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RESUMO 

O Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei são protozoários parasitas 

causadores da Tripanossomíase Americana e Africana. Ambos são caracterizados pela 

presença de um flagelo simples e um cinetoplasto que é uma mitocôndria única e 

alongada que ocupa grande parte do volume celular, concatenados em uma rede de DNA. 

Apresentam também características morfológicas muito homogêneas, definidas em 

função da posição do cinetoplasto em relação ao núcleo e da presença ou não de flagelo 

livre e membrana ondulante. No interior dos hospedeiros invertebrados insetos ocorrem 

sob a forma tripomastigotas metacíclicos e epimastigotas; e nos hospedeiros vertebrados 

mamiferos ocorre sob a forma amastigota e tripomastigota sanguíneo. O sequenciamento 

do genoma desses parasitos revelou a existência de genes relacionados à manutenção 

do DNA tais como: a reversão direta das modificações de base por processos de 

dimetilação e por ação das fotoliases ou dioxigenases ou ainda por retirada de bases 

incorporadas erradamente no DNA recém-replicado pelo MMR, retirada de danos 

volumosos por NER e retirada de bases incorporadas erradamente pelo BER, reparo de 

DSB e SSB por HR. Dentre as vias de reparo acima descritas, a Fotorreativação é um 

mecanismo de reparo direto que utiliza fotoliases para catalisar a reversão de dímeros de 

pirimidina em monômeros. Existem vários tipos de fotoliases de acordo com a sua 

especificidade de substrato. Outro mecanismo que repara as lesões induzidas por UV é o 

NER, que se subdivide em duas subvias: Reparo do Genoma Global e Reparo Acoplado a 

Transcrição. O T. brucei possui dois genes da fotoliase, um nuclear codificador da 

fotoliase criptcromo DASH e outro mitocondrial codificador da CPD fotoliase I. No entanto, 

o T. cruzi possui apenas o gene da fotoliase mitocondrial criptcromo DASH. No presente 

trabalho estudamos o efeito da irradiação, por luz UV, em T. cruzi selvagens, T. cruzi 

superexpressor do gene da fotoliase nuclear de T. brucei, T. cruzi deficientes no gene 

CSB (heminocaute) e T. cruzi heminocaute no gene CSB que superexpressa o gene da 

fotoliase nuclear de T. brucei. Os resultados obtidos mostraram que o T. cruzi que 

superexpressa o gene fotoliase nuclear de T. brucei são mais resistentes à radiação UV 

do que o tipo selvagem. Outro dado importante é que as células selvagens, quando 

colocadas por 60 minutos sob a luz branca, após tratamento com luz UV, não retornam o 

crescimento. Não se verificou a mesma atividade em células deficientes no gene CSB. 

Esses dados sugerem que a fotoliase de T. brucei é funcional e a sua atividade é 

dependente da ação do gene CSB.  
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ABSTRACT 

The Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei are the protozoa parasites that 

cause African and American trypanosomiasis. Both are characterized by the presence of a 

single flagellum, a kinetoplast, which is elongated and single mitochondria that occupies 

much of the cell volume concatenated into a network of DNA. These parasites also exhibit 

homogeneous morphological characteristics, defined according to the position of the 

kinetoplast in relation to the nucleus and the presence or absence of flagellum and 

undulating membrane. Inside of the invertebrate’s insect host they occur as metacyclic 

trypomastigotes and epimastigotes forms, while inside of the mammiferous vertebrates 

hosts may be found as amastigote and bloodstream trypomastigote forms. The genome 

sequencing of these parasites showed the existence of genes that is related to DNA 

maintenance such as direct reversal of base changes by dimethylation processes or by the 

action of photolyases and dioxygenases or by removal of incorrectly incorporated bases 

repairing by MMR, removal of bulky damage by NER and removal of damage bases by 

BER, repair of SSBs and repair of DSB by HR. Among the repair pathways described 

above, Photoreactivation is a direct repair mechanism that catalyzes the reversion of 

pyrimidine dimers in monomers. There are several kinds of photolyases according to their 

substrate specificity. Another mechanism to repair UV-induced lesions is NER, which can 

be divided into two major pathways: Global Genome Repair and the Transcription Coupled 

Repair. The T. brucei has two photolyase genes, a nuclear photolyase gene which 

encodes a single stranded photolyase or cryptochromes DASH and a mitochondrial 

photolyase gene which encodes a CPD photolyase class I. However, the T. cruzi has only 

the mitochondrial photolyase gene which encodes a single stranded photolyase or 

cryptochromes DASH. In the present work we studied the effect of UV radiation in wild-

type cells, T. cruzi strains heterologously expressing the T. brucei nuclear photolyase 

gene, T. cruzi CSB single-knockout cells and CSB single-knockout T. cruzi strains 

heterologously expressing the T. brucei nuclear photolyase gene. The results show that T. 

cruzi heterologously photolyase the nuclear gene of T. brucei are more resistant to UV 

irradiation than the wild type. There was not the same activity in T. cruzi CSB single-

knockout strains heterologously expressing the T. brucei nuclear photolyase gene. 

