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Resumo

Resumo

Durante seu ciclo de vida, o protozoario Trypanosoma cruzi causador da
Doenca de Chagas deve lidar com a acdo deletéria de espécies reativas de oxigénio
(ROS) no DNA, principalmente com 7,8-diidro-8-oxoguanina (80xoG). Caso nao seja
reparada, a 80xoG pode levar a transversdes durante a divisdo celular. Em mamiferos,
a DNA polimerase beta (polp) esta estritamente envolvida no reparo por excisdo de
bases (BER), que pode reparar danos oxidativos. Contudo, sua fun¢do ainda é pouco
conhecida em T. cruzi. Ensaios de localizagdo da polB por imunofluorescéncia
revelaram uma localizagdo nos sitios antipodais do DNA mitocondrial (kDNA) das
formas epimastigota e amastigota replicativas. Contudo a polimerase se mostrou
dispersa na matriz mitocondrial de formas tripomastigotas nao-replicativas, sugerindo
sua participacdo na replicacdo do kDNA. Adicionalmente, verificamos uma localizagao
estrita da polf} nos sitios antipodais do kDNA somente durante as fases G1/S e inicio da
fase G2 de epimastigotas. Clones superexpressando a polf3 mostraram maior
resisténcia a H,0O, e benzonidazol quando comparado a células controle. A resisténcia
a H,0, é perdida apds tratar as células com metoxiamina, que é um inibidor seletivo da
via do BER. Verificamos também um nivel reduzido de 8oxoG no cinetoplasto dos
clones superexpressores de polf3 em relagdo ao controle. Curiosamente, um possivel
foco de reparo de DNA envolvendo a polf} foi identificado nas imediagdes do kDNA de
epimastigotas apds tratamento com H,0,, localizado provavelmente na regido
cinetoflagelar. Em conjunto, os dados experimentais obtidos sugerem que a polf} estd
participando de processos de replicacdo e reparo de danos oxidativos no DNA

mitocondrial de T. cruzi.



Abstract

Abstract

During its life cycle, the causative agent of Chagas Disease Trypanosoma cruzi
must deal with the deleterious action of reactive oxygen species (ROS) on DNA, mainly
7,8-dihydro-8-oxoguanine (80xoG). If unrepaired, 8oxoG can lead to transversions
during cell division. In mammals, DNA polymerase beta (polf) is strictly involved in
base excision repair (BER) of oxidative damage. However its biological function in T.
cruzi is still uncertain. Immunofluorescent analysis revealed that polf is localized on
antipodal sites of kinetoplast (kDNA) of replicative epimastigotes and amastigotes
forms. Nevertheless, the polymerase was seen dispersed in non-replicative
trypomastigote forms inside the mitochondrion matrix, suggesting its participation in
kDNA replication. In addition, we verify that polf} is strictly localized in kDNA antipodal
sites between G1/S and early G2 phase of replicative epimastigotes. Clones
overexpressing polf3 presented increased survival after treatment with H,0, and
benznidazol compared to control. However this resistance is lost after treating cells
with methoxiamine, a potent BER inhibitor. We also verified that the overexpressing
clones showed a reduced level of detected 8oxoG in kinetoplast when compared to
control. Curiously, a possible DNA repair focus of polf3 was identified in the vicinity of
kinetoplast of epimastigotes wild type CL Brener cells after H,0, treatment. We believe
that this focus is a DNA repair focus probably mounted in kinetoflagellar zone after
oxidative damage to kDNA. Taken together the experimental data obtained suggest
participation of polf} in DNA replication and repair of oxidative damages in kDNA of T.

cruzi.



1-Introdugao

1-Introducao

1.1- Trypanosoma cruzi e Doenc¢a de Chagas

O protozodrio Trypanosoma cruzi é o causador da Doenca de Chagas, uma zoonose
assim designada por ter sido primeiramente descrita em 1909 no Brasil por Carlos
Chagas que elucidou o ciclo completo da doenga, identificou os insetos transmissores
do parasito e os mamiferos que funcionam como reservatérios da doenca (Chagas
1909). Também conhecida como tripanossomiase americana, ocorre em 18 paises
sendo que a estimativa de individuos infectados oscila por volta de 10-18 milhdes de
casos da doenca (PAHO 2010). Levantamentos indicam a ocorréncia de 21.000 mortes
e 300.000 novas infecgcdes anualmente, e aproximadamente 120 milhdes de pessoas
(cerca de 25% da populagdao da América do Sul) estdo sob risco de contrair a doenga
(PAHO 2010). O parasito T. cruzi pertence a Ordem Kinetoplastida, inserida na Familia
Trypanosomatidae, da qual fazem parte parasitos de importancia médica e veterinaria
como Trypanosoma brucei, causador da Doenga do Sono na Africa, e diferentes
espécies do género Leishmania que sdo agentes etioldgicos das leishmanioses
reconhecidas ao redor do mundo (Teixeira et al. 2006). Também faz parte desta ordem
o parasito monoxénico Crithidia fasciculata, o qual, apesar de n3do ser patogénico ao
homem, é bastante utilizado como modelo de estudos de varios aspectos da biologia

dos tripanossomatideos.

O ciclo de vida do T. cruzi é caracterizado por transmissdo vetorial e sucessdo de
formas adaptadas a diferentes microambientes (Brener 1973). Ocorre alternancia

entre formas adaptadas para infeccdo e formas especializadas para transmissao
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(Figura 1). Formas denominadas epimastigotas extracelulares se multiplicam na porgao
média do intestino do triatominio vetor, mas se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos nao-replicativos no intestino posterior, de onde sdo excretados
juntamente com as fezes o que caracteriza o modo convencional de transmissdo do T.
cruzi para os humanos. Tripomastigotas infectantes podem atravessar mucosas e
membranas do hospedeiro mamifero e invadir diversos tipos celulares por endocitose,
formando um vacuolo parasitéforo. Dentro das células ocorre diferenciagao para a
forma amastigota, que é capaz de romper o vacuolo parasitéforo e se multiplicar no
citoplasma da célula infectada. Através de estimulos ndao conhecidos, ocorre
diferenciacdo dos amastigotas em tripomastigotas, que rompem a membrana celular e
atingem o espaco intercelular. Esta forma do parasito é capaz de infectar outras células
ou ser re-transmitida para insetos vetores no momento do repasto sangiiineo,
reiniciando-se assim o ciclo de vida (Souza 2008). Até o momento, as estratégias de
combate a doenca estdo limitadas a prevencdo (eliminacdo do inseto vetor do ciclo
doméstico e controle da transmissdo por transfusdo sangiliinea) e tratamento
medicamentoso de casos agudos e transmissdo congénita. Também pode ocorrer
transmissao por vias alternativas, como transfusdo de sangue e ingestdo de alimentos
contaminados. A doenca se caracteriza por uma curta fase assintomatica seguida de
uma fase croénica composta por manifestacoes clinicas variaveis envolvendo sintomas
cardiacos, digestivos ou neuroldgicos (Lages-Silva et al. 2006). Ainda ndo existe vacina
contra a doenca, embora pesquisas apontem um elevado progresso nesta area

(Sanchez-Burgos et al. 2007).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Durante a alimentag¢do, hemipteros da familia Reduviidae defecam na pele de seus
hospedeiros e tripomastigotas metaciclicos presentes em suas fezes caem na circulagao
sanguinea quando o hospedeiro se coga e tambem por mucosas. As formas
tripomastigotas penetram nas células e se transformam e amastigotas que podem se
replicar no interior das células infectadas. Alguns amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas que rompem a membrana celular e podem infectar outras células ou
cairem novamente na corrente sanguinea para acesso a outros tecidos, geralmente
tecido muscular ou nervoso. Novos hemipteros sdo infectados apds se alimentarem de
sangue contendo tripomastigotas. No intestino médio do inseto ocorre metaciclogénese
de tripomastigotas para epimastigotas, com posterior diferenciacdo de epimastigotas
para tripomastigotas metaciclicos infectivos no reto, fechando o ciclo. Figura adaptada
de (Macedo et al. 2004).
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Ocorre extensa diversidade genética intraespecifica representada na estrutura
populacional clonal de T. cruzi que é composta por uma variedade expressiva de
linhagens que conferem caracteristicas clinicas igualmente varidveis dependentes
tanto do hospedeiro quanto da cepa infectante (Macedo et al. 2004). Estas linhagens
vém sendo distribuidas em grupos de acordo com classificacdo baseada em
marcadores bioldgicos e moleculares como isoenzimas, genotipagem do gene da
subunidade 24Sa do RNA ribossémico e polimorfismos de sequéncia de mini-éxons e
microssatélites (de Freitas et al. 2006), sendo que recentemente foi proposta uma
classificacdo consensual onde as cepas de T. cruzi puderam ser classificadas em seis
grupos principais (Zingales et al. 2009). O estabelecimento de uma nomenclatura
unificada para os grupos de T. cruzi se justifica considerando que cepas de um mesmo
grupo tendem a exibir propriedades biomédicas afins, como viruléncia e resisténcia a

drogas e distribuicdo geografica (Tibayrenc 1998).

1.2 - Ultraestrutura celular de T. cruzi

Devido a facilidade de se estabelecer culturas axénicas in vitro, a grande maioria
dos estudos realizados com o T. cruzi se baseou na forma epimastigota a qual foi
utilizada como células-modelo em investigacGes ultraestruturais e bioquimicas (de
Souza 2009) (Figura 2). Algumas peculiaridades morfoldgicas existentes nos membros
da ordem kinetoplastida podem ser destacadas, como a presenca de Unico flagelo que
emerge de uma regido denominada bolsa flagelar e a presenca de uma organela
denominada glicossomo. Uma mitocondria Unica e altamente ramificada contém um
genoma organizado em uma estrutura eletrondensa denominada cinetoplasto (do

inglés kinetoplast, kDNA) que esta localizada na matriz mitocondrial e orientada
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Figura 2 - Representagao esquematica do ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Desenhos esquematicos representando as trés formas celulares principais encontradas
no ciclo de vida do parasito, que sdo definidas pela forma da célula, presenca e
aderéncia do flagelo e posicdo do kDNA e do nucleo. (A) A forma epimastigota é
encontrada no intestino médio do barbeiro e possui cinetoplasto anterior ao nucleo (pois
considera-se que o flagelo se posiciona a frente do parasito). As estruturas e organelas
principais estdo indicadas. (B) Formas tripomastigotas ndo-replicativas possuem
cinetoplasto e inser¢do do flagelo em regido posterior ao ntcleo. (C) A forma amastigota
replicativa encontrada no interior das células infectadas no hospedeiro vertebrado é
arredondada e possui flagelo vestigial. Figura adaptada de (Docampo et al. 2005).
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de modo perpendicular ao eixo do flagelo (de Souza 2009). O kDNA esta sempre
préximo do corpusculo basal, conectado a ele através de estruturas filamentosas. Em
decorréncia desta conexdo, a posicdo do kDNA determina o posicionamento dos
corpusculos basais e consequentemente a origem do flagelo. O nucleo é tipico e
composto por uma membrana porosa que permanece intacta durante a divisdao
celular, envolvendo uma cromatina condensada dispersa pelo nucleoplasma. O kDNA é
considerado uma estrutura tipica da Ordem Kinetoplastida e seu posicionamento
celular em relacdo ao nucleo é varidvel entre as formas epimastigota, amastigota e
tripomastigota (Brener 1973). Epimastigotas, flagelados, possuem corpo celular
alongado e kDNA posicionado anteriormente ao nucleo, enquanto que as formas
tripomastigotas s3ao ainda mais alongados e apresentam kDNA localizado
posteriormente ao nucleo, além de apresentar um flagelo que se insere ainda mais
posteriormente e percorre todo o corpo celular (Figura 2). Em contrapartida, as formas
amastigotas podem mostrar forma arredondada ou ovalada e presenga de um flagelo

vestigial (de Souza 2009).

1.3 - Caracteristicas ultraestruturais do cinetoplasto

Aproximadamente 30% do material genético de T. cruzi estd contido no
cinetoplasto (kDNA), uma estrutura com forma, organizacao e localizacdo celular que
variam de acordo com o estagio de desenvolvimento do parasito (Souza 2008). A
organizacdo molecular do cinetoplasto consiste de uma rede concatenada de algumas
duzias de maxicirculos (20-40kb) que sdo funcionalmente e estruturalmente analogos
ao DNA mitocondrial de mamiferos e carregam sequéncias para rRNAs e proteinas

hidrofdbicas envolvidas principalmente na cadeia respiratéria mitocondrial (de Souza
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2009). O sequenciamento completo dos maxicirculos das cepas CL Brener e Esmeraldo
de T. cruzi mostrou conservacao de sintenia quando comparado ao maxicirculo de T.
brucei, embora polimorfismos de base Unica nas regidoes codificantes dos dois genomas
tenham sido raros, dando lugar a uma maior variabilidade para polimorfismos do tipo
insercoes/delecdes (Westenberger et al. 2006). Adicionalmente, verificou-se presenca
de sequencias repetitivas cepa-especificas em regides ndo-codificantes e
heterogeneidade na populacdo de maxicirculos para cada uma das cepas analisadas,
com excecao de uma regido pouco variavel que acredita-se ser a origem de replicacdo
(Westenberger et al. 2006) Ao kDNA também estdo associados milhares de
minicirculos (0,25-2,5Kb) que carregam sequéncias para RNAs guias (gRNAs). Estes
gRNAs modificam os transcritos dos maxicirculos inserindo ou deletando sequéncias
de uridilato através de um processo conhecido com edi¢do de RNA (El-Sayed et al.
2005). InvestigacGes moleculares realizadas em Trypanosoma equiperdum
demonstram que, mesmo intimamente interconectadas, existe uma independéncia na
organizacao da rede de maxicirculos em relacdo a de minicirculos, ja que ocorre
liberacdo seletiva da rede de minicirculos apds digestdo enzimatica (Shapiro 1993).
Todo o material genético do cinetoplasto estd compactado e associado a proteinas de

carater basico semelhantes a histonas H1 (De Souza and Cavalcanti 2008).

1.3.1 - Replicacdao do kDNA

A replicacdo dos minicirculos ocorre préxima a fase S nuclear e consiste na
duplicacdo do material antes de sua distribuicdo para as células filhas na mitose.
Ocorre montagem de um complexo composto por multiplas proteinas participantes do
processo de replicacdo (Figura 3), e os minicirculos sdo liberados da rede pela

topoisomerase Il e replicados individualmente na zona cinetoflagelar (KFZ, do inglés
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O disco do kDNA é cercado por proteinas replicativas. Minicirculos sdo liberados da rede
para a zona cinetoflagelar, de onde iniciam replicacdo em forma de estruturas 6 onde
provavelmente ocorre envolvimento de UMSBP, primase, polimerases IB e IC. Os
minicirculos filhos migram para os sitios antipodais do cinetoplasto aonda ocorrem
outros estdgios da replicagdo, como remogdo do primer por SSE1, preenchimento do gap
pela polf e selagem do nick pela ligase k3. Os minicirculos, ainda com pelo menos um
nick ou gap, sdo ligados a rede pela agdo da Topoisomerase Il, sendo que a polBPAK
provavelmente esta envolvida no reparo de gaps antes do término da replicacdo. Figura
adaptada de (Liu et al. 2005).
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kinetoflagelar zone) (Liu et al. 2005). O inicio da replicagdo unidirecional dos
minicirculos envolve reconhecimento de uma sequéncia conservada universal
(universal minicircle sequence, UMS) pela interacdo de diversas proteinas incluindo a
proteina ligadora de UMS (UMS binding protein, UMSBP), uma DNA primase e duas
polimerases pertencentes a familia A, POLIB e POLIC (Bruhn et al. Aceito para
publicacdo). Apods a replicacdo, os gaps que surgem nos minicirculos em decorréncia da
extensdo e juncdo de fragmentos de Okasaki sdo processados por uma endonuclease
estrutural especifica (SSE1) e as extremidades ligadas por uma DNA ligase (Hines et al.
2001; Downey et al. 2005). Acredita-se que os gaps funcionem como uma marca para
replicacdo Unica por geragao, garantindo um controle do nimero exato de circulos a
ser segregado para as células filhas (Liu et al. 2005). O kDNA também apresenta
motilidade durante o processo de replicagdo. Enquanto que em C. fasciculata ha
rotacdo do disco em relagdo aos sitios antipodais com posterior distribuicdo do
material replicado para uma regidao em forma de anel posicionado na periferia do
disco, o processo em T. brucei é caracterizado pelo acumulo da progénie de
minicirculos nas extremidades opostas do kDNA, sugerindo oscilacdo do kDNA ao invés
de rotacdo (Liu and Englund 2007). Pouco se sabe sobre a replicacdo dos maxicirculos.
Contudo, sabe-se que ocorre duplicacdo unidirecional do material genético com
formacdo de estruturas ® como no caso dos minicirculos, mas sem liberacdo dos
maxicirculos da rede a qual pertencem (Carpenter and Englund 1995). Em T. brucei, o
controle da replicacdo e do numero de makxicirculos é feito principalmente pela
helicase PIF2, uma das seis helicases semelhantes a PIF presentes na mitocondria do

parasito (Liu et al. 2009).



1-Introdugao

O processo de replicagao do kDNA conta com um passo envolvendo selagem dos
gaps gerados apos duplicacdo do material genético dos minicirculos pela maquinaria
de replicacdo e reparo. Foi proposto um modelo envolvendo tanto a DNA polimerase
beta (polf) quanto a DNA polimerase beta-PAK (polBPAK) no processo de duplicagdo
do kDNA em tripanosomatideos (Saxowsky et al. 2003). Acredita-se que a polf
preencha a maioria dos gaps e que esta atividade esteja concentrada em foci discretos
posicionados nos chamados sitios antipodais do cinetoplasto. Apds a migracdo destes
minicirculos para a zona central do cinetoplasto a polBPAK se encarregaria de reparar
gaps remanescentes (Torri and Englund 1995) que teriam suas extremidades ligadas

por uma DNA ligase (Downey et al. 2005).

Considerando que estes dados provém de estudos que envolveram Chritidia
fasciculata e Trypanosoma brucei como organismos modelo, pouca informacdo foi
adquirida nesta drea através de abordagens semelhantes em T. cruzi. A topologia Unica
da rede de circulos do kDNA induz a uma reflexao profunda acerca das vantagens e
consequencias funcionais de tal organiza¢do na sobrevivéncia do parasito durante seu
ciclo de vida e infeccdo, e quais seriam os mecanismos de replicacdo e reparo
envolvidos neste processo. O fato da mitocondria de T. cruzi desempenhar papel impar
em sua biologia e sobrevivéncia justifica a realizacdo de caracterizacdes e
investigacdes bioquimicas envolvendo os componentes das vias de reparo de DNA que
atuam nessa organela. A prevengdo contra o aparecimento de lesdes de natureza
oxidativa no DNA é de extrema importancia durante a infeccdo por T. cruzi, ja que
fontes oxidativas enddgenas e exdgenas devem levar a um impedimento da replicacdo

do DNA mitocondrial (Wei and Lee 2002).
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1.4 - Mecanismos de defesa antioxidante em T. cruzi

Parasitos como Leishmania infantum e T. cruzi sdao aerdbios e dependem de
oxigénio molecular como aceptor de elétrons em processos oxidativos para obtencdo
de energia. Normalmente o oxigénio molecular é reduzido a duas moléculas de agua
por dois elétrons, mas pode ocorrer uma reducao parcial and6mala pela adi¢cdo de 1, 2
ou 3 elétrons, o que leva a formacdo de anions superdxido, perdxido de hidrogénio
(H,0;) e radicais hidroxila, respectivamente (Turrens 2004). Embora o radical
superdxido ndo seja muito reativo em comparacdo com outras moléculas, ele é
precursor de peroxinitrito através de reacdo com oxido nitrico. Além disso, os radicais
superoéxido sdo precursores de H,0,, e na presenca de metais de transicdo estas duas
espécies sdo responsdveis pela formacao de radicais hidroxila (Kohen and Nyska 2002).
Os radicais hidroxila sdao oxidantes fortes de acdo inespecifica que danificam
praticamente todo tipo de estrutura bioldgica, incluindo proteinas, lipidios e acidos
nucléicos. O chamado estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio no
metabolismo oxidativo celular com manutengao de um excesso de espécies reativas de
oxigénio (ROS) na célula, considerado uma ameaca para qualquer forma de vida

(Kohen and Nyska 2002).

Em geral, duas enzimas denominadas superdxido dismutase (SOD) e catalase
estdo na “linha de frente” da defesa antioxidante em metazoarios (Huang and Manton
2004). A enzima SOD, capaz de converter anions superéxido em H,0,, existe tanto na
forma associada a cobre (CuSOD) e zinco (ZnSOD) no citoplasma e a manganés na
mitocondria (MnSOD). J4 a catalase converte o H,0, em oxigénio molecular e agua.

