi possivel observar mudanca no
microssatélite observado nem em sequéncia de regido intergénica mitocondrial. Isso pode nos
levar a pensar que outra via de reparo pode estar ocorrendo de forma a sobrepor os substratos
de via MMR, ou seja, as IDL’s e mal pareamentos. O que de fato pode ser possivel, pois Souza-
Souza-Pinto et al. (2009) demonstraram em células eucarioticas (humanas) atividade de reparo
e ligacdo a mal pareamentos ndo dependente de fatores MMR nucleares classicos (MSH2,
MSH6, MLH1). Em linhagens celulares humanas deficientes em fatores de MMR e expressdo
depletada de YB-1 mostrou significante reducéo de atividade de reparo de substratos de MMR e

mais importante, aumento de metagénese de mtDNA, implicando essa proteina em prevencao
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de mutacado, enquanto que a expressao reduzida de YB-1 resultou em diminuicdo de respiracédo
celular, sugerindo mal funcionamento mitocondrial (SOUZA-PINTO, DE et al., 2009; CAMPOS,
PRISCILA C et al., 2011).

E importante verificar que tanto T. cruzi quanto T. brucei apresentam um homologo ao
gene YB-1. Em colaboragdo com o grupo do Professor Richard McCullock (Universidade de
Glasgow), verificamos que cepas de T. brucei deficientes no gene homaélogo ao YB-1 sao mais
sensiveis ao tratamento com peroxido de hidrogénio. Quando um gene de Schistosoma mansoni
homdlogo ao gene YB-1 (SmYB-1) era expresso na cepa de T. brucei deficiente, a proteina de S.
mansoni era capaz de complementar a sensibilidade ao tratamento com peréxido de hidrogénio.
O mesmo fendtipo era verificado quando o gene SmYB-1 era expresso em uma cepa de T.
brucei deficiente no gene MSH2, ou seja, ele era capaz de complementar a sensibilidade ao
peréxido de hidrogénio da cepa MSH2 deficiente. Entretanto, o dado mais curioso foi a
sensibilidade aumentada ao peréxido de hidrogénio de cepas selvagens que expressava o0 gene
SmYB-1, ou seja, em células selvagens a expressdo da proteina heterdloga interferia nos
mecanismos de reparo que eram realizados pelas proteinas MSH2 e o0 homdélogo de YB-1 de T.
brucei. Esses dados sugerem que vias complementares estdo atuando para manter a

estabilidade do material genético mitocondrial em Tripanosomatideos.

A auséncia de estabilidade de microssatélites em cepas deficientes no MMR em T. cruzi
€ um dado singular em toda a literatura e pode sugerir que esse organismo adota outras
estratégias para manter a estabilidade gendmica. Novos estudos serdo realizados para
entendermos qual o real papel do MMR nesse organismo e quais poderiam ser as outras vias

gue atuam em associacdo com o MMR para manter a estabilidade do material genético.
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CONCLUSAO

Nesse trabalho foi possivel verificar que o Trypanosoma cruzi apresenta uma alta
estabilidade de microssatélites mitocondriais e nucleares, mesmo apos o tratamento com baixas
doses de agua oxigenada. Os genes MSH2 e MSH6 do reparo de erro de pareamento
apresentam uma atividade marginal na manutencédo da estabilidade verificada. Serd importante
verificar quais vias de reparo podem estar atuando no T. cruzi, em conjunto com o reparo de erro

de pareamento, para manter a estabilidade do genoma.
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ANEXOS

Sequéncias dos iniciadores desenvolvidos neste trabalho

Iniciador Sequéncia 5—3’

Amx1Fw 5 TTATGAGAAAATAATTTTCGTTATACTTAATATC 3
Amx1Rv 5'CATTTAATCTATAGTATAAGTCTGTGTATTC 3
Amx2Fw 5 GAGATCAAATAAATTAATAATATCAAAAAATAATG 3
Amx2Rv 5 CAATCTATTGGATTTTGAGTAGTTAGACTTC 3’
Tmx1Fw 5 GGTCTATTCTTCACATTTAATATCATATTTTGTACG 3
Tmx1Rv 5" CAATTACAAATAAACAACGTATTACAAAA 3

Tmx2Fw 5 GGATTTTATTGTTTCATAATTATATTAGGGTTAA 3
Tmx2Rv 5' CAGAATATATAATTTATCAGAAAAGATATTAATCC 3'
EsmMitFwM13tail 5' GTTTTCCCAGTCACGACGAAAGAACAAGAAAGGAGAGAGAGG 3
EsmMitFw 5' GAAAGAACAAGAAAGGAGAGAGAGG 3

EsmMitRv 5' CTTTATAAAAGTTTTTTGCTTACTAACACAACTTAG 3'
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