Another important fact is that the wild-type cells, when placed for 60 min under white light 

after treatment with UV light, do not return to growth. These data suggest that photolyase 

from T. brucei is functional and its activity is dependent on the action of the CSB gene. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Tripanossomatídeos 

 

Os Tripanossomatídeos são parasitas obrigatórios que apresentam uma grande 

diversidade de hospedeiros invertebrados e vertebrados, com ampla distribuição nos 

diferentes continentes (SIMPSON et al., 2006). Eles pertencem ao reino Protozoa, classe 

Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida e família Trypanosomastidae, que inclui parasitas 

dos gêneros Leishmania e Trypanosoma (CAVALIER, 2004; EL-SAYED et al. 2005; 

GUEVARA et al. 2005; BALMER et al. 2011). 

Os tripanossomatídeos são conhecidos desde 1841, através de estudos feitos por 

Gustav Valentin (SÁ, 2005) e possuem espécies parasitas de importância médica e 

econômica. A espécie Trypanosoma brucei foi descoberta em 1894, pelo médico britânico 

David Bruce, no sangue de um viajante europeu pelo rio Gambia na África Ocidental. Este 

parasito causa a doença do sono ou Tripanossomíase Africana, são transmitidos pela 

picada pela da mosca tsé-tsé (SCHUMUNIS, 1999; MACHADO et al. 2006; BALMER et 

al. 2011; AMARAL, 2012). A espécie Trypanosoma cruzi descoberta em 1909, pelo 

médico brasileiro Carlos Chagas no sangue de pacientes na região de Minas Gerais, 

Brasil. Eles são transmitidos pelas fezes infectadas de triatomíneos durante o repasso 

sanguíneo (TOMO, 1916; DELAPORTE, 1995; KROPF, 2004), e causam a doença de 

Chagas ou Tripanossomíase Americana (TOMO, 1916; DELAPORTE, 1995; KROPF 

2004; MACHADO et al. 2006; MASSAD, 2008; SILVA et al. 2010). Ambos parasitas são 

caracterizados pela presença de um flagelo simples e cinetoplasto que é uma mitocôndria 

única e alongada, contendo grande conteúdo de DNA composto por uma rede de 

maxicírculos e minicírculos formando uma combinação única na natureza e localizada 

próximo ao corpo basal do flagelo constituindo o DNA mitocondrial kDNA (KLINGBEIL & 

ENGLUND, 2004; MACHADO et al. 2006; GABALDON et al. 2010; SILVA et al. 2010; 

ZUMA et al. 2011). 

Os parasitos do gênero Trypanosoma apresentam características morfológicas 

muito homogêneas, definidas em função da posição do cinetoplasto em relação ao 

núcleo, e da presença ou não de flagelo livre e membrana ondulante. O T. cruzi no interior 

do hospedeiro invertebrado ocorre sob a forma tripomastigotas metacíclicos e 

epimastigotas. Nos hospedeiros vertebrados mamíferos (incluindo seres humanos) ocorre 

sob forma amastigota e tripomastigota sanguíneo, sendo: a forma amastigota ocorrendo 
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só em T. cruzi, apresentando a forma arredondada e com flagelo curto que não se 

exterioriza; a forma epimastigota apresenta o cinetoplasto e o cinetossomo anteriores e 

próximos ao núcleo, com a membrana ondulante iniciando a partir dele; e a forma 

tripomastigota apresenta cinetossomo posterior, e o flagelo forma a borda de uma 

membrana ondulante que sedesenvolve junto à célula do parasito (FIGURA 1) 

(GABALDON et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O T. brucei apresenta vários estágios morfológicos. No interior do hospedeiro 

invertebrado (insetos do gênero Glossina) ocorre sob forma tripomastigotas metacíclicos e 

epimastigotas replicativas. No interior dos hospedeiros vertebrados (mamíferos incluindo 

seres humanos) ocorre sob forma tripomastigotas sanguínea. A forma epimastigota 

apresenta o cinetoplasto e cinetossomo anteriores próximos ao núcleo, com a membrana 

ondulante iniciando a partir dele e a forma tripomastigota se apresenta com cinetossomo 

posterior e o flagelo formando a borda de uma membrana ondulante que se desenvolve 

Figura 1. Morfologia dos tripanossomatídeos. (a) Amastigotas; (b) Epimastigotas; (d) 

Tripomastigotas, estágios morfológicos do Trypanosoma cruzi. (c) Epimastigota 

procíclico, (e) Tripomastigota Metaciclico/Bloodstream estágios morfológicos do 

Trypanosoma brucei. 

f – flagelo, b – cinetossomo, k – cinetoplasto, n – núcleo e um – borda da membrana. 

Adaptado de DoCAMPO et al., 2005.  
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junto à célula do parasito (KLINGBEIL & ENGLUND, 2004; MACHADO et al. 2006, 

GABALDON et al. 2010). 

1.2. Trypanosoma cruzi 

 

O T. cruzi é um protozoário parasito intracelular, causador da Tripanossomíase 

Americana também conhecida como doença de Chagas, que é um dos maiores 

problemas de saúde na América do Sul e Central (GUEVARA et al. 2005, PIRES et al. 