Contudo, essa via de oxidacdo reversa ndo é completamente efetiva, o que induz a
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geracao de danos cumulativos na célula, o que em ultima andlise é considerado causa
de envelhecimento celular que leva a diminuicdo das fun¢des metabdlicas até culminar

em morte.

Espécies parasitas como T. brucei, T. cruzi e Leishmania ssp., além de lidarem com a
eliminacdo de metabdlitos téxicos enddgenos, enfrentam uma forte carga oxidativa
empregada como defesa pelo sistema imune de seus hospedeiros (Muller et al. 2003).
Por exemplo, a atividade inata antimicrobiana realizada por neutrdfilos e outros
fagécitos é baseada na producdo de superdxidos reativos pela ativacao de oxidases do
tipo NADPH. Contudo, estes organismos possuem sistemas redutores e de
desintoxicacdo que tém papel primordial na sobrevivéncia destes parasitos. As
sequencias dos genomas destes trés tripanossomatideos revelaram a auséncia de
genes para catalase, glutationa redutase e tiorredoxinas redutase que em conjunto
mantém a homeostase reducdo-oxorreducdo (redox) cldssica (El-Sayed et al. 2005).
Contudo, esses organismos possuem enzimas que compdem um sistema Unico
semelhante ao da glutationa e que se baseia num metabolismo redox sustentado por
ditiol tripanotiona [bis(glutationil)espermidina], ou T(SH),, associado a tripanotiona
redutase (TR) que mantém T(SH), na forma reduzida (Krauth-Siegel and Comini 2008).
Além disso, a proteina tiorredoxina (Trx) funciona como um mensageiro redox celular e
é mantida em estado reduzido pela flavoenzima tiorredoxina redutase (TrxR),
reforcando a importancia do sistema envolvendo tripanotiona nestes organismos.
Além disso, ocorre sanitizacdo de hidroperdxidos por triparredoxinas peroxidases
(TXNPx) (Hofmann et al. 2002). Em T. cruzi, a transformacdo de epimastigotas para

tripomastigotas metaciclicos infectivos, por exemplo, € acompanhada da expressao e
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tradugdo de algumas destas enzimas. Contudo, embora haja uma abundancia de
enzimas antioxidantes, os tripanossomatideos sdo extremamente vulnerdveis ao
estresse oxidativo, provavelmente pela pronunciada deficiéncia de suas peroxidases
qguando comparadas com as enzimas de mamiferos (Flohe et al. 2002). De fato, todas
as formas encontradas no ciclo de T. cruzi sdo capazes de metabolizar H,0, apenas em

baixas doses (Carnieri et al. 1993).

1.5 - Danos causados ao DNA mitocondrial pelo estresse oxidativo

A cadeia respiratéria mitocondrial constitui uma das fontes primarias de ROS em
mamiferos. Nela ocorre transporte de elétrons provindos da oxidacdo do NADH
através de trés complexos (I, Ill e IV) finalizando com redugdo do oxigénio (Turrens
2004). Adicionalmente pode ocorrer entrada de elétrons na cadeia pelo complexo Il
(succinato desidrogenase). Todavia, o sistema ndo é totalmente eficiente e ocorre
vazamento de elétrons da cadeia transportadora de elétrons para a matriz
mitocondrial, levando a reag¢des aleatdrias de oxidagdao com subsequiiente formacao de
ROS (Huang and Manton 2004), sendo que os complexos | e Il sdo reconhecidos como
locais principais de escape de elétrons. Considerando que a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial é responsavel pela grande maioria da producdo de ROS
intracelular em mamiferos, espera-se que a propria mitocondria seja o principal alvo
para danos oxidativos. Esta associacdo também poderia ser extendida para outros
organismos que também possuem esta organela, como os tripanosomatideos. A teoria
do envelhecimento mitocondrial propde que, com o passar do tempo, um acumulo de
danos oxidativos a mitocondria causaria um envelhecimento da organela e liberacdo

gradativa de mais ROS para os compartimentos mitocondrial, citossdlico e nuclear (Van
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Remmen and Richardson 2001), levando a uma redug¢do na producdo de energia e a
um comprometimento celular geral. Em mamiferos, o DNA mitocondrial é altamente
susceptivel a oxidacdo, pois estd em intimo contato com a membrana mitocondrial
interna (onde as espécies reativas sdo geradas) e ndo é compactado por histonas como
no caso do DNA nuclear, o que protegeria o material genético do contato com as ROS
(Van Remmen and Richardson 2001). Em mamiferos, o dano oxidativo ao DNA
mitocondrial é mais amplo, rapido e persistente comparado ao DNA nuclear (Yakes
and Van Houten 1997) e ocorre numa freqiiéncia aproximadamente 20 vezes maior do

que no DNA nuclear (Richter et al. 1988).

O estresse oxidativo ao qual o DNA mitocondrial estda submetido causa
primariamente danos em bases nitrogenadas e no arcabouco acucar-fosfato;
adicionalmente ocorrem quebras de fita simples (do inglés single strand breaks, SSB) e
de fita dupla (do inglés double strand breaks, DSB) (Slupphaug et al. 2003). As DSBs sdao
geralmente letais se nao reparadas por um mecanismo especifico de reparo de DNA,
enguanto que bases danificadas podem ser mutagénicas, citotéxicas ou ambas. Mais
de 20 tipos diferentes de lesdes oxidativas em bases nitrogenadas foram identificadas,
sendo consideradas como de maior ocorréncia a 7,8-diidro-8-oxoguanina (comumente
chamada 8ox0G), timina glicol, formamidopirimidinas e sitios apurinicos/apirimidinicos
(sitios AP). De todas estas, a 80xoG esta presente em grande quantidade e possui alto
potencial pré-mutagénico. A formacdo de 8oxoG envolve um primeiro passo de reacdo
de um radical hidroxila altamente reativo com o carbono na posi¢cdo 8 de uma guanina
com formacdo de um aduto C8-OH. Em seguida ocorre perda de um elétron e um

préton, gerando a 8oxoG. O aduto C8-OH também poderia ser reduzido pela adicdo de
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um elétron e um préton, o que geraria 7-hidro-8-hidroxiguanina que seria convertida a
2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FaPy), o segundo maior produto de
oxidacdo da guanina. A forma tautomérica predominante da 8oxoG possui um
grupamento carbonila no carbono 8 e tem o nitrogénio 7 protonado, o que favorece
uma conformacdo syn que facilita um mal-pareamento do tipo Hoogsteen com uma
adenina, enquanto que a preferéncia é anti quando pareado corretamente com uma
citosina (Krahn et al. 2003). A quantidade de DNA oxidado no genoma é massiva,
sendo que as taxas estimadas da relagdo 8oxoG/guanina, medida em diversos tipos
celulares, variaram de 0,5 até 4,24 x 10°° (Gedik and Collins 2005). Também foi possivel
verificar que, em humanos, a propor¢ao de mutacdes no mtDNA pdode ser diretamente
correlacionada com a quantidade de 8oxoG detectada (Lu et al. 1999). A manutencgao
tanto do genoma mitocondrial e nuclear é realizada por diversas vias de reparo de
DNA ja bem caracterizadas em mamiferos, bactérias e leveduras, mas ainda pouco
conhecidas em outros organismos unicelulares como os membros da ordem

kinetoplastida.

1.6 - Mecanismos de reparo de DNA

Tanto o DNA nuclear quanto o mitocondrial sdo continuamente modificado por
fatores endoégenos (gerados pelo proprio metabolismo da célula) e exdgenos. A
funcionalidade do genoma e a transmissdo da informacdo genética dependem de uma
elevada fidelidade na replicacdo do DNA e na maxima recuperacdo da informacao
perdida na sequéncia em decorréncia do dano. Para tanto, os organismos

desenvolveram uma série de vias de reparacdo de DNA especializadas em reconhecer
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diversos tipos de lesdes. Segue abaixo um panorama geral de todas as vias de reparo e

os tipos de lesdes especificas que sdo reconhecidas por elas.

As células contam com um sistema de reversdo direta de lesdes alquilantes e
metilantes. Um exemplo é a lesdo O°-alquilguanina decorrente da transferéncia de
grupamentos metil ou etil para guaninas. A reversdo desta lesdo é mediada pela
enzima O°-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) em mamiferos, que transfere o
grupamento alquil para uma cisteina presente em seu sitio ativo. Outro exemplo
envolve a dioxigenase AlkB de E. coli, envolvida na reversdao de 1-metiladenina (1meA)

e 3-metilcitosina (3meC) para adenina e citosina, respectivamente (Hakem 2008).

A exposicdo celular a radiagao ionizante leva a indugdo de grande numero de SSBs
na fita de DNA, que também podem surgir em decorréncia de parada da forquilha de
replicagdo. As DSBs também surgem diretamente pela radiacdao ou pela evolugao de
quebras simples e sdo consideradas letais se ndo forem reparadas (Neijenhuis et al.
2009). Em bactérias e leveduras, as DSBs sdo preferencialmente reparadas por
recombina¢do homdloga (do inglés homologous recombination, HR), processo que tem
a participacdo fundamental da proteina Rad51 que medeia o pareamento e a troca de
filamentos entre moléculas de DNA homdélogas (Conway et al. 2002). Em mamiferos,
mais de 90% das DSBs sdo reparadas pela via de jung¢do de extremidades ndo-
homdlogas (do inglés non-homologous end-joining, NHEJ) (Sonoda et al. 2006; Kanaar
et al. 2008). Embora ndo haja indicios de genes homadlogos para a via do NHEJ tanto
em T.brucei quanto em T. cruzi (El-Sayed et al. 2005; Burton et al. 2007), estudos
mostraram uma HR funcional em T. cruzi e envolvimento da via na resisténcia a

radiacdo ionizante (Regis-da-Silva et al. 2006). Adicionalmente, a via de reparo de mal-
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pareamentos (do inglés mismatch repair, MMR) estd envolvida no reparo de pequenas
insercoes, delecdes e bases mal-pareadas que ocorrem espontaneamente durante a
replicacdo do DNA, sendo que uma falha neste sistema resulta em instabilidade de
microssatélites (Jiricny 2006). Estudos baseados na caracterizacdo do gene MSH2
demonstraram a existéncia do MMR em T. cruzi e T.brucei (Augusto-Pinto et al. 2001).
Algumas evidéncias indicam que ocorrem variacdes na eficiéncia do MMR entre cepas
pertencentes a linhagens filogenéticas distintas em T. cruzi (Augusto-Pinto et al. 2003;
Bell et al. 2004), o que poderia estar correlacionado com variacdes na variabilidade
genetica entre os diversos grupos de parasitos (Machado et al. 2006). Além disso, o
estudo do gene msh2 em T. cruzi e em T. brucei revelou o envolvimento dessa proteina
chave da via do MMR também na resposta a danos de natureza oxidativa (Machado-

Silva et al. 2008).

As vias de reparo de excisGo de nucleotideos (do inglés nucleotide excision repair,
NER) (Leibeling et al. 2006) e reparo por excisGo de bases (do inglés base excision
repair, BER) contam com um mecanismo geral comum que envolve o reconhecimento
da lesdo, excisdo da base lesionada ou de trecho do oligonucleotideo que a flanqueia e
reconstituicdo do filamento utilizando a informacdo contida na fita ndo-lesionada, o
gue geralmente é feito por DNA polimerases dependente de molde. Enquanto o NER é
responsavel por reparar lesdes causadas por radiacdo ultravioleta, mutagenos e drogas
gue transferem adutos para o DNA (Leibeling et al. 2006), o BER esta envolvido na
correcdo de danos causados a bases Unicas no DNA, sitios abdsicos e SSBs geradas pela
acdo de espécies reativas de oxigénio, agentes alquilantes e radiacdo ionizante (Wood

et al. 2001).
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O BER também é considerado a principal via de remogao de bases inapropriadas e
reparo de diversos tipos de lesGes de origem endégena ou induzidas pelas ROS,
especialmente danos oxidativos como 8oxoG (Pascucci et al. 2002; Izumi et al. 2003;
Hegde et al. 2008). O processo do BER pode ser reconstituido in vitro (Dianov and
Lindahl 1994; Kubota et al. 1996; Nicholl et al. 1997; Visnes et al. 2008) e inicia-se com
o reconhecimento e excisdo da base lesionada por glicosilases que podem ser
monofuncionais ou bifuncionais (Figura 4). Glicosilases monofuncionais excisam a base
danificada do DNA, deixando um sitio AP (apurinico/apirimidinico) que é reconhecido
por uma AP endonuclease (APE) que cliva a ligacdo N-glicosidica presente no
arcabouco ribose-fosfato a 5’ do sitio abdsico levando a formag¢do de um grupamento
5’-desoxirribose-fosfato (dRP). Glicosilases bifuncionais possuem uma atividade de
liase associada que cliva o arcabouco de DNA a 3’ do sitio AP seguida da remogao da
base. Neste caso a atividade de diesterase 3’ da APE é necessdria na excisao do
grupamento 3’-dRP antes da sintese de DNA. Glicosilases monofuncionais humanas
como UNG, TDG e SMUGL1 estdo envolvidas na remogao de uracila, timina e uracilas
modificadas por hidroxilacdo e metilacdo, respectivamente (Zharkov and Grollman
2005). Ja as glicosilases Tag e AlkA, também monofuncionais, possuem especificidade
para bases purinicas alquiladas, enquanto que MutY (MYH em humanos) remove
adenina pareada a guanina e 8oxoG (Slupska et al. 1999). Glicosilases bifuncionais
bacterianas como Nth e Nei sdo especificas para pirimidinas modificadas por ROS e
possuem contrapartes identificadas em humanos com a mesma atividade (Zharkov and
Grollman 2005). Ja a glicosilase bifuncional Fpg bacteriana (0GG1 em humanos) excisa
80x0G do DNA (Smart et al. 2006). Todas as glicosilases iniciam o reparo de todos os

substratos do BER (com excecdo de sitios AP) (Zharkov and Grollman 2005). O projeto
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genoma de T. cruzi permitiu a identificacdo de genes ortélogos para as glicosilases
0GG1, MutY e UDG, que a principio estariam desempenhando as mesmas funcdes das
glicosilases humanas. Contudo ja se sabe que a UDG é a Unica glicosilase de reparo de
uracilas em T. cruzi e que atua exclusivamente no BER de via curta nestes organismos
(Pena-Diaz et al. 2004). Ainda ndo se sabe se estas glicosilases atuam especificamente
num BER nuclear ou mitocondrial ja que a localizacdo celular das mesmas ainda ndo foi

determinada.

Apds remocdo da base danificada por glicosilases e da acdo da AP endonuclease, a
DNA polimerase beta (polf), que é uma polimerase dependente de molde e que
pertence a familia X das DNA polimerases (Hubscher et al. 2002), executa um papel
dual que envolve a remogdo do grupamento dRP caracterizando sua ag¢do de liase e
insercao de uma base através de seu subdominio de nucleotidil transferase que possui
conformacdo conservada e envolve coordena¢ao de dois ions metalicos em seu sitio
ativo (Steitz 1998). Considera-se que a polf} é a principal efetora da etapa de liase no
BER (Sobol et al. 2000; Allinson et al. 2001). A etapa final do BER envolve a formacgao
de uma ligacdo fosfodiéster entre a hidroxila 3" da fracdo ose da base correta que foi
inserida e a hidroxila 5" da ose a jusante por uma DNA ligase. A via de reparo acima
descrita envolvendo reparo de uma Unica base é conhecida como via de reparo curta
(do inglés short-patch BER, SP-BER). Embora ainda ndo se conheca a causa, algumas
vezes ocorre atuacdo da via de reparo longa (do inglés long-patch BER, LP-BER) onde
ha sintese de DNA pela polf} (Asagoshi et al. 2009) ou pelas polimerases replicativas
pole ou pold, sendo que a montagem da maquinaria é coordenada por PCNA (Biade et

al. 1998; Fortini et al. 1998; Stucki et al. 1998; Fortini and Dogliotti 2007). A sintese de
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DNA se extende por um trecho de duas a seis bases com deslocamento da fita e
clivagem do filamento deslocado por uma flap endonuclease (FEN1) (Figura 4), passo
este que precede a etapa final de ligacdo por uma DNA ligase. Nesta etapa é essencial
a presenca da proteina XRCC1 que se acredita interceder na montagem do arcabouco
da maquinaria de reparo por interagir tanto com a DNA ligase quando com a polf,
PARP-1 (envolvida na sinalizacdo de danos ao DNA)(Dantzer et al. 2000) e APE1l

(Dianova et al. 2004).

As vias de reparo do DNA nuclear sdo muito melhor compreendidas em humanos
do que as vias mitocondriais. Embora varias proteinas de reparo no nucleo ja tenham
sido identificadas e estudadas in vitro (incluindo aquelas participantes do SP-BER e LP-
BER), o reparo de DNA mitocondrial foi muito menos investigado. Embora todas as vias
descritas anteriormente atuem no nucleo, evidéncias sugerem atua¢ao na mitocondria
somente das vias de NHEJ e BER, especificamente o SP-BER (Bohr et al. 2002) embora
evidéncias indiquem presenca também das vias MMR e HR (de Souza-Pinto et al.

2008).

1.7 - O papel da DNA polimerase beta no reparo de DNA em eucariotos
Como citado anteriormente, a polf3 estd envolvida nas etapas de liase e polimerase

do BER e pertence a familia X das DNA polimerases. Baseado em homologia de

sequencias e similaridades estruturais, as DNA polimerases foram agrupadas em cinco

familias diferentes: A, B, C, X e Y (Hubscher et al. 2002). Enquanto a poly mitocondrial
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Figura 4 - Representagdo esquematica da via de reparo por excisao de bases (BER)

A via inicia-se pelo reconhecimento da base danificada tanto por glicosilases
monofuncionais que clivam a ligacdo N-glicosidica que liga a base a desoxirribose;
glicosilases bifuncionais possuem uma atividade de liase associada e podem clivar o sitio
AP gerando uma terminagao 3’ bloqueada pelo produto da liase que pode ser removida
pela endonuclease APEL. O sitio AP gerado pelas glicosilases monofuncionais também
podem sofrer agdo de APE1l levando a formagdo de uma extremidade 3'OH e
5’desoxirribose-fostato (dRP). Na via curta do BER, onde ha reparo de uma Unica base, a
polf} é responsavel pela remogdo do dRP (liase) e inser¢do da base correta de acordo
com a informacdo contida no outro filamento de DNA. Na via longa, ocorre
deslocamento de um filamento de 2 a 6 bases pelas polimerases replicativas d e € que
dependem de PCNA, e excisdo do filamento por uma flap endonuclease (FEN1). A fase
final de ambas as vias envolve ligacdo da quebra por ligases. Ainda ndo se sabe quais
fatores determinam a escolha da via curta ou longa. Figura adaptada de (Sung and
Demple 2006).
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faz parte da familia A, as polimerases replicativas eucaridticas (pola, pold, pole e pol()
pertencem a familia B. Os membros da familia Y (polk, poln, polt e Revl) exibem sitios
ativos de polimerizagdo mais abertos e maior flexibilidade de dominios de ligacdo ao
DNA, o que permite a acomoda¢dao e bypass de varios tipos de lesGes no DNA,
principalmente dimeros de pirimidinas induzidos por luz UV e fotoprodutos (6-4)
levando a uma baixa fidelidade na incorporacdo de nucleotideos (10 a 10™*)(Yang and
Woodgate 2007) (Prakash et al. 2005). Em contrapartida, a familia X, representada
pelas polimerases polf3, pol), poly e TdT, sdo DNA polimerases distributivas (isto &,
envolvidas na sintese de segmentos muito curtos de DNA) e estdo envolvidas no
reparo de lesdes no DNA (Uchiyama et al. 2009). Embora todas as polimerases
conhecidas apresentem sequencias de aminoacidos muito diferentes, elas
compartilham uma conformacdo tridimensional que se assemelha a mao direita
humana composta de trés dominios distintos denominados palm (palma), thumb
(deddo) e fingers (dedos), sendo que o dominio da palma é o mais conservado entre os
trés e abriga residuos de acido aspartico altamente conservados que compdem a

triade catalitica do sitio ativo de polimeriza¢cdo (Hubscher et al. 2002).