2007; WHO, 2013). O seu ciclo de vida é muito complexo com diferentes características 

morfológicas e metabólicas que lhe permitem adaptar-se e alternando-se entre dois 

hospedeiros. O hospedeiro invertebrado é o inseto triatomíneo que é um parasita 

hematófago obrigatório pertencente à ordem Hemíptera, família Reduviidae e subfamília 

Triatominae. Os outros hospedeiros vertebrados são mamíferos entre os quais 

encontramos o homem (GUEVARA et al., 2005). O ciclo inicia-se quando o inseto vetor 

durante o repasso sanguíneo defeca sobre o hospedeiro e os parasitos presentes nas 

fezes entram em contato com a pele, contaminando-o (MASSAD, 2008). Pode ocorrer 

também a transmissão congênita (GURTLER et al. 2003; DORN et al. 2007), através de 

transfusão sanguínea ou por transplante de órgãos (SCHMUNIS, 1999). O T. cruzi 

apresenta três diferentes estágios de desenvolvimento entre o inseto vetor e hospedeiro 

vertebrado mamífero, sendo que as formas tripomastigotas são ingeridas através da 

hematofagia e na porção final do trato digestivo do inseto vetor transformam-se em 

formas epimastigotas e multiplicam e diferenciam-se em formas tripomastigotas 

metacíclicas infectante para os vertebrados mamíferos onde são eliminadas durante a 

defecação. Nos hospedeiros vertebrados mamíferos, as formas tripomastigotas 

metacíclicas diferenciam-se em formas amastigotas replicativas, no interior das células, 

estas se multiplicam por sucessivas divisões binárias, diferenciando-se em formas 

tripomastigotas, que rompem as células infectadas e são liberadas no meio extracelular, 

infectando as células vizinhas ou caem na circulação sanguínea, onde são ingeridos pelo 

inseto vetor durante a alimentação (FIGURA 2) (GARCIA et al., 2010). 
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Figura 2. Ciclo de vida do T. cruzi. O ciclo mostra as varias formas do parasito 

alternando-se entre hospedeiros vertebrados mamíferos, e insetos da família Triatominae, 

com diferentes estágios morfológicos em cada um dos hospedeiros: formas epimastigotas 

replicativas e tripomastigotas metacíclicos infectivos em vetores hematófagos e formas 

amastigotas intracelulares replicativas e tripomastigotas na corrente sanguínea dos 

hospedeiros vertebrados mamíferos. Durante a picada, o triatomíneo infectado com T. 

cruzi defeca próximo ao local e as formas tripomastigotas metacíclicas presentes nas 

fezes atingem a corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado pelo orifício da picada (1). 

Os parasitas invadem células do sistema fagocítico mononuclear cutâneo e se 

diferenciam em formas amastigotas, capazes de replicação (2). Essas formas são 

liberadas na corrente sanguínea, diferenciam-se em formas tripomastigotas que vão se 

disseminar pelo organismo, atacando músculos e tecidos (3). Um triatomíneo não 

infectado adquire as formas tripomastigotas ao picar um hospedeiro vertebrado 

contaminado (4). Essas formas se diferenciam em formas epimastigotas, capazes de 

multiplicação no intestino posterior do vetor (5). Na porção final do trato digestivo do 

inseto vetor, os parasitas se diferenciam em formas tripomastigotas metacíclicas que são 

liberadas nas fezes (6). Adaptado de PROTO et al., 2013. 
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1.3. Trypanosoma brucei 

 

O T. brucei é um protozoário parasito extracelular causador da Tripanossomíase 

Africana, também conhecida como doença de Sono, que é um dos maiores problemas de 

saúde na África subsaariana (MACLEOD et al. 2001; BERRIMAN et al. 2005; MACHADO 

et al. 2005; DANIELS et al. 2010). Ele subdivide-se em três subespécies, T. b. brucei, que 

tem como hospedeiro intermediário a mosca tsé-tsé do género Glossina e o mamífero 

vertebrado, não humano, como hospedeiro, são encontrados em toda África subsaariana. 

O T. b. rhodosiense, tem humanos como hospedeiro vertebrado mamífero, são 

encontrados na região oriental da África causando a forma aguda da doença do sono e o 

T. b. gambiense, tem humanos como hospedeiros definitivos e são encontrados na região 

ocidental da África causando a forma crônica da doença do sono (MACLEOD et al. 2001; 

VASSELA et al. 2001; BALMER et al. 2011; BARRETT & CROFT, 2012; SIMO et al. 2012; 

DUFFY et al. 2013; KNÜSEL et al. 2013). Durante o seu ciclo de vida, para sua 

sobrevivência, ele adapta-se a complexas mudanças bioquímicas e morfológicas, 

subdividindo-se a forma tripomastigota sanguínea em longa e delgada, na corrente 

sanguínea do hospedeiro mamífero, e em condições de alta parasitemia, se diferencia em 

formas tripomastigota sanguínea encurtada e grossa. A forma encurtada e grossa é então 

transmitida para o intestino médio da mosca tsé-tsé, juntamente com o sangue ingerido 

pelo inseto, onde irá diferenciar-se na forma procíclica que migra para o pró-ventrículo, 

cresce em comprimento e divide-se assimetricamente, originando formas epimastigotas 

curtas e longas. Estas últimas não são capazes de continuar o ciclo de vida, porém as 

primeiras migram para as glândulas salivares, se aderem às células epiteliais do 

hospedeiro e continuam se dividindo. As formas tripomastigotas metacíclicas são 

transmitidas para o hospedeiro vertebrado pela picada do inseto vetor (FIGURA 3) 

(GRINSVEN et al. 2009; DANIELS et al. 2010; AKIYOSHI & GULL, 2013; BUTTER et al. 

2013). 

  

 

 

 



 

6 
 

  

Figura 3. Ciclo de vida do T. brucei. O ciclo de vida do parasito alterna-se entre o 

inseto vetor do genero Glossina e o hospedeiro vertebrado mamífero. Durante o ciclo, a 

mosca contaminada injeta formas tripomastigotas metacíclicas durante a picada (1). O 

parasita se diferencia em forma tripomastigota sanguínea, longa e delgada (slender) que 

se multiplica na corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado mamífero (2), espalhando-

se na corrente sanguínea, podendo atingir o sistema nervoso central. Com a alta 

parasitemia, essas formas se tornam mais curtas e largas (stumpy) (3), outra mosca 

ingere essas formas tripomastigotas, contaminando-se (4) e no intestino médio da mosca 

Tsé-tsé, juntamente com o sangue ingerido pelo inseto se diferencia em formas 

procíclicas que migram para o pró-ventrículo, crescem em comprimento e dividem-se 

assimetricamente originando formas epimastigotas (5) que migram para as glândulas 

salivares onde se multiplicam (6), em seguida, essas formas se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos (7) e o ciclo inicia-se novamente após a picada da mosca 

Tsé-tsé onde os parasitas aderem às células epiteliais do hospedeiro vertebrado.  

Adaptado de PROTO et al., 2013. 
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1.4. O Genoma dos Tripanossomatídeos 

 

O genoma de tripanossomatídeos apresenta características peculiares, diferente 

dos demais eucariotos em diversos processos nucleares tais como a transcrição e a 

compactação do DNA, organizando-se em diversos cromossomas e o número e tamanho 

variam de acordo com a espécie. O tamanho do genoma do T. cruzi é maior quando 

comparado ao tamanho do genoma do T. brucei (EL-SAYED et al., 2005). A replicação do 

DNA nuclear de tripanossomatídeos aparenta ser similar ao encontrado em eucariotos 

superiores (DANIELS et al., 2010), onde grande parte das proteínas que compõem a 

forquilha de replicação estão conservadas, tais como a DNA polimerases α, δ e ε, a 

proteína de replicação A (RPA), o fator de replicação C (RFC) e o antígeno celular de 

proliferação nuclear (PCNA) (EL-SAYED et al., 2005).  

O kDNA de tripanossomatídeos tem características únicas, não encontradas em 

outros organismos. A única mitocôndria que ocupa grande parte do volume celular, 

contem uma região rica em DNA, constituída por moléculas circulares de fita dupla, 

contem 40 a 50 maxicírculos que codificam as proteínas e RNAs necessárias a atividade 

mitocondrial e 5000 a 10000 minicírculos que codificam moléculas de RNAs-guias 

utilizadas na edição de transcritos dos genes do maxicírculos (KLINGBEIL & ENGLUND, 

2004; EL-SAYED et al. 2005).  

O kDNA é empacotado por quatro tipos de proteínas semelhantes as histonas, 

denominadas de KAP (Proteínas associadas ao Cinetoplasto) dando a forma de disco ao 

cinetoplasto (LIU et al., 2005). Analises do genoma dos tripanossomatídeos revelou 

diferenças nos mecanismos de manutenção da integridade do DNA nuclear e mitocondrial 

(KLINGBEIL & ENGLUND, 2004 & EL-SAYED et al. 2005).  

 

1.5. Reparo de DNA em Tripanossomatídeos 

 

O DNA é suscetível à ação de agentes genotóxicos endógenos tais como: o 

metabolismo oxidativo, que resulta em moléculas reativas de oxigênio como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH-); processos de metilação e alquilação e de 

agentes exógenos, tais como: a radiação ionizante (raios X e raios γ) e luz ultravioleta 

(UV) (DIDERICH et al., 2011). Sendo diversas as formas de danos no DNA, varias são as 

vias de reparo de DNA que são usadas, tais como: limpeza do pool de nucleotídeos, a 
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reversão direta das modificações de base por processos como a de dimetilação por ação 

das fotoliases ou dioxigenases, ou ainda por retirada de bases incorporadas erradamente 

no DNA recém-replicado pelo reparo de erro de pareamento (MMR do inglês Mismatch 

Repair), retirada de danos volumosos por meio de reparo por excisão de nucleotídeos 

(NER do inglês Nucleotide Excision Repair), e retirada de bases modificadas pelo reparo 

por excisão de base (BER do inglês Base Excision Repair) (SILVA et al., 2010).  

No DNA ocorrem também quebras de fita simples (SSBs do inglês Single Strand 

Breaks) e quebras de fitas duplas (DSBs do inglês Double Strand Breaks), pela ação de 

agentes genotóxicos exógenos e endógenos, que podem ser reparados por recombinação 

homóloga (HR do inglês Homologous Recombination). Apesar destes mecanismos 

reparem a maioria das lesões do DNA, alguns dos danos permanecem, levando a 

mutações ou ao bloqueio da maquinaria de replicação. DNA polimerases alternativas 

podem ignorar essas lesões de forma livre de erros ou propenso a erros usando um 

processo conhecido como síntese translesão (TLS do inglês Translesion Synthesis) 

(SILVA et al., 2010).  