A atividade da polf} é essencial para progressao do BER, principalmente da via
curta (Prasad et al. 1998). A estrutura cristalografica da enzima de rato e humana
revelaram um mondmero de massa aproximada de 39kDa (Sawaya et al. 1994;
Pelletier et al. 1996) composto por um dominio de 8 kDa responsavel pela atividade de
liase e outro de 31 kDa que abriga o sitio catalitico de polimerizacdo (Kumar et al.
1990a; Kumar et al. 1990b; Prasad et al. 2005). A caracterizagdo in vitro da polf} de

mamiferos mostrou que a mesma é mutagenica por apresentar erro de substituicdo de
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base numa taxa calculada entre 0.3 e 2.8 bases erroneamente incorporadas a cada 10*
bases inseridas (Matsuda et al. 2003), valor considerado alto quando comparado as
mesmas taxas das DNA polimerases replicativas pole (entre 2x10° a
5x107) (Shcherbakova et al. 2003) e pold (menor que 1.3x10™) (Fortune et al. 2005).
Este valor poderia ser explicado pela auséncia de atividade revisora exonucleasica 3’-5’
da polf (Singhal and Wilson 1993). Também foi verificado que a polf} é capaz de
incorporar AZT-trifosfato (AZT-TP) e didesoxicitidina (ddCTP) no DNA levando a
terminacdo da elongacdo do DNA (Parker et al. 1991; Copeland et al. 1992). Um estado
de haploinsuficiéncia para o gene da polf em camundongos com redugdo de 50% na
expressdao da proteina leva ao aparecimento de tumores de origem linfoide e
adenocarcinomas (Cabelof et al. 2006), enquanto que mutacdes no gene da
polimerase beta estdo altamente associadas a ocorréncia de diversos tipos de cancer
(Dalal et al. 2005; Sliwinski et al. 2007; Dalal et al. 2008; Simonelli et al. 2009)
considerando que 30% de todos os tumores ja estudados apresentam variantes de
polB, sendo que quase a metade destas variantes sao por alteragdo de um Unico

aminodcido (Starcevic et al. 2004).

1.8 - Estudos envolvendo polimerase beta em tripanossomatideos
Alguns trabalhos buscaram caracterizar a pol} em alguns membros da ordem
kinetoplastida. Em C. fasciculata, essa proteina, que se apresenta localizada
exclusivamente na mitocéndria, possui uma atividade de liase deficiente na liberacao
do grupamento dRP (Torri and Englund 1995; Saxowsky et al. 2002). Curiosamente, a
polB de L. infantum foi localizada no nucleo e niveis protéicos da polimerase em

extratos de células em fase estacionaria de crescimento mostram-se elevados (Taladriz
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et al. 2001). J4 em T. brucei, buscas por homologia no banco de dados do genoma
evidenciaram a existéncia de polf (Klingbeil et al. 2002; Saxowsky et al. 2003)
apresentando 70% de identidade na sequéncia primaria de aminodacidos com a polf3 de
C. fasciculata. A polf de T. brucei foi localizada nos sitios antipodais do cinetoplasto.
Outra polimerase beta, denominada polimerase beta-PAK (polBPAK), possui uma
extensdao C-terminal curta e uma porgao N-terminal longa rica em alaninas, lisinas e
prolinas (dai a denominagdo PAK). Essa polimerase foi imunolocalizada também no
cinetoplasto de T. brucei. Tanto a polf} quanto a polBPAK possuem atividade de
nucleotidil transferase e de liase; porém tém atividade diferencialmente modulada in
vitro por KCl, MgCl, e pH, além de se localizarem em regides distintas do kDNA

(Saxowsky et al. 2003).

O genoma de T. cruzi também codifica duas DNA polimerases betas, polf e
polBPAK. As sequencias preditas de aminodcidos dos dois alelos da cepa hibrida CL
Brener para cada uma das polimerases estdo depositadas no banco de dados do
GeneDB (www.genedb.org) sob os nomes sistemdticos Tc00.1047053507063.90 e
Tc00.1047053503955.20 para polf e Tc00.1047053503953.59, e
Tc00.1047053507063.100 para polBPAK (El-Sayed et al. 2005). O alinhamento das
sequéncias primdrias de aminoacidos das duas proteinas, juntamente com as
sequencias das DNA polimerases beta de T. brucei e a polf de rato, mostrou a
conservacdo dos 27 residuos invariantes encontrados em DNA polimerases da familia X
(Sawaya et al. 1994). Isto inclui a triade de aspartatos que participam na coordenacdo
de ions metalicos durante o processo de polimerizacdo (D190/D192/D256, de acordo

com a sequencia da pol3 de rato), além de outros residuos envolvidos na ligagcdo ao
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DNA, contato com dNTPs e na atividade de liase (Figura 5). Foi mostrado que ocorre
producdao do mRNA e da enzima polf} tanto em epimastigotas quanto tripomastigotas
nao-replicativos, sugerindo que esta enzima deva possuir um fun¢do adicional aquela
previamente descrita envolvendo replicacdo do kDNA em formas replicativas (Venegas
et al. 2009). Experimentos in vitro realizados pela aluna Débora de Oliveira Lopes
durante seu doutoramento avaliaram algumas propriedades bioquimicas da polf} e
polBPAK de T. cruzi. As atividades de nucleotidil transferase de ambas as proteinas
recombinantes sdo diferencialmente moduladas por NaCl, sendo que a pol3PAK é mais
sensivel a altas concentracdes de sal (Figura 6-A). Contrariamente, a polBPAK
recombinante de T. brucei é estimulada in vitro por altas concentragdes de KCl e MgCl,
(Saxowsky et al. 2003). Também foi verificado que a temperatura 6tima de
polimerizacdo da polB de T. cruzi é de 37°C, enquanto que a da polBPAK é de 42°C.
Outra diferenca entre as duas polimerases se refere a interferéncia do pH na
capacidade de polimerizagdao. Foi verificado que a polBPAK de T. cruzi tolera uma
variagao maior no pH do que a polf} (Figura 6-B e 6-C, respectivamente), dado que é
bastante similar aquele constatado para as mesmas proteinas de T. brucei (Saxowsky
et al. 2003). Adicionalmente, a aluna Débora de Oliveira Lopes também mostrou
através de ensaios de extensao de primer fluorescente in vitro que somente a polBPAK
foi capaz de sintetizar DNA na presenca de 8oxoG e mal-pareamento adenina:citosina
em substratos sintéticos (Figura 7), evidenciando um possivel papel de sintese

translesdo para esta polimerase .

Os dados experimentais provindos dos estudos das DNA polimerases polf e

polBPAK de tripanossomatideos, principalmente em T. cruzi e T. brucei, sugerem a
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Figura 5 - Alinhamento das sequéncias preditas de aminoacidos das DNA polimerases
polf e polBPAK de T. cruzi e T. brucei e da polf de R. novergicus

Dados estruturais da polf de rato foram utilizados como referéncia na comparagdo com
as polimerases dos parasitos na identificacdo de residuos chave e delimitagdo de
dominios funcionais. Os ndmeros indicam a posi¢do relativa dos residuos em relagao a
porgdo N-terminal. As linhas coloridas indicam a extensdo linear dos quatro dominios
descritos para a polimerase de rato: 8-kDa (1-87, linha alaranjada), dedos (88-151, linha
verde), palma (152-262, linha azul claro) e deddo (263-335, linha azul escuro). Residuos
idénticos estdo marcados em preto, enquanto que substituicdes conservativas estdo
marcadas em cinza de acordo com o agrupamento funcional dos aminodacidos a seguir
(utilizando simbologia de Unica letra): GASTCP; KHR; DE; MVIL; HFYW. Os 27 residuos
invariantes da familia X das DNA polimerases (Steitz 1998) estdo indicados por asteriscos
vermelhos acima das posi¢Ges alinhadas. Os simbolos posicionados acima de residuos
especificos indicam envolvimento na ligacdo ao DNA (circulos), ligantes de dNTP e
metais (circulos pontilhados), envolvimento na interagdo entre os dominios de palma e
deddo (triangulos invertidos) e na atividade de liase (circulos cinza).
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Figura 6 - Andlise das atividades de polimerizagdo da polp e polpPAK em diferentes
condigdes

As proteinas recombinantes polf3 (e) e polBPAK (M) (1ug por reagdo) foram incubadas
com 50mM de um substrato (anelamento de um iniciador marcado com fluoresceina em
sua extremidade 5’ anelado a um oligonucleotideo de tamanho definido) e tampao
contendo diferentes concentracées de (A) Nacl, (B) temperatura e (C) pH. Os dados
representam a médiatdesvio padrdo de trés experimentos independentes.
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Figura 7 - Sintese de DNA em um oligonucleotideo contendo 8oxoG

A, Representacdo esquemadtica do oligonucleotideo contendo a lesdo anelado ao primer
M13. B, Representacdo do substrato sintético contendo um mal-pareamento
adenina:citosina e do substrato sem a lesdo. C e D, Padrdo de picos obtidos em um
sequenciador automatico para os ensaios de extensao de primer na presenca de 8oxoG
e mal-pareamento, respectivamente. As proteinas recombinantes pol3 e pol3PAK de T.
cruzi foram incubadas separadamente com 50nM de cada uma das constru¢des em
condi¢Bes 6timas de polimeriza¢do a 37°C durante 30 min.



presenca de um BER mitocondrial dependente da participagdo das duas enzimas.
Todavia, muitas questdes ainda precisam ser esclarecidas com o intuito de melhor
entender a participacdo e o envolvimento destas polimerases nos processos de
replicacdo do cinetoplasto e de reparo do genoma mitocondrial, considerando que o
kDNA é uma estrutura morfologicamente complexa e que sua integridade é
certamente vital para o parasito durante seu ciclo de vida e no momento da infeccao.
Desta maneira, novas abordagens in vivo e in vitro sdo necessarias no fornecimento de
evidéncias bioquimicas funcionais. Estes dados irdo consolidar melhor o modelo
tedrico que tenta explicar a participagdo da polf3 e da polBPAK na manutengao do DNA

mitocondrial de T. cruzi.
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2 - Objetivos

Caracterizar a DNA polimerase beta (polf}) de Trypanosoma cruzi e investigar o seu
envolvimento no Reparo por Excisdo de Bases e a resposta ao estresse oxidativo na

manuteng¢ao do DNA mitocondrial do parasito.

Objetivos especificos

1. Verificar atividade de liase para a polf3 e polf3 PAK in vitro;

2. Verificar se uma mutag¢do de fenilalanina para tirosina no residuo 395 da polf3
confere capacidade de sintese de DNA in vitro na presenca de 8oxoG e mal-

pareamento;

3. Avaliar a resposta em parasitos selvagens e linhagens transfectadas de T. cruzi
superexpressando a polf} aos tratamentos com AZT, benzonidazol e tratamento
com agentes genotoxicos geradores e ndo-geradores de estresse oxidativo;

4. Comparar o acumulo de 8oxoG no cinetoplasto dos clones superexpressores
em relacdo a células controle;

5. Verificar a localizagdo subcelular da pol} nas formas epimastigotas,
amastigotas intracelulares e tripomastigotas sanguineos de T. cruzi;

6. Verificar a localizagdo subcelular da polf3 em epimastigotas e tripomastigotas

submetidos a estresse oxidativo e ao longo do ciclo celular de epimastigotas;
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3.1 - Bactérias e parasitos utilizados

3.1.1 - Bactérias

Utilizamos bactérias da espécie Escherichia coli eletrocompetentes pertencentes as
cepas DH5a (supE44 lacU169 ($80lacZ M15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thil relAl)
(Hanahan 1983) e BL21 (gendtipo lambda DE3 lysogen, F-, ompT, rB-, mB-)
(Stratagene). As bactérias foram crescidas em meio de cultura 2xYT (1,6 % de triptona,
1% de extrato de levedura, 0,5% de NacCl, pH 7.4) a 379C ou 302C, na presenca ou na

auséncia de 100 ug/mL de ampicilina.

3.1.2 - Parasitos

Parasitos do clone CL Brener de Trypanosoma cruzi foram cedidos pelo Dr. Egler
Chiari, do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG. Formas epimastigotas foram
mantidas em fase exponencial de crescimento (5x10° a 2x10’ parasitos/mL) por
passagens regulares em meio LIT (liver infusion tryptose) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab), 100 U/mL de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina
(Invitrogen) a 282C (Camargo 1964). As formas tripomastigotas de cultura de células
foram obtidas do sobrenadante de células LLCMK, infectadas e mantidas em meio
Eagle modificado por Dulbecoo-DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal
bovino e mantidas a 37°C em 5% CO,. Para obtenc3o de amastigotas, células LLCMK,
foram crescidas nas mesmas condi¢cdes acima em laminulas, sendo posteriormente

infectadas com tripomastigotas. As laminulas foram lavadas apds 3 dias para retirada
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das formas tripomastigotas, e os amastigotas presentes no interior das células

infectadas foram utilizados diretamente nos experimentos de imunolocalizacao.

3.2 - Manipulacao de DNA in vitro

3.2.1 - Iniciadores e oligonucleotideos

A relacdo completa dos iniciadores utilizados neste trabalho esta organizada no
Quadro I. A sintese dos mesmos foi realizada pela empresa Alpha DNA (Montreal,
Canada). A ressuspensdo dos precipitados liofilizados foi feita em uma quantidade
calculada de agua deionizada de modo a chegarmos a uma concentragdao de 200 uM.

Apds diluicdo procedemos com estocagem adequada dos tubos a -202C.

3.2.2 - Obtencao de DNA e amplificacdo por PCR (Reacao em Cadeia da
Polimerase)

O DNA genbmico total do clone CL Brener foi cedido por Carlos Gustavo Régis da
Silva e Helder Magno Silva Valadares, ex-alunos de doutorado do Laboratério de

Genética Bioguimica do Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG.

Cada PCR, realizada num volume final de 15 plL, consistiu de tampado da reacao
1B 10X (100mM Tris-HCI pH [8,8], 15 mM MgCl, e 750 mM KCl), 25 pM de dNTPs,
0,7uM de cada iniciador e 0,15uL correspondendo a 0,5 unidade de Tag DNA
polimerase (Phoneutria). As reacbes foram conduzidas em termocicladores

automaticos programados do seguinte modo:

Passo 1 - desnaturacdo inicial de 95 °C durante 3 min;

Passo 2 - 35 ciclos compostos por desnaturacdo de 94 °C por 1 min, anelamento a

55°C durante 1 min e extensao a 72 °C durante 2 min.
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Passo 3 — 72°C por 10 minutos (extens3o final)

Passo 4 — 4°C até armazenagem a -18°C em congelador

3.2.3 - Eletroforese em gel de agarose

Os produtos finais de PCR contendo os amplicons foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 0,8% dissolvida em tampao TAE (Tris-acetato 90 mM; EDTA 2 mM) e
contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio. Apds ser submetido a uma voltagem de 80
V por aproximadamente 50 minutos, os fragmentos individualizados foram

identificados pela incidéncia de luz UV emitida por transluminador.

3.2.4 - Purificacdao de DNA imobilizado em agarose

Acidos nucléicos imobilizados em agarose sélida foram recuperados para processos
posteriores utilizando o kit Wizard PCR Cleanup System (Promega). De modo resumido,
este sistema envolve dissolucdo do fragmento de agarose em tampdo especifico a
65°C. A solucdo obtida é aplicada numa coluna que possui uma membrana de silica
gue tem afinidade por DNA. Apds breve incubacdo do sistema em temperatura
ambiente, forca-se a passagem desta solucao pela membrana através de centrifugacao
e, apos duas lavagens, o DNA pode ser eluido aplicando-se na membrana agua
deionizada ou tampado TE (pH 8.0). O DNA presente na solucdo eluida foi quantificado

no aparelho NanoDrop (Thermo Scientific).

3.2.5 - Clonagens

3.2.5.1 - Banco de dados
A sequéncia de bases nitrogenadas referente ao gene da DNA polimerase beta de

T. cruzi, localizado no cromossomo 21, foi recuperada do banco de dados do GeneDB
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(www.genedb.org) sendo que o alelo escolhido esta depositado sob o nome
sistematico Tc00.1047053507063.90. A sequéncia obtida foi utilizada para desenho de
iniciadores especificos para amplificacdo de todo o gene, com adicdo de sitios
reconhecidos por enzimas de restricdo especificas em suas extremidades 5 (ver

Quadro I).

3.2.5.2 - Clonagem da polf no plasmidio pGEM

Todos os amplicons utilizados em subclonagens subseqiientes foram inicialmente
clonados nos vetores pGEM-T ou pGEM®-T Easy (Promega) de acordo com a
adequacdo dos sitios de restricdo. Este vetor possui duas timinas protuberantes, uma
em cada extremidade 3’, que se pareiam inespecificamente com adeninas também
protuberantes que sdo incorporadas pela Tag polimerase durante a reacdo de PCR, o
gue aumenta a eficiéncia de ligacdo direta dos produtos de PCR ao vetor. A liberacdo
de fragmentos do plasmidio pGEM foi realizada com enzimas de restricdo especificas
que liberou fragmentos com pontas adesivas ou coesivas orientadas a serem clonadas

em outros vetores.

3.2.5.3 - Construgdo da polf com mutacdo pontual no vetor pMAL
Utilizou-se a estratégia de mutacdo sitio-dirigida para clonagem de uma
proteina recombinante portadora de mutacdo trocando uma fenilalanina para tirosina
no cédon 395 no gene da polf de T. cruzi. Amplicons de polf3 portando a mutacao
F395Y foram gerados por PCR utilizando os primers 5betaEcoR! e Polbetatyr (Quadro I),
sendo que este ultimo é portador da mutacdo a ser incorporada na por¢do C-terminal
da proteina. Apds clonagem em pGEM realizamos uma digestdo dupla overnight com

as enzimas EcoRl e Xbal em tampado apropriado. O material digerido foi aplicado em
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gel de agarose 0,8% e os fragmentos de interesse foram purificados de acordo com o
processo descrito no item 3.2.4. Estes fragmentos foram clonados em fase no
plasmidio pMAL-g2 (New England Biolabs) abaixo do cassete do gene malE que
codifica a proteina ligadora de maltose (MBP, do inglés maltose binding protein),

gerando a constru¢do denominada pMALMBPpolmut.

3.2.5.4 - Clonagem da polf no vetor pROCK

Para geracdo e isolamento de clones de T. cruzi superexpressando polf, foi
necessario a amplificacdo por PCR do alelo selvagem previamente descrito a partir de
DNA genbémico da cepa CL Brener. Para tanto, utilizamos os primers SbetaXbal
(forward) e pb3’EcoRIl (reverse) que carregam sitios de reconhecimento para as
enzimas de restricdao Xbal e EcoRl, respectivamente, nas suas extremidades 5’ (Quadro
I). Os amplicons obtidos foram clonados em pGEM. Uma digestdo dupla integral com
as mesmas enzimas liberou fragmentos carregando extremidades adesivas apropriadas
gue foram subclonados no plasmidio pROCKNeo (DaRocha et al. 2004)(ANEXO 1),
gerando o plasmidio pROCKpolf3Neo. Foi necessario utilizar um adaptador com ponta
adesiva para EcoRl a 5" e outra para Xhol a 3" através do anelamento parcial dos oligos
Adpt_pbEcoRI e Adpt_pbXhol (Quadro 1). Esta estratégia se tornou vidvel admitindo
que o amplicon para o gene da Tcpolf} possui sitio interno para restrigdo com a enzima
Xhol, o que impossibilitaria a retirada do cassete completo do plasmidio pGEM caso
tivéssemos inserido um sitio de Xhol no primer reverse no momento da clonagem do

gene em pGEM.
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3.2.5.5 - Clonagem no plasmidio pTREX em fusdo com a proteina verde
fluorescente
Amplicons referentes ao gene completo da polf de T. cruzi da cepa CL-Brener
foi obtido lancando mao dos primers 5betaXbal e pb3’EcoSTP (QUADRO I) através de
protocolo de PCR ja descrito. O produto obtido foi purificado a partir de gel de agarose
0,8% utilizando o kit Wizard PCR Clean-up System (Promega, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram quantificados no
aparelho Nanodrop e clonados no plasmidio pGEM T-easy Vector (Promega, EUA),
seguindo orientagées do manual. A construgdo foi posteriormente digerida com as
enzimas Xbal e EcoRl liberando um fragmento orientado a ser subclonado a montante
do cassete de GFP presente no vetor de expressdao pTREXGFP modificado (Vazquez and
Levin 1999)(ANEXO I). Realizamos uma maxipreparac¢do para produc¢do do vetor a ser
utilizado na transfec¢do de acordo com protocolo descrito no item 3.2.7. A transfeccao
de formas epimastigotas da cepa CL Brener com a constru¢do ocorreu de modo
descrito no item 3.5.1. Apds 24 horas, 100 pL cultura transectada de parasitos foi
lavada e fixada em lamina de vidro durante 15 minutos. Em seguida a lamina foi
montada com Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame) e levadas para

visualizacdo em microscopio de fluorescéncia.