O sequenciamento do genoma dos tripanossomatídeos demonstrou a presença de 

grande parte dos genes das principais vias de reparo de DNA. Isto tem possibilitado 

estudos que podem levar a uma melhor compreensão dos múltiplos processos vitais  

desses parasitos (EL-SAYED et al. 2005; GABALDÓN et al. 2010 & SILVA et al. 2010). 

 

1.5.1. Reparo de DNA e Lesões geradas por luz UV em Tripanossomatídeos 

1.5.2. Radiação Ultravioleta 

 

A ação de agentes genotóxicos exógenos ou fatores ambientais como a radiação 

ultravioleta (UV) pode causar danos à molécula de DNA. As lesões causadas pela luz UV 

têm grande relevância biológica, sendo que desde o começo da evolução da vida no 

planeta, a maioria dos organismos desenvolveram múltiplas estratégias de sobrevivência 

e mecanismos biológicos no sentido de minimizar os efeitos genotóxicos gerados pela 

radiação UV (SCHUL et al. 2002; SINHA & HÄDER, 2002; BATISTA et al. 2008; LIMA-

BESSA et al. 2008; RASTOGI et al. 2010; CORTAT et al 2013; Yi & He, 2013). 

A radiação UV subdivide-se em três bandas segundo o comprimento de onda, 

sendo a UV-A na ordem dos 320 a 400 nm, UV-B na ordem dos 280 a 320 nm e a UV-C 

na ordem dos 200 a 280 nm (SINHA & HÄDER, 2002; RASTOGI et al. 2010; CORTAT et 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786407003801
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786407003801
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al. 2013; Yi & He, 2013). A natureza química e a formação de lesões dependem em muito 

da absorção dos comprimentos de onda incidente sobre a célula, onde a absorção de 

comprimento de ondas referentes as bandas UV-B e UV-C resultam na formação de 

dimeros de pirimidina Cis – syn – ciclobutano (CPDs) em que ocorre a formação de 

ligações covalentes entre os carbonos 5 e 6 de duas pirimidinas adjacentes, formando-se 

deste modo o anel ciclobutano. Outra lesão é a 6 – 4 pirimidina pirimidona (6 – 4 PPs) que 

são formadas por uma ligação covalente entre os carbonos 6 e 4 de duas pirimidinas 

vizinhas. Esses fotoprodutos podem gerar mutações típicas caracterizadas por transições 

C – T que incluem mutações CC – TT em sequencias, no DNA. Também pode ocorrer a 

formação de moléculas reativas de oxigénio, tais como peroxido de hidrogénio (H2O2), 

radical hidróxila (OH-), peroxinitrito e oxigénio singlete (O2-). As espécies reativas do 

oxigênio estão mais associadas com o comprimento de luz UVA. Estas lesões interferem 

em vários processos celulares como replicação, transcrição e segregação cromossómica, 

o que pode levar a apoptose, parada do ciclo celular, aberrações cromossómicas e 

envelhecimento (FIGURA 4) (SCHUL et al. 2002; SINHA & HÄDER, 2002; LI et al. 2006; 

BATISTA et al. 2008; LIMA-BESSA et al. 2008; RASTOGI et al. 2010; LIU et al. 2011; 

DIDERICH et al. 2011; CORTAT et al. 2013; Yi & He, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Lesões no DNA causadas por irradiação à luz UV. Absorção da luz UV pelo 

DNA com a formação de lesões do tipo (a) Dímeros de Pirimidina Ciclobutano (CPDs) 

formação de um anel ciclobutano pela ligação covalente entre os átomos de carbono C6 e 

C5 de ambas as bases nitrogenadas. As (b) 6 – 4 Pirimidina Pirimidona (6 – 4 PPs) 

formação de uma ligação covalente entre pirimidinas da mesma fita, envolvendo os 

carbonos C6 e C4 das pirimidinas 5’ e 3’ respectivamente. Adaptado de CORTAT et al., 

2013.   

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786407003801
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1.5.3. DNA Fotoliase 

 

As DNA fotólises são enzimas que catalisam o processo de fotorreativação de 

dímeros de pirimidina na molécula de DNA, e podem ser conhecidas também como 

deoxiribodipirimidina fotoliases ou enzimas fotorreativas (WITKIN, 1969; FRIEDBERG et 

al., 1995; KOEHLER et al. 1996; EISEN & HANAWALT, 1999; BRETTEL & BYRDIN, 

2010). Elas estão largamente distribuídas na natureza, podendo ser encontradas em 

bactérias, arqueias e células eucariotas (EISEN & HANAWALT, 1999). 