3.2.6 - Transformacao de bactérias eletrocompetentes

Células eletrocompetentes foram utilizadas para transformacado com os plasmidios.
A producdo de eletrocompetentes envolve crescimento das células num intervalo de
leitura de densidade optica (DO) ajustado para um comprimento de onda de 600
nandmetros entre 0,6 e 0,8. Apds centrifugacdo a 7500g durante 10 minutos, as células

s3o lavadas 3 vezes com 200mL de 4gua deionizada estéril a 4°C. Novamente, as
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células foram centrifugadas nas mesmas condi¢ées e lavadas com 50mL de uma
solucdo de glicerol a 10%, seguido de solubilizacado final do pellet em 1,4mL de solugdo

de glicerol a 10%, aliquotagem das células e armazenamento em ultrafreezer.

Dois microlitros de DNA proveniente das construcdes plasmidianas, na
concentra¢do de 1ng/uL, foram adicionados a 50 pL de bactérias DH50 ou BL21
eletrocompetentes previamente armazenadas a -80°C e descongeladas no gelo na
hora do uso (Ausubel et al. 2007). Apds incubacdo em gelo por 5 minutos e submissdo
a pulso elétrico de 2,5kV (eletroporador MicroPulser Bio Rad), adicionou-se 200 pL de
meio 2xYT as células transformadas que foram entdo incubadas durante 45 minutos a
37°C sob agitagao com frequiéncia de rotagdo de 180 RPM. Em seguida, 10 e 100puL das
células transformadas foram plagueados em meio 2xYT adicionado de 1,5% de agar
p/v suplementado com 100 pg/mL de ampicilina. As placas foram incubadas por 16

horas em estufa a 372C.

3.2.7 - PCR de coldnia

A triagem de colbnias bacterianas contendo o gene clonado foi realizada por PCR
em volume de 15ulL, mantendo-se as concentrag¢des finais dos reagentes como no
protocolo previamente descrito no item 3.2.1. Pequena quantidade da col6nia
bacteriana era obtida tocando a mesma com uma ponteira de plastico estéril e
introduzindo-a no tubo da reagdo. A presenca de amplicons de tamanho esperado em

gel de agarose 0,8% indicava a presenga do inserto.

3.2.8 - Minipreparacao e maxipreparacao de DNA plasmidiano
A extracdo de DNA plasmidiano foi realizada tanto em pequena escala para

manipulacdes de clonagem de DNA (minipreparacdes) quanto em escalas maiores que
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rendem uma quantidade maior de DNA a ser utilizada em experimentos de transfec¢do
de parasitos (maxiprepara¢des). Em ambos os casos, utilizamos dois kits comerciais
gue se baseiam em lise celular alcalina e purificacdo do DNA na solucdo de lise em
coluna de afinidade. Para maxipreparacdes, 3 mL das culturas bacterianas foram
centrifugadas e o sobrenadante retirado. Para extracdo do plasmidio prosseguimos
com a resuspensao do pellet utilizando o kit Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification
System (Promega, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. J& no caso das
maxipreparacdes, cerca de 500 mL de meio liquido bacteriano crescido overnight foi
centrifugado, o sobrenadante retirado e o processo de extracdao em larga escala seguiu

as recomendacgdes do fabricante do kit Wizard Maxiprep da mesma empresa.

3.3 - Expressao e Purificacao de polp mutante

3.3.1 - Expressao em E. coli da proteina recombinante

Bactérias transformadas com o plasmidio pMALMBPpolfmut foram crescidas em
10mL de meio 2xYT overnight. No dia posterior, o conteudo deste pré-indculo foi
adicionado a 500mL de meio 2xYT suplementado com 100 pg/mL de ampicilina para
uma ODgg 0,1 e incubado a 302C / 180 RPM. A inducdo da expressdo da proteina
recombinante se deu pela adi¢do de 0,6mM de IPTG quando a leitura de ODgqgg atingiu
a faixa de 0,4-0,6. A cultura foi incubada nas mesmas condi¢des e o monitoramento da
expressdao se deu pela retirada de aliquotas a cada 1 hora durante 4 horas. Cada
aliqguota de cultura bacteriana foi centrifugada, o pellet resuspendido em tampao de

proteina 2X que foram resolvidas em gel de SDS-PAGE 8% desnaturante.
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3.3.2 - Purificacdo da proteina

Ap0ds as 4 horas de inducdo, o volume remanescente da cultura (um pouco menos
que 500 mlL) foi centrifugado a 4000 g durante 10 minutos. O pellet bacteriano
resultante foi resuspendido em 25mL de tampdo de coluna (Tris HCl 20 mM pH7.4,
NaCl 200 mM e EDTA 1 mM) e recebeu lisozima na concentragdo final de 2,5mg/mL. O
resuspendido foi congelado a -809C overnight. No dia seguinte as células passaram por
trés ciclos de choque térmico 372C/-802C e foram subsequentemente sonicadas em
amplitude de 30% por 3 ciclos de 45 segundos em gelo (15 segundos on, 5 segundos
off). O produto da sonicacdo foi centrifugado a 9000g durante 30 minutos a 42C, e o
sobrenadante recolhido contendo a proteina de interesse foi diluido cinco vezes em
tampao de coluna (Tris HCL 20mM pH 7.4, NaCl 200 mM e EDTA 1mM). Seguiu-se
protocolo do fabricante para a purificagao da Tcpol3-MBP em coluna de amilose (New
England Biolabs). As 10 fragdes obtidas na purificacdo foram resolvidas em gel de SDS-

PAGE 8% e as proteinas foram dosadas pelo método de Bradford (Bradford 1976).

3.4 - Ensaios in vitro

3.4.1 - Ensaio de polimerizacao in vitro na presenca de 8oxoG e mal
pareamento

As condicbes otimas de polimerizacdo in vitro das proteinas de T. cruzi
recombinantes polf} e polBPAK foram otimizadas anteriormente (Lopes et al. 2008),
sendo que as mesmas condicGes foram utilizadas para o ensaio com a proteina
mutante. Como substrato do ensaio de polimerizacdo na presenca de 8-0xoG, o primer
M13-40 foi anelado ao oligonucleotideo SintM138HG que contem 8oxoG, ambos

listados no Quadro |. Para o ensaio de extensdo de primer na presenca de mal-
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pareamento, o primer M13 foi anelado a um oligonucleotideo de 22 bases de
extensdo, posicionando um mal-pareamento A-C na primeira base da extremidade 3’
do primer a ser extendido. O anelamento para composicdo dos dois substratos
distintos se deu pela incubacdo de 0,8 uM de cada oligonucleotideo em cada par
diluido em agua, desnaturacdo da mistura a 952C por 5 minutos e resfriamento gradual

em bancada até 252C.

O ensaio de extensdo de primers constou da incubacdo da enzima mutante e dos
controles TcpolP e TcpolBPAK com 50mM de cada um dos primers-templates testados,
5mM de DTT, 100ug/mL de BSA, 10 mM de Tris-HCl, pH [7.5], 10mM de MgCl, e 10mM
de dNTPs. As reacdes ocorreram por 30 minutos a 37°C, sendo finalizadas pela adi¢do
de 10 pL de stop solution (80% de formamida deionizada, 10 mM de EDTA pH [8.0], 1
mg/mL de Xileno Cianol e 1 mg/mL de Azul de Bromofenol), aquecidos a 902C durante
2 minutos e transferidos imediatamente para um recipiente com gelo. Os produtos
foram aplicados em um gel SDS-PAGE desnaturante em um seqlienciador de DNA
automatico ALF (Pharmacia). Utilizamos o software AlleleLocator v.1.03 para

visualizacao dos fluorogramas e analise dos dados.

3.4.2 - Ensaio de liase
Para verificar atividade de liase, o oligonucleotideo denominado dRPpbliasel
marcado com o fluoréforo Cy5 na extremidade 3" e contendo uma uracila na posicao
16 foi anelado ao seu complementar denominado dRPpbliase2 de tamanho
semelhante (QUADRO I). Uma quantidade de 4 uM do anelado contendo o mal-
pareamento G-U foi incubada com 0,5 unidade de uracil-N-glicosilase (UDG) de E. coli

(Invitrogen, USA) e 10 mM de DTT em uma reagdao de 10 uL que foi incubada em
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estufa a 379C durante 1h. Em seguida, a reagao foi suplementada com 20 unidades de
endonuclease apurinica/apirimidinica APE1 (New England Biolabs), 8mM de MgCl, e
nova incubacdo a 372C por 1:30 H. A verificacdo de atividade de dRPase intrinseca das
proteinas recombinantes polf e polBPAK se deu pela incubagdo das mesmas em
reagdes de 10uL contendo 1 uM de substrato de DNA pré-incubado com UDG e APE1,
3 uL da enzima purificada, 1 puL de tampdo étimo das polimerases (Tris-HCl 500mM pH
7.5; MgCl, 100 mM), 15 mM de DTT e 3ug de BSA. Apds incubagdo a 372C os produtos
das reagbes foram reduzidos pela adicdo de 300 mM de NaBH,, sendo posteriormente
precipitados com etanol, resuspendidos em 4gua deionizada e misturados com stop
solution. As amostras foram desnaturadas a 952C e aplicadas em um gel SDS-PAGE
desnaturante 20% que foi submetido a deteccdo por laser em um seqiienciador ALF
Express Il automatico (GE Healthcare). Utilizamos o software AlleleLocator v.1.03 para

visualizagao do fluorograma e analise do dados.

3.5 - Geracgao de parasitos superexpressando a polimerase B de T. cruzi

3.5.1 - Transfeccao de parasitos

Um total de 1 x 10® parasitos epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi foi
sedimentado por centrifugacdo a 3000 RPM por 10 min e ressuspendidos em 5mL de
tampdo de eletroporacdo (75% de EPB (NaCl 137mM, KCI 5mM, Na,HPO,; 0,7mM,
Glicose 6mM e Hepes 21mM pH [7,5] ) adicionados a 25% de Citomix (KCl 120mM,
CaCl, 1mM, K,HPO; 10mM, Hepes 25mM, EDTA 2mM e MgCl, 5mM). Cinglienta
microgramas do plasmidio pROCKpolNeo foram linearizados através de incubagdo
com a enzima de restricdio Notl (Promega), passo necessario para ocorrer

recombinagdo e integracdo do vetor nos loci de B-tubulina no genoma do parasito. Os
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parasitos foram novamente centrifugados, resuspendidos em tampao de
eletroporacdo e incubados durante 15" a temperatura ambiente na presenca de 50ug
do plasmidio linearizado, sendo que em seguida foram submetidos a dois pulsos de
0,3KV e 500 uF de capacitancia, com 10 segundos de intervalo entre os pulsos em um
eletroporador Gene Pulser System (Bio-Rad). Parasitos para o controle negativo da
transfeccdo foram submetidos ao mesmo protocolo mas ndo foram incubados com
vetor linearizado. A amostra transfectada foi transferida para 5mL de meio LIT
suplementado com 10% de soro fetal bovino. O antibidtico geneticina G418 (200ug)
(Gibco) foi adicionado a cultura apds 24 horas. A selecdo da populacdo transfectada foi
confirmada apds aproximadamente quatro semanas pela observacdo da sobrevivéncia
de parasitos na garrafa que recebeu o plasmidio e morte da cultura que ndo recebeu a

construcao.

3.5.2 - Selecao de clones transfectantes em meio sdlido

A obtencdo de clones de formas epimastigotas contendo o plasmidio
pROCKpolBNeo foi realizada em meio agar-sangue semi-solido (Goldberg and Chiari
1980). Placas de petri receberam 20 mL de uma mistura de 0,75% de bacto-agar,
48,4% de LIT completo, 48,4% de BHI (Brain Heart Infusion), 2,5% de sangue
defibrinado e 250 ug/ml de G-418. As placas foram semeadas individualmente com
100 ulL de cultura de parasitos na densidade de 102, 10° e 10* parasitos/mL, embaladas
uma a uma com papel craft e mantidas a 282C durante um periodo de 30 dias. Os
clones obtidos apds este periodo de incubacdo foram transferidos para placas de 24
pogos que continham 1mL de LIT suplementado com 200ug de G-418, que foram

mantidas em camara Umida por cinco dias com subseqliente transferéncia dos clones
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sobreviventes para garrafas de cultura de células contendo 5mL de LIT e mesma

concentracao do antibidtico.

3.6 - Northern Blot

3.6.1 - Extracao de RNA total de T. cruzi

Epimastigotas em fase logaritmica de crescimento foram centrifugados a 3000 RPM
durante 10 minutos a 252C. O RNA total foi isolado utilizando-se o RNAeasy Mini Kit
(Qiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante e com o maximo de 5x102 células
por coluna. A concentracdo do RNA total foi medida por absorvancia a 260nm em
Nanodrop (GE HEalthcare). A integridade e qualidade do RNA extraido foram avaliadas
em gel de agarose 0,8% / formaldeido 2%. Cinco microlitros do RNA (2ug) foram
misturados a 25uL de tampdo de amostra (0,75 mL de formamida deionizada, 0,15 mL
de tampdo MOPS 10X, 0,24 mL de Formaldeido, 0,1mL de agua, 0,1 mL de Glicerol e
0,08 mL de Azul de Bromofenol 10% p/v) e incubados durante 15 minutos a 652C. Em
seguida foi misturado 1uL de brometo de etidio 1,0mg/mL a cada amostra. Apos a
corrida, o RNA separado em gel foi visualizado sob a incidéncia direta de luz UV

emitida por transluminador.

3.6.2 - Transferéncia para membrana

O RNA purificado (10pg) foi misturado a tampdo de amostra e submetido a
eletroforese em gel de agarose nas mesmas condicdes como descrito acima. Apds
avaliacdo e visualizacdo das bandas de RNA ribossomal em transluminador, o gel foi
lavado duas vezes durante 20 minutos em solucao SSC 10X. A transferéncia dos RNAs

para membrana Hybond-N (Amersham) se deu por capilaridade durante 24 horas
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(Ausubel et al. 2007). O RNA transferido foi covalentemente fixado a membrana por

crosslink em aparelho UV Stratalinker (Stratagene), seguindo protocolo padrao.

3.6.3 - Marcacao e purificacdo de sonda radioativa

A sonda de DNA correspondente a parte do gene da Tcpolf foi obtida pela digestao
do plasmidio pGEMpol3 com as enzimas de restricdo Xbal e EcoRlI (Jena Biosciences)
durante 1 hora. O digerido foi separado em gel de agarose 0,8% e um fragmento de
694pb correspondente a por¢cao C-terminal do mesmo gene foi purificado utilizando o
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) seguindo protocolo
do produto. A amostra purificada foi dosada em Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
EUA), o fragmento foi marcado utilizando o kit Ready-to-Go (GE Healthcare) e
purificado em coluna illustra NICK™ Colums Sephadex-G-50 (GE Healthcare). A
marcacao da fracdo eluida da coluna foi confirmada em cintilador radioativo (Perkin

Elmer).

3.6.4 - Hibridacao

A membrana contendo os RNAs transferidos foi incubada em solucdo de pré-
hibridacdo (NaH,P04.H,0 0,25 M, SDS 7%,BSA 1%, EDTA 0,5 M pH [8,0], gsp para 70
mL) na proporcdo de 5 mL de solucdo por cm? de membrana, em forno giratério a 60°C
por 1 hora. As sondas foram desnaturadas por fervura e adicionadas ao tubo contendo
a membrana. O processo de hibridacdo ocorreu durante 24 horas a 602C. No dia
seguinte, as membranas foram lavadas duas vezes em soluc¢do de lavagem durante 20
minutos, também em forno giratério. A membrana foi exposta em cassete para
captura da emissao radioativa durante 6 dias. A imagem foi capturada no aparelho

Storm® (GE Healthcare).
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3.7 - RT-PCR semi-quantitativa

A reacgdo para gerac¢ao de cDNA total a partir do RNA extraido envolveu incubagao
de 5ug de RNA, dNTP, oligodT e ddH,0 num volume final de 10uL. A reagdo
permaneceu a 652C durante 5 minutos e posteriormente foi colocada no gelo. A
reacao foi suplementada com Superscript, DTT e tampao especifico, sendo incubada a
42°C por 50 minutos e em seguida a 709C durante 15 minutos. O cDNA gerado serviu
como molde para amplificagdo do gene da Tcpolf utilizando os primers SLfw e
PolbetaRT em protocolo padrao de PCR (Quadro ). As amostras foram separadas em

gel de acrilamida 8% que foi corado pelo método da prata.

3.8 - Imunolocalizacao

A localizagdo sub-celular da polp de T. cruzi foi determinada para as formas
epimastigota e amastigota da cepa CL Brener, e também para a forma tripomastigota
da cepa Y. Também realizamos localizacdo da proteina nas formas epimastigota e
tripomastigota apds tratamento das mesmas com peréxido de hidrogénio (H,0,).
Células em fase exponencial de crescimento foram sedimentadas por centrifugacao,
coletadas e concentradas para 5x10° parasitos/mL em PBS 1X. Dez microlitros da
suspensdo celular foram aplicados em lamina de vidro convencional e tratada com
solugdao de PBS 1X suplementada com 4% de paraformaldeido durante 20 minutos a
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas trés vezes com PBS 1X, as células
foram incubadas com PBS + Triton X-100 0,1% por 5 minutos, lavadas novamente, e
bloqueadas com PBS 1X + BSA 1% por 15 minutos. Anticorpos policlonais primarios
anti-Tcpolf isolados em coelho foram diluidos na proporgdo 1:2000 em PBS + BSA 0,1%

e aplicados na lamina. Apds 1 hora a lamina foi lavada e incubada com DAPI na
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concentracdo de 10 pg/mL e anticorpo secundario anti-coelho conjugado com
fluoréforo Alexa Fluor 555 (Invitrogen, EUA) durante 30 minutos. Apds uma ultima
lavagem com PBS 1X, as imagens foram capturadas utilizando um microscopio de
fluorescéncia Nikon E600 equipado com uma cdmera DXM 1200 F. As imagens das
imunolocalizGes realizadas em tripomastigotas apds tratamento com perdxido de
hidrogénio foram coletadas utilizando microscopia de convolucdo utilizando

microscépio Olympus IBX81 e processadas pelo software Cell™.

3.9 - Microscopia eletronica de transmissao

Para verificacdo de possiveis alteracGes ultraestruturais no cinetoplasto das células
superexpressoras de polf, aliquotas da cultura foram processadas para microscopia
eletrénica de transmissdo. As amostras foram inicialmente lavadas em PBS, pH 7,2 e
fixadas em glutaraldeido 2,5% diluido em tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.2,
por uma hora. Em seguida, foram lavadas e entdo pods-fixadas em solucdo de
ferrocianeto de potdssio 1,25% e osmio 1% diluidos no mesmo tampao, por 45
minutos. Terminada a etapa de pds-fixacdao, as amostras foram lavadas em tampao
cacodilato de sddio 0,1M e desidratadas em uma bateria de acetona em
concentragdes crescentes com intervalos de 10 minutos entre cada desidratacdo (de
50% até 90% - uma vez e duas vezes 100%). Em seguida, o material foi infiltrado
overnight com uma mistura 1:1 de acetona 100% e resina epdxi (Polybed). No dia
seguinte, as amostras foram infiltradas em resina pura e 5 horas depois foram
emblocadas. Este material permaneceu 48 horas em estufa a 602C, até que ja estivesse
polimerizado. Os cortes ultrafinos foram obtidos através de ultramicrotomia em

aparelho Reichert (Leica) e contrastados em acetato de uranila a 5% por 45 minutos e
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em citrato de chumbo por 5 minutos. As amostras foram visualizadas em microscépio

eletronico de transmissao Zeiss 900.

3.10 - Curvas de sobrevivéncia utilizando agentes genotoxicos

3.10.1 - Condicoes experimentais de estabelecimento dos tratamentos e
contagem dos parasitos

Todos os experimentos de sobrevivéncia foram conduzidos utilizando
epimastigotas transfectados com o plasmidio pROCK sem inserto como controle e dois
clones superexpressores da polf de T. cruzi, denominados clone 1 e clone 2. As células
foram apropriadamente diluidas e transferidas para placas de teste contendo 24 pocos
(TPP, Suica) com capacidade de 2 ml cada um. Para cada tratamento, um total de 1,5
mL da cultura foi transferido para um poco. Apés adicdo do agente genotdxico, a
cultura foi homogeneizada com pipeta de 1mL e o volume redistribuido igualmente
para dois pogos adjacentes, perfazendo uma triplicata experimental (500 pl cada um).
As placas foram vedadas lateralmente com uma tira de Parafilm e armazenadas em
estufa a 28°C por 48 horas. Apds este periodo, o contetido dos pogos foi novamente
homogeneizado, uma aliquota foi retirada e diluida em PBS 1X suplementado com
eritrosina B a 0,04% para contagem em camara de Neubauer. Os dados foram
organizados em uma planilha e os resultados foram expressos como porcentagens de
crescimento em relagdo as culturas nao tratadas. Os graficos foram gerados utilizando

software Graphpad Prism versdo 5.01.
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3.10.2 - Curva de sobrevivéncia na presenc¢a de peroxido de hidrogénio e
metoxiamina
Nos ensaios envolvendo H,0, como agente genotdxico, desafiamos células que
estavam sendo mantidas em fase exponencial de crescimento (5x10° células / mL) e
também células que estavam sendo mantidas proximas da fase estaciondria de
crescimento (1x10% células / mL). E importante ressaltar que as células em fase
estacionaria receberam tratamento enquanto estavam na concentracdo de 1x10°
células/mL. Esta concentracdo foi mantida na placa durante todo o periodo de
incubacdo das células com o perdxido de hidrogénio (em geral 48 ou 72 horas) até o
momento da contagem dos parasitos em camara de Neubauer. Os tratamentos
realizados foram 200, 300 e 400 uM de H,0,; para células em fase exponencial e 1, 2 e
3 mM para células em fase estaciondria. Outro agente genotdxico testado foi a
metoxiamina (MX) nas concentragdes de 10, 50 e 100 mM. Curvas adicionais com
duplo tratamento simultdneo envolvendo H,0, e MX foram estabelecidas com as
mesmas concentracdes de perdxido testadas anteriormente para os dois tipos
celulares (exponencial e estaciondrio) agora suplementadas com 10mM de MX. Os

parasitos foram contados apds 48 horas de tratamento.