DNA fotoliases são flavoproteinas compostas por 450 – 550 resíduos de 

aminoácidos ligados covalentemente a dois cromóforos ou cofatores, compostas 

estruturalmente por domínio α/β na extremidade aminoterminal menos conservada e 

domínio α – helicoidal na extremidade carboxiterminal mais conservada, unidos por uma 

região ligante (SCHUL et al. 2002; SINHA & HÄDER, 2002; SANCAR, 2003; LLEDÓ & 

LINCH, 2009; BRETTEL & BYRDIN, 2010; LIEDVOGEL & MOURITSEN, 2010; 

THIAGARAJAN et al. 2011; Yi & He, 2013; YAMAMOTO et al. 2013). 

O Dinucleótido de Flavina e Adenina (FAD) é o cromóforo principal e o mais 

comum em tipos de fotoliase e é ligado ao domínio α – helicoidal na extremidade 

carboxiterminal, atuando como cofator foto-catalítico (SANCAR, 2003; LLEDÓ & LINCH, 

2009 & LIU et al. 2011). Ele pode existir em três estados: forma oxidada (FADox), forma 

neutra (FADH0) e forma aniônica reduzida (FADH-) que é a mais ativa em DNA fotoliases 

(SCHUL et al. 2002; LI et al., 2006; BRETTEL & BYRDIN, 2010; THIAGARAJAN et al. 

2011; SELBY & SANCAR, 2011; Yi & He, 2013). Os cromóforos secundários podem ser 

divididos em dois grupos, classe folato fotoliases que contém a molécula pterina 

meteniltetrahidrofolato (MTHF), sendo que esta classe é menos eficiente na transferência 

de energia absorvida. O segundo grupo é composto pela molécula deazaflavina – 8 – 

hidroxi – 7, 8 – didemetil – 5 deazarriboflavina (HDF) e é mais eficiente na transferência 

de energia absorvida. Ambas estão ligadas ao domínio α/β na extremidade aminoterminal, 

atuando como fotoantena (SCHUL et al. 2002; SANCAR, 2003; FRIEDBERG, 2003; 

BAPTISTA et al. 2008; LLEDÓ & LINCH, 2009; BRETTEL & BYRDIN, 2010; 

THIAGARAJAN et al. 2011; YAMAMOTO et al. 2013). As DNA fotoliases são classificadas 

de acordo com a homologia de sequencia em classe I CPD, II CPD e III CPD fotoliase, (6 

– 4) fotoliase e fotoliase de fita simples (LLEDÓ & LINCH, 2009; GABALDÓN et al. 2010). 

Também são classificadas de acordo com especificidade do substrato, em lesões do tipo 

CPDs que são reparadas pela fotoliase do tipo CPDs presente em todos os reinos 



 

11 
 

incluindo vírus. As lesões do tipo 6 – 4 pirimidina pirimidona ou 6 – 4 fotoprodutos são 

reparadas pela fotoliase do tipo 6 – 4 fotoliase que está presente somente em eucariotas. 

Por fim, as lesões do tipo CPDS de fitas simples de DNA são reparadas pela fotoliase 

CPD de fita simples, encontrada em eubactérias, plantas e animais (FIGURA 5) 

(SANCAR, 2003; SELBY & SANCAR, 2006; LI et al. 2006; LLEDÓ & LINCH, 2009; 

GABALDÓN et al. 2010; RASTOGI et al. 2010; THIAGARAJAN et al. 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6. Fotorreativação – PHR 

 

Fotorreativação é um processo descrito pela primeira vez por Kelner e Dulbecco 

em 1949, como sendo uma forma de reparo de lesões induzidas por UV de maneira 

eficiente e direta. Caracteriza-se por ser realizada por uma única enzima, a DNA fotoliase, 

que remove lesões do tipo CPDs e 6 – 4 PPs, fazendo a reversão dos dímeros de 

pirimidina em monómeros de pirimidinas usando comprimentos de onda na ordem dos 

320 – 500 nm (KOEHLER et al. 1996; EISEN & HANAWALT, 1999; SINHA & HÄDER, 

Figura 5. Cofatores da DNA fotoliase. Todas DNA fotoliases contem o (a) cofator 

catalítico FADH- na sua forma reduzida, Cromóforos secundários (b) MTHF e (c) HDF. (d) 

Cofator catalítico FADH- ligado ao α – helicoidal na extremidade carboxiterminal e o 

cromóforo secundário MTHF ligada ao domínio α/β na extremidade aminoterminal, 

atuando como fotoantena. Adaptado de SANCAR, 2003. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eisen%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10606811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hanawalt%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10606811
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2002; SANCAR, 2003; LLEDÓ & LINCH, 2009; BRETTEL & BYRDIN, 2010; RASTOGI et 

al. 2010; CORTAT et al. 2013; YAMAMOTO et al. 2013). As lesões do tipo CPDS são 

mais frequentes perfazendo cerca de 75 – 90 %, enquanto as 6 – 4 PPs correspondem a 

cerca de 10 – 25% e são as mais lesivas ao DNA e mais rapidamente reparadas em 

relação as CPDs (KOEHLER et al. 1996; SINHA & HÄDER, 2002; BRETTEL & BYRDIN, 

2010; RASTOGI et al. 2010; CORTAT et al. 2013; Yi & He, 2013; YAMAMOTO et al. 

2013). 

A reversão direta de lesões no DNA é o mecanismo de reparo mais simples e mais 

eficiente, baseado em uma reação de reconhecimento da lesão e reversão da mesma. 