3.10.3 - Curva de sobrevivéncia na presenca de MMS

Também testamos a sobrevivéncia das células mantidas em fase exponencial de
crescimento (5x106 células / mL) frente ao agente metilante metilmetanosulfonato
(MMS). As culturas celulares diluidas em placa foram suplementadas com 0,001%,
0,002% e 0,003% de MMS. Neste caso os parasitos foram contados 72 horas apds o

tratamento.
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3.10.4 - Curva de sobrevivéncia na presenca de AZT

Uma possivel diferenca de sobrevivéncia entre os clones superexpressando a
polimerase beta e células controle foi verificada apds tratamento com AZT. Um total
de 1,33g de AZT em pé (gentilmente cedido pela Profa. Kenya Silva Cunha, Laboratdrio
de Genética Toxicoldgica, Universidade de Goiania/GO) foi diluido em 1 ml de agua
deionizada para uma solucao final de 5mM que foi utilizada no tratamento de células
em fase exponencial de crescimento. As concentracdes de AZT testadas foram de 50

puM, 100 uM e 150 uM. As células foram contadas 48 horas apds o tratamento.

3.10.5 - Curva de sobrevivéncia na presenca de benzonidazol

As células também foram desafiadas quanto a sua sobrevivéncia na presenca de
benzonidazol, nas concentragdes de 60 uM, 120 uM e 240 uM. Os parasitos foram

contados apds 48 horas em camara de Neubauer.

3.11 - Quantificacao de 80x0G no cinetoplasto

Realizamos um estudo qualitativo comparando o acumulo de 8oxoG no
cinetoplasto de células controle e superexpressoras de polf3. O procedimento descrito
abaixo é adaptacdo de protocolo anterior (Struthers et al. 1998) que lan¢ca mao da
capacidade da avidina de reconhecer 8oxoG com alta especificidade, podendo ser
utilizada como biomarcador para danos oxidativos ao DNA. Epimastigotas em fase
exponencial de crescimento foram concentrados por centrifugacdo (960 g durante 10
minutos a temperatura ambiente), lavados com PBS 1X gelado, ressuspendidos em 500
ul de solugao PBS 1X + 200uM de H,0, e incubados em gelo durante O, 1, 2 e 24 horas.
Apds duas lavagens com PBS 1X, as células foram resuspendidas em 50ul de PBS 1X.

Todas as etapas seguintes foram realizadas protegendo as células da luz e a 4°C,



exceto quando indicado. Os parasitos foram fixados em solu¢gdo de PBS 1X
suplementada com 4% de paraformaldeido durante 20 minutos, lavados e
ressuspendidos em PBS 1X para uma concentracdo final de 6 x 10® células / mL.
Aliquotas de 50 mL das suspensdes celulares foram distribuidas em laminas de vidro
de 8 pocos restritas por camaras (Nunc, EUA). Apds 1 hora de incubacdo na geladeira
para aderéncia das células na lamina, as células foram permeabilizadas com Triton X-
100 na concentracdo final de 0,2% em PBS 1X, tratadas com RNase A na concentracao
final de 100 pug /ml em PBS 1X durante 15 minutos a 37°C e lavadas 3 vezes com PBS.
Seguiu-se um bloqueio com solucdo de PBS suplementada com soro fetal bovino a 5%
durante 1 hora. O passo seguinte envolveu incubacdo com solucdo de avidina
conjugada com FITC dissolvida em PBS 1X para uma concentragdo final de 5ug / ml por
mais 1 hora a temperatura ambiente. Mais 4 lavagens com PBS 1X foram necessarias
antes das laminas serem montadas com solu¢do de montagem (glicerol/Tris-HCI pH 9.0

na proporc¢ado 9:1 + 2,3% DABCO) e visualizadas em microscopia de epifluorescéncia.
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4.1 - Ensaio de extensdo de primer para pol mutante F395Y na
presenca de 80xoG e mal-pareamento

Nosso grupo mostrou diferengas bioquimicas entre polf3 e polBPAK de T. cruzi
quanto a capacidade de sintese de DNA na presenca de 8oxoG e de erros de mal-
pareamento. Enquanto a polBPAK é capaz de estender in vitro o primer M13 na
presenca destes substratos num molde sintético de DNA, a polf ndo consegue
incorporar didesoxinucleotideos frente a estas lesGes. Considerando que apesar das
duas proteinas serem relativamente similares em rela¢do as suas sequéncias primarias
de aminoacidos em seus dominios conservados, verificamos a existéncia de uma troca
de tirosina para fenilalanina na posi¢ao 395 da polf3, numa regido de alta conservagdo
na sequéncia de aminoacidos (Figura 5, residuo indicado pela seta). Esta tirosina faz
parte de um total de 27 residuos que estdo conservados em todas as polimerases da
familia X (Steitz 1998). Sendo assim, com o objetivo de verificar se esta alteragao
pontual seria responsavel pelas diferencas de sintese translesdo observadas para a
pol e polBPAK, foi produzida em bactérias uma polf recombinante revertendo a
fenilalanina para tirosina (polfmut), e em seguida foi verificado se esta proteina seria
capaz de realizar sintese translesdo assim como a polBPAK. Apds clonagem em
plasmidio pMAL e transformacdo em E. coli, procedemos com um ensaio de expressdo
em pequena escala da proteina mutante recombinante em fusdo com MBP.
Verificamos aumento gradual da expressao da polfmut até 3 horas apds indugdo da
expressao com IPTG (Figura 8-A). Em seguida, realizamos a expressdo e purificacdo da

proteina em coluna de amilose. Coletamos cerca de vinte fracbes de eluicdo e
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observamos liberagdo da proteina purificada da coluna nas fra¢des 2 e 3 (Figura 8-B).
As bandas correspondentes a proteina de fusdo com MBP se apresentaram no
tamanho esperado de 88 kDa (polimerase beta 45,5 kDa; MBP2 42.5 kDa). As proteinas
recombinantes polf e polBPAK de T. cruzi, também expressas em E. coli em fusdo com
MBP e purificadas em coluna de amilose, foram gentilmente cedidas pelos alunos
Carlos Gustavo Régis da Silva e Débora de Oliveira Lopes e utilizadas como controles
experimentais, além de uma amostra da proteina MBP isolada. Tanto a integridade
guanto o grau de pureza das amostras cedidas foram avaliados em gel de proteina

SDS-PAGE 8% (Figura 8-C).

Nos ensaios de extensdo de primer, as proteinas recombinantes polf}, pol3PAK
e polBmut foram incubadas na presenca do primer M13 anelado ao oligonucleotideo
contendo 8oxoG (Figura 9-A). A reacdo ocorreu num tampdo 6timo comum entre as
polB e polBPAK, utilizadas como controle de ndo-extensdo e extensdo,
respectivamente. A presenca de um pico de 17-mer indica que o iniciador ndo foi
extendido pela DNA polimerase testada, enquanto que a presenca de um pico de 22-
mer indica uma extensdo total do iniciador. Os resultados mostraram que a polfmut
ndo foi capaz de extender totalmente o iniciador pela auséncia do pico esperado de
22-mer no fluorograma (Figura 9-B, fluorograma 3). Ja a polBPAK foi capaz de passar
pela lesdo (Figura 9-B, fluorograma 1). Este resultado mostra que a reversao do residuo
de fenilalanina para tirosina na posi¢cdo descrita ndo é capaz de conferir a polf} a
capacidade de sintetizar DNA na presenca de uma lesdo de natureza oxidativa como a

8oxoG.
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Figura 8 - Expressdo e purificagdao da polf de T. cruzi com a mutagao F395Y

A, expressdo da proteina de fusdo MBP-TcpolBF395Y (avaliada em aproximadamente
88kDa) em extrato total de E. coli . As fragdes foram coletadas nos tempos Oh(T0), 1h
(T1), 2h (T2) e 3h (T3) apds indugdo com IPTG. A esquerda esta o padrdo de peso
molecular em kDa. B, purificagdo em coluna de amilose da proteina de fusdo MBP-
TcpolBF395Y; F1 a F5 correspondem as cinco fragdes de 1,5mL que foram coletadas
durante o processo de eluicdo da proteina da coluna de amilose. As amostras de A e B
foram separadas em gel de acrilamida 8% na presenca de SDS. C, preparagdo das
proteinas recombinantes polf e polBPAK em fusdo com MBP. As amostras de polMBP
(linha 2), polBPAKMBP (linha 3) e MBP (linha 4) foram aplicadas em gel SDS-PAGE 8%
corado com Azul de Coomassie. A linha 1 corresponde ao padrdo de peso molecular
indicado em kDa. Pesos moleculares estimados: pol3MBP (88 kDa); polBPAK (111.3
kDaO; MBP (48.4 kDa).
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Figura 9 - Ensaio de extensdo de iniciador in vitro para a polBmut na presenca de 8oxoG

Sintese de DNA em um oligonucleotideo contendo 8oxoG. A, representacdo
esquematica do oligonucleotideo contendo a lesdo anelado ao primer M13. B, Padrdo
de picos obtidos em um sequenciador automatico para os ensaios de extensao de
primer na presenca de 80x0G. As proteinas recombinantes polf e polBPAK de T. cruzi e
a polP com reversdo do residuo de fenilalanina para tirosina na posigdo 395 (indicadas
acima de cada fluorograma) foram incubadas separadamente com 50nM de cada uma
das construcdes em condi¢cdes étimas de polimerizagdo a 37°C durante 30 minutos.
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Foram realizados também ensaios de extensdo do primer M13 na presenc¢a de um
substrato contendo um erro de mal-pareamento adenina:citosina (Figura 10-A). Na
auséncia de mal-pareamento, a polf} é capaz de extender completamente o iniciador
pela presenca de um pico de 22-mer (Figura 10-B, fluorograma 1). A polf
recombinante ndo é capaz de sintetizar DNA na presenca do mal pareamento,
atividade que foi realizada pela polBPAK (Figura 10-B, fluorogramas 2 e 3
respectivamente) sendo que as duas proteinas foram utilizadas como controle
experimental. O fragmento de Klenow (Promega, EUA) foi utilizado também como
controle negativo da reacdo (Figura 10-B, fluorograma 4). Os resultados mostraram
que a polmut com reversao do residuo foi incapaz de extender o primer pela auséncia
no fluorograma de um pico correspondente a um fragmento de 22-mer
correspondente a completa extensdo do primer M13 (Figura 10-B, fluorograma 7). Este
resultado mostra que o residuo de fenilalanina 395 ndo é responsavel por conferir a
polf de T. cruzi a incapacidade de realizar sintese de DNA na presenga de mal-

pareamentos.

4.2 - Ensaio de atividade de liase para polf e polfPAK

A atividade de liase da polf3 é importante na remogao do residuo de desoxirribose
fostato que é gerado apds a atividade da endonuclease APE1 na via curta do BER
(Sobol et al. 2000). O prosseguimento do reparo depende da correta remoc¢do do
residuo de dRP pela polB. A demonstragdo de atividade de liase se justifica por ser uma
forte evidéncia da participacao desta enzima no reparo por excisdo de bases através da

via curta, ja que as evidéncias anteriores indicaram que a polf} ndo é capaz de realizar
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Figura 10 - Ensaio de extensdo de iniciador in vitro para polfmut na presenga de mal-
pareamento do tipo adenina:citosina

A, desenho esquematico do oligonuceotideo (22-mer) anelado a primer M13 (17-mer)
(presenca de mal-pareamento) e anelamento controle. B, fluorogramas obtidos em um
seqiienciador automatico ALF. Os simbolos (-) indicam o substrato sem o mal-
pareamento, enquanto o simbolo (+) indica presenca.
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sintese translesdao. Em tripanossomatideos, experimentos que demonstram a atividade
de liase ja foram realizados apenas para proteinas recombinantes provenientes de T.
brucei (Saxowsky et al. 2003) e C. fasciculata (Saxowsky et al. 2002), mas ainda ndo

existem evidéncias desta atividade para a polf3 e polBPAK de T. cruzi.

A estratégia utilizada para verificar a presenca de atividade de liase constou da
incubagdo da proteina recombinante purificada com uma construgao contendo o
substrato normalmente reconhecido pela polimerase durante o BER e contendo um
residuo de dRP (Figura 11-A). Para obtencdo deste substrato, dois oligonucleotideos
foram anelados, sendo que um deles continha uma uracila e era marcado com o
fluoréforo Cy5 em sua extremidade 3’ ao invés de marcacdo radioativa que vem sendo
rotineiramente utilizada em ensaios desta natureza. O tratamento destes
oligonucleotideo anelados com uma glicosilase gerou um intermedidrio abdsico que foi
incubado com uma endonuclease especifica que clivou o fragmento a 5 da lesao,
originando um intermedidrio do BER que p&de ser reconhecido pela polf3. A remogdo
do residuo pela enzima (atividade de liase) libera o dRP do fragmento de 18 bases, que
aparece como um pico menor apds processamento da amostra caso a enzima seja
capaz de remové-lo. Como mostra a Figura 11-B, detectamos a atividade de liase para
ambas polimerases de T. cruzi testadas. A polf3 humana (Trevigen, EUA) foi utilizada
como controle positivo e mostrou uma eficiéncia maior na remocao do residuo de dRP
em comparac¢do com as enzimas de T. cruzi. Ndo houve processamento significativo do
fragmento nas amostras sem enzima e na presenca de MBP durante o tempo de

incubagao das amostras. Estes resultados sugerem fortemente participacao da polf3 e
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polBPAK de T. cruzi em via de reparo de DNA, possivelmente num BER de natureza

mitocondrial.

4.3 - Geracao de T. cruzi superexpressando a polp

Os resultados anteriores sugerem que a polf de T. cruzi estd envolvida no BER.
Para continuar o estudo da proteina em ensaios in vivo decidimos analisar o fenétipo
de parasitos expressando a polf3 em niveis mais elevados. Para geragdo de células
superexpressoras, um dos alelos da polf} do clone CL Brener de T. cruzi (derivado de
uma cepa hibrida) foi subclonado no vetor integrativo pROCK (DaRocha et al. 2004).
Este vetor permite uma alta expressdao do gene clonado favorecida por sequéncias
derivadas do promotor ribossomal TcP2f3 e da regido 5 UTR do gene de GAPDH
(ANEXO ). Além disso, possui uma parte do gene de B-tubulina para integracao do
vetor, por recombinacdo homdloga, no genoma do parasito. Apds selecdo de
transfectantes com neomicina em meio liquido e isolamento de clones em meio sélido
Agar-sangue, realizamos ensaio de Northern Blot (Figura 12-A) para verificar a
superexpressio do mRNA da pol em dois clones escolhidos aleatoriamente,
denominados clones 1 e 2. Verificamos um aumento dos niveis de mRNA mensageiro
de polB nos dois clones em comparagao com células transfectadas com o plasmidio

pROCK sem inserto (controle experimental).

Os clones obtidos também foram caracterizados quanto a capacidade de
expressarem um nivel maior de mRNA para polf} através de ensaios de transcrigdo

reversa dos RNAs mensageiros seguida de uma PCR semi-quantitativa para o gene em



4 - Resultados

sem enzima

MBP

polB3 humana

polf

polPAK

o

7

l—' 18-mer + dRP

[—1 8-mer + dRP —l
| 34-mer l
- U * 3
18-mer

Figura 11 - Ensaio de liase para a polf} e polBPAK de T. cruzi

A, representacdo esquemadtica do duplex de DNA utilizado como substrato para
tratamento sequencial com UDG e APE1l. O asterisco indica marcagdo com Cy5. 18-
mer+dRP indica o tamanho esperado do produto apds remogdo da uracila pela UDG e
clivagem a 5’do sitio AP pela APEL. B, fluorogramas representando os picos detectados
apods incubagdo com as proteinas. A primeira e a segunda linhas tracejadas verticais
indicam a posicdo estimada dos picos de 18-mer e 18-mer+dRP, respectivamente. Os
produtos de reagdo foram separados em SDS-PAGE 20% e analisados em um

sequienciador automatico ALF.
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Figura 12 - Ensaio de Northern blot

O ensaio utilizou RNA total de epimastigotas transfectados com plasmidio pROCK vazio e
contando o gene da polbeta. A, a hibridacdo foi realizada em RNA total das cepas CL
Brener WT e clones C1 e C2. Os numeros a direita correspondem a posicao relativa e aos
tamanhos, em quilobases, dos RNAs ribossomais 18s, 24sa e 24sP3. B, a quantidade
similar de RNA aplicada no gel de agarose pode ser visualizada pela coloragdao com
brometo de etidio.
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questdo. Para tanto, foi realizada a extracao do RNA total dos dois clones e das células
controle, seguida de transcricdo reversa dos mensageiros. Com o cDNA em maos,
realizou-se uma PCR com primer forward para anelamento na regido de splice leader
(localizado na extremidade 5° do mensageiro) e reverse especifico com anelamento a
150 bases abaixo do cddon de iniciagdo do gene da polf} (Figura 13-A). Também foram
incluidos controles negativos que consistiram na realizacdo da PCR em amostras que
ndo receberam transcritase reversa, isto é, na auséncia de cDNAs que pudessem ser
parcialmente amplificados pela reacdo de PCR. Os resultados mostram a presenca de
uma banda de 190pb nas amostras correspondentes aos clones 1 e 2, indicando niveis
elevados de mRNA para o gene da polf} (Figura 13-B). Nao foi possivel visualizar este
fragmento para o mRNA enddgeno extraido de células controle. Também ndo foi
detectada a banda nas amostras que ndo receberam transcritase reversa (Figura 13-B,
amostras RT-), o que era esperado pela inexisténcia de cDNA nestas amostras. Estes
resultados reforcam os dados obtidos do Northern Blot de que os clones 1 e 2 possuem

niveis maiores de mRNA para o gene da pol3 em relagdo as células controle.

De posse dos dois clones, foi verificado se haveria alguma alteracao no
crescimento dos clones em relagdo ao controle através de uma curva de crescimento
envolvendo o controle e o clone 1. Estabelecemos as culturas para uma concentracao
inicial de 5x10° parasitos/mL e procedemos com a contagem das células a cada 24
horas durante 10 dias (Figura 14). Os dados mostraram que a superexpressao da polf3
nao influenciou o ciclo celular das células transfectadas, resultando no crescimento

normal das culturas.
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Figura 13 - RT-PCR semi-quantitativa para o mRNA de polf nos clones superexpressores

A, desenho esquematico mostrando o anelamento dos primers forward e reverse para
geracdo de um fragmento esperado de 190pb por PCR. B, gel de poliacrilamida 8%
corado pelo método da prata. RT, transcritase reversa; WT, wild type; C1, clone 1; C2,
clone 2; L, padrao 1Kb.
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Figura 14 - Curva de crescimento de células controle e superexpressora de polf3

A curva foi estabelecida para uma densidade inicial de 5x10° parasitos/mL tanto para as
células controle transfectadas com o plasmidio pROCK vazio (WT) quanto para o clone 1
(C1). As amostras foram apropriadamente diluidas em meio PBS 1X suplementado com
o corante vital eritrosina e contadas em camara de Neubauer durante 10 dias. As barras
indicam o desvio padrao.
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Também verificamos se a superexpressao da polf poderia interferir na morfologia
do cinetoplasto, da mitocondria e de estruturas associadas. Células controle e
superexpressoras foram contrastadas e emblocadas adequadamente para visualizagdo
em microscopia eletronica de transmissdo. As imagens ndo revelaram diferencas
ultraestruturais significativas entre as células testadas (Figura 15) ja que a integridade
da membrana mitocondrial e do cinetoplasto se apresentaram normais. Além disso, a
superexpressao da polimerase também ndo modificou a morfologia dos sitios

antipodais do cinetoplasto que se mostraram normalmente posicionados.