A incidência da luz UV sobre o DNA origina a formação de fotoprodutos que 

distorce a dupla hélice do DNA através de ligações covalentes entre as pirimidinas 

adjacentes ou vizinhas, que se tornam barreiras físicas bloqueando a ação das RNA 

polimerases que atuam na transcrição e das DNA polimerases que atuam na replicação. 

As DNA fotoliases, através do cromóforo/cofator MTHF ou HDF, absorve luz visível no 

comprimento de onda na ordem dos 300 – 500 nm que excita os elétrons do 

cromóforo/cofator catalítico FADH-, resultando num *FADH- instável que transfere o 

elétron excitado para a ligação covalente entre dímeros de pirimidinas adjacentes ou 

vizinhas, convertendo-as em sua forma nativa, monómeros de pirimidina. Por sua vez o 

FADH- é regenerado pelo elétron recebido a partir da conversão do dímero de pirimidina a 

monómeros de pirimidina. Deste modo, o reparo é energeticamente favorável já que não 

ocorre perda de elétrons pelos cofatores e não ocorre a excisão do DNA (FIGURA 6) 

(SANCAR, 1994; FRIEDBERG et al. 1995; KOEHLER et al. 1996; EISEN & HANAWALT, 

1999; SCHUL et al. 2002; SINHA & HÄDER, 2002; FRIEDBERG, 2003; SANCAR, 2003; 

LLEDÓ & LINCH, 2009; BRETTEL & BYRDIN, 2010; DIDERICH et al. 2011; Yi & He, 

2013; YAMAMOTO et al. 2013). 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eisen%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10606811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hanawalt%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10606811
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Figura 6. Mecanismo da PHR. Passos da fotorreativação (1) incidência da luz UV 

sobre o DNA; (2) formação do dímero de timina; (3) reconhecimento e ligação da DNA 

fotoliase a lesão, no escuro, com alta afinidade e especificidade; (4) ativação da DNA 

fotoliase por fóton de luz pelo cromóforo foto antena: um fóton de luz azul (300-500nm) 

e absorvido pelo MTHF; a energia da excitação passa para o FADH- sitio ativo, a 

Flavina excitada FADH- doa um elétron para o dímero de pirimidinas gerando um 

dímero radical instável, ocorrendo um rearranjo de elétrons restaurando as pirimidinas 

monoméricas e o elétron e transferido de volta ao radical Flavina para regenerar FADH -

; (5) restauração do DNA com a reversão da lesão e liberação da DNA fotoliase; (6) 

DNA restaurado na forma nativa. Adaptado de RASTOGI et al., 2010. 
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1.7. Reparo por Excisão de Nucleotídeos – NER 

 

Depois da descoberta da fotorreativação, reparo em presença de luz, nos anos 40 

por Kelner, diversos grupos de pesquisa nos anos 60, tal como o de Hanawalt, 

dedicaram-se ao estudo de reparo em ausência de luz, onde demonstraram a ocorrência 

de síntese de DNA nas células após lesões causadas por agentes genotóxicos exógenos 

como a luz UV. O processo ficou conhecido por dark - repair ou reparo por excisão de 

nucleótidos (EISEN & HANAWALT, 1999; SCHUL et al. 2002; LIMA-BESSA et al. 2008; 

RASTOGI et al. 2010; VROUWE et al. 2010; DIDERICH et al. 2011).  

O reparo por excisão de nucleotídeos detecta a presença de distorções estruturais 

na dupla hélice causadas por adutos volumosos ou crosslinks gerados por agentes 

genotóxicos exógenos, como a luz UV. Após a identificação da fita danificada, a área da 

lesão é excisada e ressintetizada por DNA polimerases e posteriormente religadas 

(NOUSPIKEL, 2009). O princípio bioquímico geral do reparo por excisão de nucleotídeos 

é muito conservado desde bactérias até humanos. Em eucariotos, é verificada a 

existência de sete genes (XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF e XPG) responsáveis pela 

sensibilidade à luz UV e cujas mutações causam anomalias conhecidas por Xeroderma 

Pigmentosum (XP). A Síndrome Cockayne (CS) é causada pelo defeito dos genes CSA e 

CSB (SCHUL et al. 2002; LIMA-BESSA et al. 2008; NEWMAN et al. 2008; VROUWE et al. 

2010; DIDERICH et al. 2011). No processo do NER, os genes XP e CS desempenham 

varias funções no reconhecimento do dano e na incisão do DNA lesado, envolvendo a 

ação de 30 proteínas atuando em cinco passos consecutivos (SCHUL et al. 2002; SINHA 

& HÄDER, 2002; CORTAT et al. 2013): o reconhecimento da lesão; abertura da dupla 

hélice do DNA onde se localiza a lesão; dupla incisão nas extremidades dessa lesão; 

síntese de nova fita de DNA usando como molde a fita não danificada; ligação da porção 