4.4 - Curva de sobrevivéncia na presenca de AZT

Foi verificado que formas amastigotas de T. cruzi sdao sensiveis ao tratamento com
3’-azido-3’-desoxitimidina-5’-monofosfato (AZT), um andlogo de bases pirimidinico
terminador de cadeia, isto é, capaz de impedir a elongacdao do DNA por polimerases
dependentes de molde (Nakajima-Shimada and Aoki 1998). Em sua tese de doutorado,
o aluno Carlos Gustavo Régis da Silva mostrou uma inibicdo gradativa da sintese de
DNA in vitro realizada pela polf3 de T. cruzi recombinante a medida que se aumentava
a concentracdao de AZT na reagao, sugerindo que esta enzima pode ser uma das
polimerases responsaveis pela incorporacdo seletiva do andlogo tdxico in vivo neste
organismo. De posse dos clones superexpressores de polf, realizamos ensaios in vivo
envolvendo tratamento com AZT para uma melhor avaliagdo do envolvimento desta
DNA polimerase tanto em processos de replicacdo quanto de reparo de DNA,
comparando a resposta com células controle. Os parasitos cresceram por 48 horas em
meio LIT suplementado com AZT, sendo seguido pela contagem das células. O

resultado mostrou uma densidade menor de células nos clones
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Figura 15 - Andlise ultraestrutural do cinetoplasto de T. cruzi superexpressando a polf§

A, epimastigotas controle transfectados com o plasmidio vazio e B, células
superexpressoras de polf (clone 1) foram visualizadas através de microscopia eletrdnica
de transmissdo. As setas pretas apontam para as regides dos sitios antipodais. K indica
cinetoplasto e Mm indica membrana mitocondrial. Barra=0,5uM.
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superexpressores apos o tratamento em comparagdo com o controle nas doses de 100
e 150 uM de AZT (Figura 16). Em conjunto com os resultados de Regis-da-Silva, estes
dados sugerem que a polf} é capaz de incorporar AZT e portanto pode interferir no

processo de replicagdo celular

4.5 - Localizacdo celular da polf de T. cruzi em epimastigotas,

amastigotas e tripomastigotas

Os resultados obtidos apds tratamento com AZT nos motivou a verificar melhor
o envolvimento da polf3 de T. cruzi na replicagao e no reparo do DNA. Em eucariotos, a
polf} é descrita como uma enzima nuclear que participa primariamente do reparo por
excisdo de bases pelas vias curta e longa (Asagoshi et al. 2009). Em
tripanossomatideos, contudo, dois padrdes de localizagdo sub-celular foram descritos,
sendo primariamente mitocondrial em T. brucei e C. fasciculata (Saxowsky et al. 2002;
Saxowsky et al. 2003) e nuclear em L. infantum (Taladriz et al. 2001). Os estudos de
localizacdo sub-celular descritos para membros da ordem kinetoplastida ndo
exploraram a possibilidade de haver diferengas na localizagdo entre as formas do
parasito. Decidimos determinar a localizagao sub-celular da pol B nas duas formas
replicativas de T. cruzi (epimastigota e amastigota) e na forma sanguinea ndo-
replicativa (tripomastigota) encontrada nos hospedeiros vertebrados incluindo o

homem.

Uma primeira abordagem foi tentar localizar a proteina através da clonagem da
ORF completa do gene da polf3 em fusdao com o gene de GFP no plasmidio pTREX
(Teixeira and daRocha 2003). Confirmamos a clonagem da proteina por

seqlienciamento e preparamos o DNA plasmidiano para transfeccao de epimastigotas
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Figura 16 - Sensibilidade das culturas de parasitos selvagens e superexpressores de polf
ao AZT

Parasitos em fase exponencial de crescimento transfectados com o plasmidio pROCK
vazio (e) e os clones 1(M) e 2 (A) foram expostos a 50, 100 e 150 uM de AZT. O nimero
de células vidveis foi determinado 48 horas apdés o tratamento. Os resultados
apresentam a média de trés experimentos independentes. As barras indicam o desvio
padrao.
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da cepa CL-Brener em fase exponencial de crescimento. Apds um periodo de 24 horas,
ndo fomos capazes de determinar a localizagdo precisa da polf} através desta
estratégia. Apds varias tentativas, verificamos que a taxa de transfeccao foi baixa
(menor que 1% dos parasitos puderam ser detectados com fluorescéncia interna),
embora a transfeccdo com plasmidio pTREXGFP tenha gerado parasitos verdes numa
taxa mais alta. Além disso, ndo houve um padrao celular definido e constante dentre
0s poucos parasitos que mostraram alguma fluorescéncia decorrente da excitacdo da
proteina GFP associada a polf, o que impossibilitou a localizagdo da polimerase

através desta estratégia.

Decidimos entdo localizar a polf} nas trés formas principais encontradas no
ciclo de vida de T. cruzi utilizando anticorpo policlonal anti-polp cedido pelo ex-aluno
de doutorado Carlos Gustavo Régis da Silva. Verificamos concentragdo da proteina nas
duas regides correspondentes aos sitios antipodais do cinetoplasto em amastigotas e
epimastigotas, que possuem potencial replicativo (Figura 17, H e L respectivamente).
De modo distinto, este padrdo ndo foi observado em formas tripomastigotas
intracelulares, que sdao formas nao-replicativas do parasito. Ao invés de se localizar no
cinetoplasto, a polimerase se mostrou difusa por todo o corpo celular, provavelmente
no interior da mitocéndria Unica e ramificada caracteristica desta espécie (Figura 17,
D). Em todos os experimentos, os padrdes observados tanto para formas replicativas e
a forma ndo-replicativa corresponderam a dados observados em mais de 90% dos
parasitos presentes na lamina. Este resultado sugere fortemente a ocorréncia de um

envolvimento coordenado da polimerase beta durante o ciclo de vida de T. cruzi.
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Figura 17 - Imunolocalizagao da polbeta em epimastigotas, amastigotas e
tripomastigotas de T.cruzi

Epimastigotas em fase logaritmica de crescimento (I-L), amastigotas extracelulares (E-H)
e tripomastigotas (A-D) foram incubados com anticorpo IgG policlonal anti-pol. O
nucleo (N) e o cinetoplasto (K) foram contracorados com DAPI. Barra =5 pm.
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4.6 - Curva de sobrevivéncia na presenca de peroxido de hidrogénio

O resultado obtido envolvendo a localizagdo da polf nas trés formas
encontradas no ciclo celular de T. cruzi sugere participagdao da polimerase na
replicacdo do kDNA. Para melhor investigar o papel da polf3 na célula, os clones
superexpressores foram avaliados quanto ao papel do BER neste organismo no reparo
de lesbes de natureza oxidativa. Comparamos a resposta dos clones superexpressores
e das células controle apds tratamento com diversas concentra¢cdes do agente
oxidativo peroxido de hidrogénio que é capaz de gerar 8oxoG no DNA (Slupphaug et al.
2003). Apdés um periodo de 48 horas, células superexpressando pol em fase
exponencial (5x10° parasitos/mL) de crescimento mostraram maior resisténcia ao
tratamento quando comparadas as células controle nas trés concentracdes testadas de
H,0, (Figura 18). Assim, este resultado indica um envolvimento desta DNA polimerase
no reparo de lesdes oxidativas no kDNA de células epimastigotas, provavelmente

através da via de BER.

4.7 - Curva de sobrevivéncia na presenc¢a de metoxiamina e H202

Para verificar se a maior sobrevivéncia observada para os clones superexpressando
a pol apds tratamento com H,0, era devido a uma maior atividade do BER,
realizamos uma curva de sobrevivéncia na presenca de metoxiamina (MX). A MX é um
reagente sintético que reage com o grupamento aldeido presente em sitios
apurinicos/apirimidinicos, fazendo com que este se torne refratario ao processo de
beta-eliminacdo do residuo de desoxirribose-fosfato que é realizado pela polf durante
o BER. J4a que o MX é considerado um agente que bloqueia especificamente esta via de

reparo (Liuzzi and Talpaert-Borle 1985; Rosa et al. 1991; Horton et al. 2000), decidimos
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Figura 18 - Sensibilidade das culturas de parasitos selvagens e superexpressores de polf3
em fase exponencial de crescimento ao peréxido de hidrogénio

Parasitos transfectados com o plasmidio pROCK vazio (e) e os clones 1(M) e 2 (A) foram
expostos a 200, 300 e 400 uM de H,0,. O numero de células vidveis foi determinado 48
horas apds o tratamento. Os resultados apresentam a média de trés experimentos
independentes. As barras indicam o desvio padrao.
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verificar a influéncia da polf3 na resposta das células superexpressoras em comparagao
com células controle apds 48 horas de incubagdo em diferentes doses de MX. A curva
obtida mostrou que a superexpressao da polimerase favoreceu significativamente uma
menor taxa de morte celular nas trés doses testadas de MX quando comparado as

células controle que ndo a superexpressam (Figura 19).

Uma fracdo significativa dos danos genotdxicos causados pelo perdxido de
hidrogénio sdo reparados majoritariamente pela via do BER, que tem as atividades de
liase e de polimerase realizadas pela polf3 como fatores limitantes da via. Decidimos
verificar se o aumento da resisténcia ao perdxido de hidrogénio mostrado pelas células
supererxpressoras era devido a uma maior estimulacdo do BER nestas células. Para
tanto, as células foram incubadas na presenca de diferentes doses de H,0,
suplementadas com uma dose constante de MX. Foi verificado que o duplo tratamento
aumentou e homogeneizou a taxa de morte em todas as células testadas em fase
exponencial de crescimento (Figura 20). Aqui uma concentragdo baixa de 10mM de MX
foi capaz de sensibilizar células superexpressoras, elevando o nivel de morte celular
quando comparado ao tratamento somente com H,0;, na mesma dose de 200 uM (ver
Figura 19). Este aumento também foi pronunciado em células controle. Estes
resultados mostram que o composto MX é capaz de sensibilizar tanto células
superexpressoras e células controle em fase exponencial de crescimento, aumentando
a morte celular e mostrando que a superexpressdo da polf estd influenciando

especificamente a via do BER.
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Figura 19 - Sensibilidade das culturas de parasitos selvagens e superexpressores de polf3
em fase exponencial de crescimento a metoxiamina

Parasitos transfectados com o plasmidio pROCK vazio (e) e os clones 1(M) e 2 (A) foram
expostos a 10, 50 e 100 mM de MX. O nimero de células vidveis foi determinado 48
horas apds o tratamento. Os resultados apresentam a média de trés experimentos
independentes. As barras indicam o desvio padrao.
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Figura 20 - Sensibilidade das culturas de parasitos selvagens e superexpressores de polf3
ao peroxido de hidrogénio e metoxiamina

Parasitos transfectados com o plasmidio pROCK vazio (barra branca) e os clones 1(barra
cinza) e 2 (barra listrada) foram expostos a 200 uM H,0, e 10mM de MX. O ndmero de
células viaveis foi determinado 48 horas apds o tratamento. Os resultados apresentam a
média de trés experimentos independentes. As barras indicam o desvio padrao.
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4.8 - Ensaio de reparacdo de 80xoG no cinetoplasto de T. cruzi
superexpressando a polimerase beta

Os resultados provenientes dos dados obtidos in vivo utilizando agentes
genotdxicos de natureza oxidativa como o perdxido de hidrogénio indicam a atividade
de um BER mitocondrial definido em T. cruzi. Uma forma indireta para verificacao
qualitativa da eficiéncia de vias de reparo celular se da pela investigacdo dos niveis de
dano utilizando anticorpos especificos para as lesdes (Asagoshi et al. 2009; Jansen et
al. 2009). Outra estratégia envolve a utilizacdo de conjugados moleculares que
também foram avaliados como especificos para lesbes no DNA, como no caso da
avidina que mostrou afinidade especifica para 8oxoG (Struthers et al. 1998). Foi de
nosso interesse verificar um acumulo diferenciado de 8oxoG no cinetoplasto de células
superexpressoras de polf. Para tanto, as células foram tratadas com H,0, e o nivel de
oxoguanina foi quantificado seguindo protocolo que utiliza um conjugado molecular
FITC-avidina. Apds tratamento das células com perdxido de hidrogénio, observamos
uma evidente diminuicao do sinal do FITC no cinetoplasto de células superexpressoras,
engquanto que as células controle mostraram um nivel maior de fluorescéncia nesta
mesma estrutura (Figura 21-A). Duas horas apds o tratamento, verificamos um
decaimento do nivel de fluorescéncia no cinetoplasto do clone 1, ao mesmo tempo em
gue este nivel aumenta nas células controle. Apds 24 horas houve um aumento dos
niveis da fluorescéncia tanto no clone quanto no controle, em taxa similar. Contudo a
diferenca do nivel de fluorescéncia nuclear para as células testadas foi menor do que
aquela vista no cinetoplasto (Figura 21-B). Este resultado sugere uma manutencao

mais controlada da lesdo no cinetoplasto de células superexpressoras de polf.
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Figura 21 - Andlise do acimulo de 80x0G no cinetoplasto e no nticleo de epimastigotas
superexpressando polf3

Epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram tratados com 200uM de
perdxido de hidrogénio (ver Material e Métodos) e incubados com avidina conjugada a
FITC por 1h. A fluorescéncia foi quantificada utilizando programa Imagel
(HTTP://rsbweb.nih.gov/ij/) . As curvas obtidas em A (cinetoplasto) e B (nucleo)
representam as médias e desvios padrdao de 25 quantificagdes. Em C estdao mostradas
figuras representativas das células controle e superexpressando polf3 (clone 1) nos
tempos pds-tratamento.
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4.9 - Curva de sobrevivéncia de células em fase estacionaria de
crescimento na presenca de H20:

O resultado de maior sobrevivéncia das células superexpressoras de polf} frente
ao tratamento com H,0, foi realizado utilizando epimastigotas em fase exponencial de
crescimento (5x10° parasitos/mL). Contudo, decidimos avaliar esta mesma resposta
em células em fase estacionaria de crescimento (1x10® parasitos/mL). Nesta situacdo
ndo observamos um favorecimento na multiplicacdo de células superexpressoras em
relacdo as células controle (Figura 22), ndo havendo diferencas significativas entre os
valores de concentracao celular verificados para os clones e células controle em todas
as doses de H,0, testadas. Além disso, células nesta condicdo se mostraram mais
resistentes ao tratamento e toleraram doses mais elevadas de peréxido de hidrogénio.
Este resultado sugere que o BER, representado pela atividade da polf3, ndo estd muito
atuante no reparo de lesdes oxidativas induzidas em células em fase estaciondria e

com potencial replicativo baixo.

4.10 - Localizacao sub-celular da pol} em epimastigotas tratados com
peroxido de hidrogénio

Nossos resultados mostraram localizagdo estrita da polf de T. cruzi nos sitios
antipodais do cinetoplasto em células replicativas como epimastigotas e amastigotas,
nas quais deve estar participando de processos de replicacdo do DNA (Lopes Dde et al.
2008). Este envolvimento provavelmente também estd relacionado ao metabolismo
celular basal de minicirculos e maxicirculos nestas regides, reparando e preenchendo

os gaps entre os fragmentos de Okasaki resultantes da replicacdo destes circulos e
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Figura 22 - Sensibilidade das culturas de parasitos selvagens e superexpressores de polf3
em fase estacionaria de crescimento ao perdxido de hidrogénio

Parasitos transfectados com o plasmidio pROCK vazio (e) e os clones 1(H) e 2 (A) foram
expostos a 1, 2 e 3 mM de H,0,. O nimero de células viaveis foi determinado 48 horas
apés o tratamento. Os resultados apresentam a média de trés experimentos
independentes. As barras indicam o desvio padrao.
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preparando a rede concatenada para segregacdao na mitose (Saxowsky et al. 2003).
Ainda é escasso o conhecimento acerca do direcionamento sub-celular da polf} sob
pressao genotoxica oxidativa e se a localizagdo da proteina na célula é modulada por
agentes oxidantes. Decidimos tratar epimastigotas selvagens da cepa CL Brener com
150uM de H,0; durante 20 minutos e verificar a localizagdo celular da polimerase em
diferentes tempos apds este tratamento. Constatamos o aparecimento de um terceiro
foco bem definido que foi reconhecido pelo anticorpo anti-polf3 apds 6 horas de
tratamento com o peréxido de hidrogénio (Figura 23). Este foco se localizou em uma
regido equidistante dos sitios antipodais, na regido anterior do parasito e claramente
externa a regido do DNA mitocondrial. Estimamos visualmente varios campos da
[dmina e constatamos que mais de 90% das células em fase exponencial de
crescimento apresentavam esta marcacgdo. Este terceiro ponto ndo foi observado em
células 24 horas ap6s o tratamento. Adicionalmente, este foco ndo foi observado apds
tratamento das células com 0,001% de MMS. Este resultado sugere a formagdo de um
foco de reparo de DNA para danos de natureza oxidativa no cinetoplasto de T. cruzi

apos tratamento com agente oxidante.

4.11 - Localizacao da polf durante o ciclo celular de epimastigotas
Resolvemos procurar por alteragdes especificas na localizagdo sub-celular da polf3
para as formas intermedidrias que podem ser identificadas no ciclo de vida de
epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi. Para tanto, utilizamos as informacgdes
tamanho e numero de flagelos presentes na célula e numero de cinetoplastos e de
ntcleos como marcadores do ciclo celular. Desta maneira é possivel discriminar bem as

células e classifica-las apropriadamente como pertencentes as fases G1/S, G2, mitose e
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Figura 23 - Imunolocaliza¢do de polff em epimastigotas apds tratamento com H,0,

Os parasitos foram tratados com 150uM de peréxido de hidrogénio e as células foram
analizadas apds 1h (E-H), 6h (I-L) e 24h (M-P) e comparadas com células ndo tratadas (A-
D). As imagens foram capturadas utilizando um microscépio de fluorescéncia Nikon
E600. Barra = 5um.
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citocinese (Elias et al. 2007). Com esta medida, fomos capazes de recriar o ciclo celular
de epimastigotas (Figura 24). Verificamos que durante a fase G1/S a polf se
concentrou nos sitios antipodais do cinetoplasto, se mantendo localizada nestes
pontos até o inicio da fase G2, onde ocorre emersao de um segundo flagelo, mas ainda
ndo ocorreram os passos de mitose do cinetoplasto e nucleo. Ja no final da fase G2,
onde o segundo flagelo se encontra mais desenvolvido, verificamos uma visivel
diminuicdo da intensidade da marcacdo nos sitios antipodais e aumento desta
marcagao no citoplasma, em forma difusa e em granulos. Este direcionamento fase-
dependente da polf} ocorreu, portanto, apds a duplicagdo do material genético celular.
Foci discretos puderam ser visualizados também durante a mitose, momento no qual
coexistem dois cinetoplastos e dois nucleos em processo de segregacao para as células
filhas, além de um segundo flagelo ja bem desenvolvido. Durante a citocinese, ocorre
uma diminui¢gdo da marcagao no citoplasma e retorno da polf3 para uma regido
anterior ao cinetoplasto, com agregacao da proteina em um ponto bem definido. A
morfologia da agregacdo muda para uma estrutura semelhante a um anel, que
provavelmente se desfaz e migra novamente para os pontos nativos dos dois sitios
antipodais do cinetoplasto. Esta dinamica observada para a polf} sugere especializagao
e mudanca de funcdo da proteina durante o ciclo celular, o que pode ocorrer também

para outras proteinas de reparo.

4.12 - Localizacdo sub-celular da polf em tripomastigotas tratados com
peroxido de hidrogénio
O aparecimento de um foco de reparo em células epimastigotas que estdo

replicando seu DNA sugere que esta forma celular conta com um mecanismo de
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Figura 24 - Localiza¢do da polf durante diferentes estagios do ciclo celular de
epimastigotas de T. cruzi

Durante a fase G1/S ocorre concentracdo da polf3 nos sitios antipodais do cinetoplasto,
aonde permanece até o inicio da fase G2. No final da fase G2 ha diminuicdo da
intensidade da marcagdo nos sitios antipodais e aumento desta marca¢do no
citoplasma, em forma difusa e em granulos. Foci discretos sdo visualizados durante a
mitose. Durante a citocinese, ocorre uma diminuicdo da marcag¢do no citoplasma e
retorno da pol para uma regido anterior ao cinetoplasto, com agregacdo da proteina
em um ponto bem definido. A morfologia da agregacdo muda para uma estrutura
semelhante a um anel, que provavelmente se desfaz e migra novamente para os pontos
nativos dos dois sitios antipodais do cinetoplasto. Ver item 4.2 para maiores detalhes.
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controle adicional envolvendo redirecionamento de uma proteina de reparo de DNA,
especificamente uma DNA polimerase. Resolvemos investigar se tal redirecionamento
também ocorria em um tipo celular que ndo se divide como no caso das formas
tripomastigotas. Para responder esta pergunta, tratamos células tripomastigotas
metaciclicas da cepa Y com 500uM de H,0; e incubamos as mesmas com anticorpo
anti-polf de T. cruzi. Neste experimento foi possivel delimitar as regides da
mitocOndria utilizando anticorpo policlonal que reconhece a proteina constitutiva da
matriz mitocondrial diidrolipoamida desidrogenase (LipDH) (Lohrer and Krauth-Siegel
1990; Schoneck et al. 1997) gentilmente cedido pelo professor Sérgio Schenkman da
UNIFESP/SP. Verificou-se alto grau de colocalizagdo da pol3 com a proteina LipDH em
células ndo tratadas com o agente genotoéxico (Figura 25). Contudo, apds 6 horas de
tratamento estas células mostraram uma diminuicdo da extensdo da area de co-
localizacdo das duas proteinas, mostrando predominancia de regides mais conservadas
identificadas entre o nucleo e o cinetoplasto (seta tracejada) e ao redor da regido
contendo o cinetoplasto (seta continua). Este resultado mostra a ocorréncia de
direcionamento subcelular da pol mesmo em tripomastigotas que ndo tém

capacidade de divisao celular.

4.13 - Curva de sobrevivéncia na presenc¢a de metilmetanosulfonato

Os resultados obtidos indicaram até o momento que a polf} de T. cruzi esta
intimamente envolvida em um BER mitocondrial responsavel pela manutencdao do
genoma contido no kDNA contra a acdo deletéria de danos genotdxicos induzidos por
estresse oxidativo. Contudo, resolvemos verificar se a resposta dada pela

superexpressao também daria vantagem de sobrevivéncia apds tratamento com
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Figura 25 - Imunolocaliza¢do de polf3 em tripomastigotas extracelulares apds tratamento
com H,0,

As células foram tratadas com 500uM de perdxido de hidrogénio e observadas apds 6h
de tratamento. O padrdo das células controle (ndo-tratado) foi comparado com aquele
observado para células tratadas (representadas pelas células tratado 1 e tratado 2). Os
sitios observados onde ocorre conservagao da polimerase apds o tratamento ao redor
do cinetoplasto (seta continua) e entre o cinetoplasto e o nucleo (seta tracejada) estdo
indicados. Barra = 5um.
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agentes que sabidamente ndo geram estresse oxidativo. Sendo assim, verificamos o
efeito do composto metilmetanosulfonato (MMS) no crescimento de células
superexpressoras de pol} e células controle. MMS é um agente metilante que ndo estd
relacionado a geracdo de estresse oxidativo celular. Atua modificando principalmente
guaninas (para 7 metil-guanina) e adeninas (para 3-metildadenina) o que leva a mal-
pareamentos e parada de replicacdo do DNA, respectivamente (Beranek 1990; Lundin
et al. 2005). Em geral, determinados tipos de danos alquilantes também sdo reparados
pelo BER. Células em fase exponencial de crescimento foram incubadas na presenca de
diferentes concentra¢des de MMS e contadas apds 72 horas. A curva de sobrevivéncia
obtida mostrou niveis similares no nimero de células entre os superexpressores de
polB e as células controle (Figura 26), evidenciando que a superexpressao da
polimerase ndo resultou em maior capacidade de sobrevivéncia quando tratamos

epimastigotas com um agente metilante de DNA.

4.14 - Curva de sobrevivéncia na presenca de benzonidazol

Benzonidazol e nifurtimox sao drogas tripanomicidas que vém sendo utilizadas ha
mais de 40 anos na quimioterapia da Doenca de Chagas. S3ao compostos
nitroheterociclicos que agem como prodrogas que sao ativadas por nitrorredutases
(NTRs) do tipo | e Il do patdgeno associadas a FAD ou FMN que tornam o radical
nitroso reativo por reducdo por 1 elétron (Wilkinson et al. 2008). Este radical reage
com o oxigénio molecular levando a producdo de superdxidos e regeneragao do
radical. Decidimos realizar curvas de sobrevivéncia na presenca de diferentes doses de
benzonidazol como um agente também capaz de aumentar o estresse oxidativo nos

parasitos e verificar se a superexpressao de polf celular seria vantajosa neste caso. O
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benzonidazol se mostrou téxico para todas as células testadas nas concentragdes mais
baixas do farmaco (60uM e 120uM) (Figura 27). Todavia, a curva de sobrevivéncia
mostrou maior resisténcia dos clones superexpressores apds tratamento com
benzonidazol (~ 20% de sobrevivéncia) em relacdo as células controle (~4% de

sobrevivéncia) na maior dose utilizada no experimento (240uM).



4 - Resultados [ECHNN

R 100

Is el ‘“,-:,.:. ..............

Q

o

)

12

>

=

Ko

o

n
10 | | I L}
0.000 0.001 0.002 0.003

MMS(mM)

Figura 26 - Sensibilidade das culturas de parasitos selvagens e superexpressores de polf3
em fase exponencial de crescimento a metilmetanosulfonato

Parasitos transfectados com o plasmidio pROCK vazio (e) e os clones 1(H) e 2 (A) foram
expostos a 0,001; 0,002 e 0,003 mM de MMS. O nimero de células vidveis foi
determinado 48 horas apds o tratamento. Os resultados apresentam a média de trés
experimentos independentes. As barras indicam o desvio padrao.
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Figura 27 - Sensibilidade das culturas de parasitos selvagens e superexpressores de polf3
em fase exponencial de crescimento ao benzonidazol

Parasitos transfectados com o plasmidio pROCK vazio (e) e os clones 1(M) e 2 (A) foram
expostos a 60, 120 e 240 uM de BZ. O numero de células vidveis foi determinado 48
horas apds o tratamento. Os resultados apresentam a média de trés experimentos
independentes. As barras indicam o desvio padrao.
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O Reparo por Excisdo de Bases, ou BER, é considerado essencial no reparo de
lesdes oxidativas no DNA e é conduzido por intera¢gdes temporais e funcionais de
inimeras proteinas no sitio da lesdo (Lan et al. 2004). Dentre todas as enzimas
envolvidas na via curta do BER, a polf, que tem ampla distribuicdo filogenética
(Uchiyama et al. 2009), desempenha um papel chave na remogao do residuo dRP e
incorporagdo da base correta. A presenca de dois ortélogos da pol também em T.
cruzi tem motivado a realizacdo de ensaios laboratoriais in vitro e in vivo que possam
esclarecer melhor o papel desta via no metabolismo de DNA deste parasito. Os
resultados experimentais obtidos neste trabalho apontam na diregdo de um
envolvimento da pol em processos de replicacdo e reparo de DNA em T. cruzi e
controle da via de reparo durante o ciclo celular do parasito para corre¢ao de danos de

natureza oxidativa especialmente em seu DNA mitocondrial.

Este trabalho buscou contribuir para um melhor entendimento dos papéis das
polimerases polB e polBPAK de T. cruzi Ambas mostraram alta identidade em
sequéncia primaria de aminoacidos com a polf3 humana, mas se localizam em regides
distintas da mitocondria, o que sugere especializacdo de fungdo. Além disso, ambas
sao consideradas DNA polimerases da familia X por compartilharem 26 dos 27 residuos
gue sdo estritamente conservados nos membros desta familia. H4 somente uma troca
de fenilalanina na posicdo 395 da polf3 ao invés de uma tirosina que é encontrada em
todas as outras polimerases, inclusive polBPAK. Decidimos verificar se esta alteragdo
Unica era responsavel por conferir a polBPAK a capacidade de realizar sintese de DNA

na presenca de 80oxoG e mal-pareamento, atividade que ndo foi observada para a polf.
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A pol3 humana pode ter sua fungdo facilmente modulada por mutagdes pontuais, ja
que inumeros residuos Unicos sdo responsdveis pelas atividades de polimerase, de
liase e de interagdo com outras proteinas. Uma muta¢do de lisina para alanina na
posicao 72 é suficiente para abolir a atividade de liase e impedir especificamente a
ocorréncia da via curta do BER (Allinson et al. 2001), enquanto que mutacdes na
arginina 283 levam a uma enzima com deficiéncia na discriminacdo e incorporacdo de
nucleotideos (Sobol et al. 2000). Sabe-se que ocorre alternancia na conformacado dos
dominios da polf quando associada a mal-pareamentos adenina-guanina em seu sitio
ativo (Batra et al. 2008). Um pareamento correto Watson-Crick reposiciona o dominio
de thumb promovendo o alinhamento de residuos especificos no sitio ativo da
polimerase envolvidos na transferéncia do residuo de nucleotidil, o que caracteriza um
estado de encaixe por indugdo da polimerase que aumenta a fidelidade do processo
(Sawaya et al. 1997). Nossos ensaios mostraram que a alteracdo no residuo 395,
presente em regido homdloga ao dominio de thumb nas polimerases de T. cruzi, ndao é
responsavel pelas diferencas de sintese translesdo e extensdao de mal-pareamento
observadas in vitro para as polimerases polB e polBPAK. E possivel que a diferenca
observada para o residuo 395 confira diferengas bioquimicas in vivo, onde ocorrem
diversas interagdes proteina-proteina e proteina-DNA. Sabe-se que a polf interage e é
estimulada por inumeras proteinas envolvidas no BER como APE1 (Wong and Demple
2004), XRCC1 (Kubota et al. 1996; Dianova et al. 2004), PARP-1 (Dantzer et al. 2000),
PCNA (Kedar et al. 2002), FEN1 (Prasad et al. 2000) e DNA ligase | (Prasad et al. 1996).
Além disso, a polf} também pode estimular a atividade de outras proteinas como FEN1
e DNA ligase | (Balakrishnan et al. 2009), o que mostra uma complexidade de

interacdes durante o BER. E possivel também que as polimerases polB e polBPAK
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possam interagir entre si durante o reparo de lesdes oxidativas, embora nenhum sitio
de interagdo em potencial tenha sido identificado. Novas abordagens experimentais
devem ser realizadas na investigacdo das possiveis interacdes moleculares entre as

proteinas do BER mitocondrial de T. cruzi.

A atividade de liase desempenhada pela polf} na via curta do BER (Allinson et al.
2001) condiciona o prosseguimento da via, pois reconstitui o grupamento hidroxila na
extremidade 3’ da quebra permitindo a ocorréncia de ligacdo fosfodiéster apds
insercdo da base correta. Mutacdes pontuais de lisina para alanina nas posicdes 35, 68
e 72 na proteina humana abolem completamente a atividade de liase tornando as
células sensiveis ao tratamento com MMS, sendo que a expressao por si s6 do dominio
de 8KDa em células nocauteadas para a polimerase é capaz de reverter a sensibilidade
ao tratamento com o agente alquilante (Sobol et al. 2000). Verificamos que tanto a
polB e a polBPAK de T. cruzi também possuem atividade de liase. De fato, as duas
polimerases do parasito possuem os trés residuos de lisina conservados em seus
dominios preditos de 8 kDa (Lopes Dde et al. 2008). Ambas as polimerases de T. brucei
e C. fasciculata também possuem os mesmos residuos conservados e atividade de liase
in vitro (Saxowsky et al. 2003). Esta conservagdo funcional também foi vista para a polf3
nuclear de L. infantum, embora ensaios in vitro ndo tenham verificado presenca de
atividade de liase (Taladriz et al. 2001). Estes resultados sugerem que o BER pode ser
uma via de reparo bastante conservada em tripanossomatideos, em especial na

mitocOndria onde deve ser crucial na manutencdo do kDNA.

Grande parte das abordagens que buscaram conhecer a fungdo da polf3 in vivo

veio de estudos utilizando células knockout. A delecdo do promotor e do primeiro éxon
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do gene da polimerase leva a um fendtipo letal em camundongos (Gu et al. 1994).
Enquanto que extratos de células deficientes na polimerase mostraram deficiéncia no
reparo de uracila, células em cultura com caracteristicas de crescimento e viabilidade
normais mostram uma sensibilidade aumentada a agentes alquilantes monofuncionais
como MMS e N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). Estas mesmas células ndo
apresentaram sensibilidade a H,0, e a radiacdo UV (Sobol et al. 1996; Polosina et al.
2004), embora outro trabalho tenha mostrado que a dupla delegdo do gene da polf e
pol® (uma polimerase pertencente a famiia A de DNA polimerases) aumentou
drasticamente a sensibilidade ao perdxido de hidrogénio e MMS (Yoshimura et al.
2006). Células deficientes em polfy também mostram diminui¢do na freqliéncia de
mutacdes espontaneas (Niimi et al. 2006). Embora estudos envolvendo organismos
knockout fornecam evidéncias fortes do envolvimento de produtos génicos em
processos bioldgicos, também é possivel obter evidéncias da funcdo de determinado
gene gerando células que superexpressam o gene de interesse. Assim, decidimos
utilizar parasitos superexpressores da pol no estudo do BER in vivo. Fendtipos
envolvendo a superexpressao da polf3 sdo caracterizados por instabilidade genética
(Canitrot et al. 1999), diminuicdo da fidelidade do BER com inducdo de mutacdes de
mudanca de fase de leitura (Chan et al. 2007) e aumento da resisténcia a drogas
guimioterdpicas como cisplatina que promove ligacdes covalentes entre fitas de DNA

(Canitrot et al. 1998).

Decidimos utilizar os clones superexpressores de polf3 para verificar
envolvimento desta DNA polimerase na replicacdo e reparo, ja que experimentos

realizados anteriormente mostraram que ela é capaz de incorporar AZT durante ensaio



5 - Discussao

de extensdo de primer in vitro, sugerindo participagdao da polimerase em processos de
sintese de DNA. Sendo assim, apds tratar células superexpressoras com AZT
verificamos um fenédtipo de maior sensibilidade a droga nestas células em relacdo as
células controle. Um efeito de inibicdo de crescimento de epimastigotas tratados com
AZT ja era esperado, considerando que um estudo anterior verificou uma reducdo no
numero de amastigotas intracelulares apds tratamento das culturas com diferentes
doses de AZT (Nakajima-Shimada and Aoki 1998). Este mesmo trabalho excluiu a
possibilidade deste efeito ter como causa a atividade de transcritases reversas
codificadas no genoma de T. cruzi e atribuiu esta atividade a DNA polimerases. Sabe-se
que a pola e polf humanas sdo capazes de incorporar AZT durante a replicagdo do
DNA (Copeland et al. 1992) e que mutagdes nos residuos de aspartato 246 e na
arginina 253 localizados no dominio palm (palma) da polf} diminuem a eficiéncia
catalitica na incorporac¢do do analogo. De fato, E. coli que expressam as polimerases
pola. e pol mutantes sdo insensiveis ao AZT (Kosa and Sweasy 1999). Experimentos
realizados por Carlos Gustavo Régis da Silva mostraram que o AZT-trifosfato diminui a
capacidade da polimerase beta em incorporar timidina radioativa em um ensaio de
extensdo de primer in vitro, sugerindo que a polf} poderia ser a principal efetora na
incorporacdo de AZT in vivo (dados ndo publicados). Nossos resultados corroboram os
dados anteriores e nos conduzem a interpretagdo de que a polf} poderia incorporar
AZT no genoma de epimastigotas de T. cruzi, inibindo o crescimento da cultura. Assim,
um excesso de pol na célula, ou uma maior atividade do BER, poderia estar
aumentando a incorporacao de AZT durante processos de replicacao e reparo. Novas
curvas que pudessem comparar a sobrevivéncia de epimastigotas e tripomastigotas

frente ao tratamento com AZT poderiam revelar diferengas de eficiéncia do BER nestas
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formas. Também é possivel verificar possiveis influéncias dos estados replicativo e nao
replicativo na incorporacdo também de outros analogos de bases especificos que

poderiam vir a ser utilizados no tratamento da doenca de Chagas.

Como os dados do AZT deram indicios da participagdo da polf na replicacdo,
buscamos verificar se a localizagdo sub-celular da polB poderia variar em
epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas. J& foi verificado que o padrdao de
localizacdo das proteinas associadas ao cinetoplasto KAP4 e KAP6 varia entre as trés
formas do parasito (Cavalcanti et al. 2009). Através de imunolocalizacdo utilizando
anticorpo especifico, foi evidenciado um padrdo no qual a polf se localiza nos sitios
antipodais do cinetoplasto apenas em epimastigotas e amastigotas, que sdao formas
celulares com potencial replicativo. Este resultado é concordante com aqueles
previamente observados em formas celulares replicativas em T. brucei (Saxowsky et al.
2003). Apesar de C. fasciculata possuir uma polf3 com motivo de enderecamento
mitocondrial situado na extremidade N-terminal da proteina, sua localizagdo in situ
ainda ndo foi realizada (Saxowsky et al. 2002). Curiosamente, tripomastigotas
mostraram um padrdao de localizacdo difusa caracterizado por uma auséncia da
proteina nos sitios antipodais e difusdao da mesma pela matriz mitocondrial. Estas
diferengas sugerem inicialmente um envolvimento da polf na replicagdio do DNA
mitocondrial, mais especificamente em processos de reparo subseqlientes a
duplicacdo do kDNA semelhante aquele proposto para T. brucei (Saxowsky et al. 2003).
Ainda ndo se sabe quais alterag¢des estruturais especificas ocorrem no cinetoplasto de
tripanossomatideos durante a metaciclogénese além do posicionamento posterior do

kDNA em relagdo ao nucleo. Possivelmente estas mudancgas envolvam dissolugdo dos
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sitios antipodais e maior compactacdo do DNA mitocondrial, o que a principio
protegeria o kDNA de danos oxidativos maiores durante a infecgdo. Nenhuma polf3 foi
localizada no nucleo das trés formas analisadas em T. cruzi, embora buscas adicionais
no banco de dados do genoma de T. cruzi mostraram presenca de uma proteina
hipotética homéloga a polf que poderia vir a ser um homélogo funcional nuclear da
polf} neste organismo (dados ndo mostrados). Este resultado ndo exclui a presenga de
um BER nuclear, ja que uma redundancia funcional na via poderia ser desempenhada
pelas polimerases replicativas épsilon e delta (Fortini et al. 1998; Stucki et al. 1998).
Também é possivel que ocorra translocagdo da polf para o nlcleo através de
modificagbes pds-traducionais, como fosforilagdo. As DNA polimerases mitocondriais
ID e IC, ambas da familia A das DNA polimerases, sdao fosforiladas em T. cruzi
(Nakayasu et al. 2009). Isso sugere que outras DNA polimerases, tal como a polf,
também podem ser modificadas da mesma forma e ter seu direcionamento subcelular

modulado por fosforilagao.

Nossos resultados mostraram também que os clones superexpressores de polf3
em fase exponencial de crescimento sdao mais resistentes do que células controle na
presenca de H,0,. Ocorre um aumento da expressdo de triparredoxinas peroxidases a
medida que os parasitos sdo submetidos a doses sub-letais crescentes de H,0, (2.5-20
uM) e este aumento esta associado a uma resposta do parasito em promover
desintoxicacdo (Finzi et al. 2004). Os nossos dados indicam que o BER também estd
contribuindo para o aumento da resisténcia ao estresse oxidativo, ja que a
superexpressao de polf resultou em uma maior sobrevivéncia celular em doses

elevadas de H,0; (200-400 puM). Os clones superexpressores também foram mais
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resistentes ao tratamento com MX, que inibe especificamente a via curta do BER.
Neste caso pode ter ocorrido competicdo entre a pol3 e moléculas de MX pelos sitios
AP espontaneos presentes no kDNA. Assim, o excesso de polimerase na célula
aumentaria a taxa do BER por diminuir o niumero de sitios AP potenciais a serem
blogueados por MX. Também verificamos que o tratamento combinado envolvendo
H,0, e MX reduz a sobrevivéncia dos parasitos superexpressores e iguala sua taxa a
observada para as células controle, indicando que o BER é a via mais ativa no reparo de
danos oxidativos em T. cruzi. Experimentos que avaliassem a eficiéncia de reparo in
vitro utilizando extratos celulares suplementados com polf3 purificada de T. cruzi e MX

poderiam ajudar a investigar a participacdo do BER neste processo.

Os resultados de resisténcia dos superexpressores de polf3 ao tratamento com
H,0, foram correlacionados a um menor acumulo de 8oxoG observado no kDNA
destas mesmas células em comparacdo com células controle. A queda nos niveis de
8o0xoG observada no superexpressor apods 2h de tratamento indica uma maior
atividade do BER estimulada por um excesso de polf} celular. Ocorreu aumento dos
niveis do dano apds 24h para as duas células, certamente pela incorporacao de 8oxoG
provindas do pool de nucleotideos durante a replicacdo. Porém este nivel permaneceu
mais baixo nas células superexpressoras. Também observamos que n3ao ocorreram
diferencas no acimulo de 8oxoG no ntcleo das células testadas, indicando um
aumento da eficiéncia somente do BER mitocondrial. Diferentes vias envolvidas na
eliminacdo de 8oxoG foram conservadas ao longo da evolucdo dos seres vivos. Em E.
coli, ocorrem glicosilases do BER especializadas em remover a 8oxoG como lesdes pré-

mutagénicas (Russo et al. 2007) denominadas Fpg (mutM), mutY e mutT que compoe
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uma via conhecida como Sistema GO. Fpg remove 8oxoGs pareadas com citosinas e
possui atividade de liase intrinseca que sera subseqiientemente processada por APE1 e
reparada. Entretanto, residuos de 8oxoG que escapam do reconhecimento e excisdo
de Fpg podem se parear com adeninas durante a replicacdo, gerando um substrato
8oxoG:adenina que pode ser reconhecido por mutY que catalisa a excisdo da adenina.
Além disso, mutT hidrolisa 80xoG-GTP a 80xoG-GMP no pool/ de nucleotideos
minimizando a incorporagdo de 8oxoG durante a replicagdao. Em T. cruzi nao foram
detectados ortélogos de mutT, embora existam ortélogos de mutY e Fpg (El-Sayed et
al. 2005). E possivel que a sensibilidade do parasito ao estresse oxidativo seja reflexo
de um sistema incompleto na remogdo de 8oxoG. Além disso, componentes do MMR
também estdo envolvidos na resposta a 8oxoG (Slupphaug et al. 2003). Uma linhagem
de T. brucei deficiente em MSH2 mostrou um aumento na sensibilidade a H,0, e a
complementacdao heterdloga com a proteina de T. cruzi foi capaz de reverter este
quadro (Machado-Silva et al. 2008). A dele¢do de um unico alelo do gene MSH2 de T.
cruzi também foi capaz de aumentar a sensibilidade destes parasitos ao H,0, e elevar
os niveis de 80xoG no kDNA, mostrando que o MMR também esta envolvido na
resposta ao estresse oxidativo neste organismo (Priscila Campos et al., artigo

submetido).

Verificamos que as taxas de sobrevivéncia apds tratamento dos clones
superexpressores de polf e células controle com H,0, foram menores para as células
em fase exponencial de crescimento do que o observado para células mantidas em
fase estaciondria, que se mostraram mais resistentes ao regime oxidativo. Estudos

preliminares em mamiferos evidenciaram diminuicdo da eficiéncia e fidelidade do BER
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em células ndo-proliferativas, o que foi atribuido a ocorréncia exclusiva da via curta
que é dependente da atividade da polf} (Akbari et al. 2009). Foi mostrado também que
o estado de senescéncia em células knockout para a polf} predispde a um aumento de
sensibilidade a H,0, em relacao as células em fase replicativa, embora a eficiéncia do
BER em reparar 8oxoG esteja reduzida em ambos estados celulares (Horton et al.
2002). Nossos resultados foram contrdrios aos obtidos por Horton e colaboradores.
Uma explicagdo plausivel é que em T. cruzi um excesso de polf estaria favorecendo
somente células em fase replicativa, indicando possivelmente que neste estado a
atividade do BER de via curta estaria sobrepondo o de via longa, onde polimerases
replicativas podem substituir a pol} no preenchimento do gap (Fortini and Dogliotti
2007). Quando estas células chegam ao estado estaciondrio, pode estar ocorrendo
inativacdo do BER e ativacdo de outra via de reparo que seria capaz de reparar lesdes
oxidativas com alta eficiéncia. As altas doses de H,0,, necessarias para inibir o
crescimento das células em um nivel similar aquele observado para células nao
replicativas, também poderiam ser explicados pelo fato de que células ndo-replicativas
ja estariam se aproximando da homeostase de tripomastigotas. Tripomastigotas
realizam mais fermentacdo do que respiracdo, com conseqliente diminuicdo da
atividade mitocondrial para producdo de energia (Bringaud et al. 2006). Assim, em
tripomastigotas de T. cruzi, a atividade de um BER mitocondrial de via curta poderia
estar diminuida ou dando lugar a outras vias de reparo de lesdes oxidativas, tanto no
nucleo quanto na mitocéndria. Isso foi visto em mitocondrias humanas para outros
tipos de lesbes oxidativas como 2-desoxiribonolactona, que sdo reparadas
exclusivamente pela via longa que é dependente da atividade de FEN1 (Liu et al. 2008).

Também é possivel que ocorra uma alta expressdo das proteinas detoxificantes do
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complexo enzimatico T(SH),/Trx nestas células (Finzi et al. 2004) dispensando os
complexos de reparo de DNA nessa fase. Este dado é corroborado com os dados aqui
obtidos envolvendo localizagdo da polf nas fases G2, mitose e citocinese de
epimastigotas e em tripomastigotas sanguineos, onde ocorre descentralizacdo da
enzima na célula e espalhamento da polimerase pela matriz mitocondrial, sugerindo
uma possivel dissociacdo da maquinaria de reparo e desvinculacdo do reparo do DNA
mitocondrial. Uma possivel abordagem experimental para elucidar um pouco melhor
este aspecto seria verificar a atividade de diversas vias de reparo de DNA de células
selvagens in vitro incubando extratos celulares contendo oligonucleotideos sintéticos
mimetizando varios intermediarios de vias de reparo. Também seria interessante
verificar os niveis protéicos das proteinas de reparo e das proteinas do complexo

tripanotiona em epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas por Western blot.

Ao avaliar a localizagdo sub-celular da polf} apds tratamento de formas
epimastigotas de T.cruzi com peréxido de hidrogénio, verificamos formagcdo de um
foco discreto de polimerase beta 6h apés incubagao em H,0, e dissociacao da proteina
nos tempos subseqlientes analisados. Ja foi visto que proteinas de diferentes vias de
reparo de DNA acumulam-se sequencialmente em foci nucleares de células Hela
contendo lesdes reconhecidas principalmente pelo BER, o que inclui OGG1 (Luna et al.
2005), XRCC1, PCNA (Hashiguchi et al. 2007), ligase Ill e polimerase beta, sendo que os
dominios de 8kDa e 31kDa da polimerase estdo envolvidos no reconhecimento de
lesGes oxidativas e SSBs, respectivamente, geradas apds microirradiacdo local com
UVA (Lan et al. 2004). Proteinas envolvidas na via de NHEJ (Wang et al. 2006), NER

(Green and Almouzni 2003) e na manuteng¢do de metilacdo no DNA (Mortusewicz et al.
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2005) também mostraram direcionamento para foci discretos no nucleo apds indugao
de lesbes, sendo que em todos os casos 0s foci persistiram por um periodo
determinado de tempo, possivelmente somente até o reparo completo de todas as
lesdes geradas. Esse efeito também deve ter ocorrido em nosso experimento,
considerando que o tratamento com H,0, deve ter induzido danos oxidativos no kDNA
durante 30 minutos que é o periodo de estabilidade do perdxido apés diluicdo em
meio liquido de cultura. Acreditamos que este possivel foco de reparo estd localizado
na regido cinetoflagelar na qual ocorre replicacdo dos circulos e onde se localizam
diversas DNA polimerases (Liu et al. 2005). Nosso resultado nos faz acreditar
fortemente na ocorréncia de um provdvel BER mitocondrial também nesta regido.
Observamos também uma aparente sobreposi¢cdo deste foco com a regido Unica de
concentragdo de polimerase beta observada em epimastigotas em citocinese, o que
poderia indicar eventos assincronicos de reparo desvinculados da fase G1/S. Novos
experimentos utilizando marcadores mitocondriais associados a anticorpos que
reconhecem outras proteinas da maquinaria do BER e de outras vias sao necessarios

para obter um melhor panorama do reparo de lesGes oxidativas em T. cruzi.

Sabe-se que os padrdes morfolégicos observados na mitose de epimastigotas
envolvem emersao de um segundo flagelo durante a fase G2 seguida de segregacdo do
cinetoplasto e mitose nuclear, com posterior citocinese gerando duas células filhas
(Elias et al. 2007). Os dados obtidos neste trabalho com relagdo a localizagao da polf3
durante o ciclo celular mostraram concentracdo da enzima nos sitios antipodais do
cinetoplasto nos estagios G1 /S onde ocorre replicacdo e reparo do DNA, considerando

gue protrusdo do novo flagelo na fase G2 se da somente apds a completa duplicacdo
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do DNA nuclear que procede a do kDNA na fase S (Elias et al. 2007). O prosseguimento
do ciclo durante as fases G2, mitose e citocinese mostram padrdao de localizacdo
semelhante aquele observado nas formas tripomastigotas sanguineas, caracterizado
pela dispersdo da polimerase pela matriz mitocondrial. Durante a citocinese a polf3
parece retornar as imediacdes do kDNA, formando uma estrutura pontual seguida de
reestruturacdo em forma de anel. Possivelmente esta dindmica na fase final da
citocinese possa favorecer um rearranjo do estoque de enzimas funcionais e controle
da segregacdo igual novamente para os sitios antipodais do cinetoplasto. Até o
momento de finalizacdo deste trabalho, ndo tomamos conhecimento de nenhum
registro na literatura cientifica envolvendo localizacdo sub-celular de proteinas
participantes de vias de reparo de DNA durante as diferentes fases do ciclo celular em
eucariotos. Esta é a primeira vez que uma enzima de reparo, mais precisamente uma
DNA polimerase, tem seu direcionamento acompanhado durante o ciclo celular em T.
cruzi, e possivelmente o Unico descrito em tripanossomatideos. Estas observacgdes
corroboram o envolvimento da polf} na replicagdo e reparo do kDNA, ja que
novamente sua localizagdo nos sitios antipodais se mostrou exclusivamente
dependente de um estado de replicacdao do genoma mitocondrial. Acreditamos que
este tipo de informacdo é crucial na complementacdo dos dados oriundos de
evidéncias bioquimicas dos ensaios obtidos in vitro com as proteinas recombinantes.
Estamos trabalhando com outras proteinas envolvidas em processos de manutencao
do kDNA (por exemplo SSE1 e UMSBP) e de processos de reparo de DNA (por exemplo

APE1 e OGG1) para verificacdo da ocorréncia de direcionamento celular.
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De modo inesperado, também verificamos recrutamento da pol} em
tripomastigotas ndo-replicativos apds tratamento com perdxido de hidrogénio, sendo
gue ndo ocorreu sobreposi¢cdo total da polimerase com o marcador mitocondrial
utilizado. Proteinas como PCNA e RPA, importantes na replicagdo e no reparo de DNA,
podem ser direcionadas a sitios de lesdo nucleares em células Hela sincronizadas na
fase S do ciclo celular como também em células ndo-S (Mortusewicz et al. 2005). Na
maioria dos casos observamos que a polf3 sempre esteve bastante associada a regido
do kDNA. Em tripomastigotas ndo tratados a polf3 aparece em forma de granulos,
indicando interacdo e organizacdo da enzima no armazenamento ou para degradacao.
O tratamento com H,0, também alterou de alguma forma a localizacdo da proteina
LipDH, que é uma FAD-cisteina oxidorredutase envolvida no metabolismo de tidis em
T.cruzi, mas preservou regides de sobreposicdo com a polf3, indicando possivelmente a
participacdo das duas proteinas em processos desencadeados pela exposicdo ao
perdxido de hidrogénio. Esta foi a primeira vez que se mostrou alteracao na localizacdo
celular de uma proteina de reparo em tripomastigotas ndo replicativos, sugerindo que

neste estagio também possa ocorrer ativacao de vias de reparo de DNA.

Curiosamente nao observamos diferencas de sobrevivéncia entre as células
superexpressoras e o controle apds tratamento com MMS. Este agente metilante
monofuncional transfere grupamentos metil para adeninas e guaninas levando a
formacao de N3-metiladenina que pode levar a parada da forquilha de replicacdao e
morte celular (Engelward et al. 1998), e N7-metilguanina considerada citotéxica
(Varadarajan et al. 2003). LesOes do tipo O6-metilguanina sdo pré-mutagénicas ja que

as DNA polimerases podem incorporar timina frente a estas lesGes induzindo a
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transi¢cOes do tipo GC-AT (Margison et al. 2002). Mutag¢des no dominio de 8kDa (liase)
da polp conferem hipersensibilidade a MMS que pode ser revertida pela expressao do
dominio de liase por si s6 ou reintrodugao da polf} selvagem (Sobol et al. 2000). Este
resultado mostra especificidade e exclusividade do BER no reparo de danos alquilantes
causados por MMS em mamiferos, ja que vias de reparo alternativas ndo puderam
interceder na suplementacdo do BER inativo nestas células (Sobol et al. 2000).
Contudo, a sensibilidade ao MMS foi similar em células controle e superexpressoras de
polf, sugerindo que o reparo de lesdes alquilantes em T. cruzi estd dependente de
outras vias de reparo, o que também fortalece a idéia do envolvimento do BER no
reparo de lesdes de natureza oxidativa. E possivel que danos alquilantes sejam
reparados através da via longa do BER em T. cruzi, considerando que as células
tratadas com MMS estavam em fase logaritmica de crescimento e que neste estagio
ocorra predominancia da via curta. Também é possivel que a superexpressao, neste
caso, nao tenha alterado significativamente a homeostase do BER a ponto de
aumentar ou diminuir a sensibilidade das células ao MMS. Contudo este efeito ndo foi
verificado em células superexpressoras de N-metilpurina DNA glicosilase (MPG), que
mostraram sensibilidade ao agente alquilante temozolomida, possivelmente por levar
a um desbalanco do BER pela saturagdo do residuo de dRP pela polf} (Trivedi et al.
2008). Outro ponto é que o reparo de danos alquilantes pelo BER levaria a
intermediarios de quebra simples que evoluiriam para quebras duplas que sdo
principalmente reparadas por recombinacdo homdloga (Pascucci et al. 2005) e isso
acoplaria duas vias de reparo, BER e HR, no reparo de danos alquilantes ao DNA.
Todavia, outro grupo mostrou que o MMS ndo provoca quebras duplas in vivo (Lundin

et al. 2005), embora estes experimentos ndo tenham sido realizados em células
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knockout para polimerase beta. Uma ultima consideragdo refere-se a possivel auséncia
de glicosilases especificas no reconhecimento de danos alquilantes na mitocondria de
T. cruzi. Considerando que a ocorréncia do BER estd condicionada a criacdo de sitios AP
apos acao das glicosilases, um excesso de polf3 ndo traria vantagens na sobrevivéncia
celular jd que as atividades de liase e de polimerase efetuadas pela pol3 ocorrem
sequencialmente apds acdo da glicosilases e da AP endonuclease. Abordagens
experimentais adicionais sdo necessarias para elucidacdo da via de reparo de danos

alquilantes, ainda pouco estudadas em tripanosomatideos.

As curvas realizadas com benzonidazol mostraram uma maior resisténcia das
células superexpressoras em relacdo as células controle ao tratamento. Este resultado
estd de acordo com a curva de sobrevivéncia obtida apds tratamento com H,0,, onde
observamos a mesma resisténcia, porém em niveis maiores. Acreditamos que os dois
compostos estdo aumentando o estresse oxidativo no parasito gerando superdxidos
intracelulares com potencial oxidante. Epimastigotas de T. cruzi resistentes ao
tratamento com nifurtimox, outro composto utilizado no tratamento da Doenca de
Chagas (mas com estrutura molecular e efeitos oxidativos semelhantes ao
benzonidazol) mostraram uma reducdo nos niveis de NTR do tipo |, resisténcia cruzada
ao benzonidazol e alteracdo no caridtipo, sugerindo delecao de cépia do gene que
codifica NTR, o que levaria a reducdo no nivel de ativacao da prodroga no parasito. Isto
foi confirmado pela geracdo de parasitos transgénicos resistentes ao tratamento com
nifurtimox e benzonidazol pela delecio no gene NTR (Wilkinson et al. 2008).
Adicionalmente, parasitos superexpressando NTR foram 10 vezes mais sensiveis ao

tratamento com drogas nitroheterociclicas, mostrando que NTR estd diretamente
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envolvido na ativacdao de drogas que tém efeito tripanomicida por induzir estresse
oxidativo (Docampo 1990). Outros trabalhos mostraram aumento da expressdo de
TXNPx mitocondrial e citoplasmatica (Nogueira et al. 2009) e de superdxido dismutase
(Nogueira et al. 2006) em células resistente a benzonidazol, indicando que esta droga
induz uma resposta dos sistemas antioxidantes do parasito. Novamente é possivel que
o BER esteja mais ativo em células superexpressoras de polf3, e esta maior eficiéncia
reduz os efeitos deletérios do estresse oxidativo causados pelo benzonidazol, pelo
menos no kDNA. Este resultado fortalece os dados vistos nas curvas de H,0, e MX de
que as células superexpressoras de pol sdo mais resistentes a um aumento do
estresse oxidativo do que as células controle, e este fato se deve basicamente a um
aumento da eficiéncia do BER. Este resultado também contribui para o entendimento

do mecanismo de acdo do benzonidazol no tratamento da Doenca de Chagas.

Os resultados deste trabalho apontam para um papel do BER na sobrevivéncia de
T. cruzi. Os ensaios in vitro e a utilizagdo de células superexpressoras de polf3 foram
direcionados com o intuito de melhor esclarecer o envolvimento desta DNA
polimerase no reparo de lesbes de natureza oxidativa. Certamente novos desafios
metodoldgicos e experimentais puderam aflorar em decorréncia de novas perguntas
gue naturalmente apareceram ao longo deste trabalho. Como exemplo, ainda é
necessario esclarecer melhor o envolvimento da polBPAK na replicagdo e no reparo do
kDNA e possiveis interacdes moleculares desta enzima com outras proteinas
mitocondriais. Outra meta seria a obtengdo de células knockout para polf} e polBPAK e
avaliacdo do fendtipo e sobrevivéncia destas células em diversas condi¢des de estresse

genotodxico. Gradualmente, um dominio mais aprofundado acerca da bioquimica
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envolvida na prote¢dao dos genomas mitocondrial e nuclear do parasito contra o
estresse oxidativo vem sendo construido, ampliando possibilidades de intervencdo no

estudo do T. cruzi e no tratamento de portadores da Doenca de Chagas.
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Anexo I

Plasmidios pTREX e pROCKpolf3
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MCS
Xbal
EcoRlI
Hindlll

Rib. Prom. (800 bp) Clal
Sall/Hincll
HX1 (220 bp) Xhol
Pstl
pTREX-n gapdhIR
6262 bp (700pb)
Neo (800 bp) Pstl
Pstl

gapdh3'UTR
(700pb)

Sphl
Kpnl

Nhel

Vetor pTREX-n. Este vetor permite expressao transiente do gene de interesse em
T. cruzi e carrega um espacador ribossomal que é parte integrante do promotor
de rRNA que assegura um alto nivel de transcricdo do gene repérter. Também
estd presente o promotor de rRNA que assegura um alto nivel de transcricdao do
gene reporter e a sequéncia de HX1 que é um sinal altamente eficiente para o
processamento do mRNA por trans-splicing, derivado da regido intergénica do
gene TcP2f. Além disso, possui as regides intergénica e 3’"UTR do gene GAPDH I,
gue sdo sinais para trans-splicing e poliadenilagio do gene Neo,
respectivamente. Também estd presente a regido codificadora para neomicina
fosfotransferase (Neo) que confere resisténcia a neomicina e seu andlogo G418.
MCS, sitio multiplo de clonagem. Figura adaptada de (Vazquez and Levin 1999).
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J’\"C’I ]

g- tubulin

Ribosomal
Promoter

TeP28
5'UTR
pROCKpolf3

(8.031 pb)

~

S i
gGAPDH Il
3'UTR

Nhel

QGAPDH Il
IR

Neo (R)

Vetor pROCKpolf. O vetor pROCK é usado para expressdo permanente do gene
de interesse. E composto por um fragmento do gene de beta-tubulina de T. cruzi
que permite a integragdo do vetor linearizado por Not | no l6cus de B-tubulina no
genoma do parasito por recombinacdo homédloga. Também esta presente o
promotor de rRNA que assegura um alto nivel de transcricdo do gene repdrter e
a sequéncia de HX1 que é um sinal altamente eficiente para o processamento do
mRNA por trans-splicing, derivado da regido intergénica do gene TcP2f3. Além
disso possui as regides intergénica e 3’UTR do gene gGAPDH Il, que sdo sinais
para trans-splicing e poliadenilacdo do gene Neo, respectivamente. Também estd
presente a regido codificadora para neomicina fosfotransferase [Neo (R)] que
confere resisténcia a neomicina e seu analogo G418.
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