5’ da nova fita sintetizada. O NER é subdividido em duas sub-vias: o reparo do genoma 

global (GGR) e o reparo acoplado à transcrição (TCR). No GGR o reconhecimento da 

lesão e o recrutamento das proteínas envolvidas no reparo são realizados pelos 

complexos proteicos XPC-HR23B e UV-DDB/XPE (DDB-Damage DNA Binding - proteína 

de ligação ao DNA lesado). No TCR, a lesão no DNA faz com que haja a parada da RNA 

polimerase II durante a transcrição, o que funciona como sinal de reconhecimento do 

dano. São requeridas as proteínas CSA e CSB para o deslocamento da polimerase 

parada, permitindo o acesso da maquinaria de reparo ao local da lesão (FIGURA 7) 

(DIDERICH et al., 2011). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786407003801
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786407003801
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Figura 7. Mecanismo do NER. Lesões do genoma global são reparadas pelo GGR e as 

lesões da fita transcrita de um gene são reparadas pelo TCR, pelos seguintes passos (1) 

o reconhecimento da lesão; (2) abertura da dupla hélice do DNA onde se localiza a lesão; 

(3) dupla incisão nas extremidades dessa lesão; (4) síntese de nova fita de DNA usando 

como molde a fita não danificada; (5) ligação da porção 5’ da nova fita sintetizada a 

sequência original; (6) restauração do DNA na forma nativa. Adaptado de DIDERICH et 

al., 2011. 
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Ambas sub-vias tem estágios subsequentes semelhantes, onde ocorre a formação 

do complexo de relaxamento do DNA ao redor da lesão pelo fator de transcrição TFIIH 

composto por helicases XPB e XPD, complexo RPA-XPA que estabilizam as proteínas no 

local da lesão. Segue-se, então, a excisão da região do DNA lesado pelas endonucleases 

especificas ERCC1/XPF e XPG que fazem a incisão a 5’ e 3’,  respectivamente. A 

ressíntese do DNA tem inicio e é feito pela ação dos fatores de replicação RPA, RFC, 

PCNA, ligases I e II, DNA polimerases δ e ε que sintetizam o novo fragmento de DNA 

tendo como molde a fita complementar intacta do DNA, preenchendo assim a região 

lesada e excisada do DNA, assim restabelecendo a integridade do DNA (SCHUL et al. 

2002; SINHA & HÄDER, 2002; LIMA-BESSA et al. 2008; VROUWE et al. 2010; 

DIDERICH et al. 2011).  

A via de NER é conservada nos tripanossomatídeos, embora o sequenciamento 

do genoma desses parasitos tenha revelado pequenas diferenças em relação a outros 

organismos onde esta via é bem caracterizada (EL-SAYED et al. 2005; SILVA et al. 

2010). Ao compararmos a via de NER dos tripanossomatídeos com a de outros 

organismos, observamos a ausência de homólogos para as proteínas XPA, CSA e DDB2, 

sendo que esta última constitui a subunidade menor do dímero UV-DDB (IVENS et al. 

2005, EL-SAYED et al. 2005, BERRIMAN et al. 2005). Além disso, é possível identificar 

duas proteínas similares a XPB, nomeadas como XPB e XPBz. Outra diferença 

perceptível é a ausência do complexo CAK em TFIIH, que em tripanossomatídeos, está 

associado a duas proteínas exclusivas desse grupo, denominadas TSP1 e TSP2 (LEE et 

al., 2009). As implicações dessas alterações para o funcionamento do NER em 

tripanossomatídeos ainda são desconhecidas, visto que a dissociação de CAK do 

complexo TFIIH é um passo crítico para o recrutamento de XPF/ERCC1 e XPG ao sítio da 

lesão (COIN et al., 2008).  

O NER em tripanossomatídeos deve operar em um cenário muito particular em 

relação ao que acontece nos demais eucariotos, uma vez que a maior parte de seus 

genes, que codificam proteínas, estão organizados em unidades policistrônicas, as quais 

não apresentam sequencias típicas presentes em promotores reconhecidos pela RNA 

polimerase II. Tais unidades, ao serem transcritas pela RNA pol II, geram um único 

transcrito primário multigênico que originará mRNAs maduros, através do processo de 

trans-splicing (DANIELS et al., 2010, TEIXEIRA et al., 2012). Em consequência da 

ausência de promotores para RNA pol II, a transcrição desses policistrôns ocorre de 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568786407003801
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forma constitutiva ao longo de todo o genoma (SIEGEL et al., 2009). Esse modo de 

organização genica parece ser único entre protozoários da família Trypanosomatidae.  

Estudos feitos em T. cruzi analisando a superexpressão da DNA polimerase η (Pol 

η), proteína envolvida na síntese translesão de dímeros de pirimidina, observou-se que 

Pol η não confere proteção contra a luz UV (MOURA et al., 2009). Os resultados obtidos 

pelo nosso grupo de pesquisa, analisando a resposta à luz UV, cinética de reparo do DNA 

nuclear e mitocondrial de T. cruzi, expostos a uma dose de 1500 J/m2 de radiação UV, e 

deixados em recuperação por até 24 horas mostrou que as lesões na mitocôndria foram 

parcialmente reparadas pelo T. cruzi, uma vez que este possui o gene da fotoliase 

mitocondrial envolvido no reparo a fotolesões. Curiosamente, diferente do que é visto para 

a mitocôndria, não se verifica o reparo de lesões causadas por luz UV no genoma 

nuclear, como o genoma do T. cruzi não possui o homólogo do gene da fotoliase nuclear, 

seria esperado que o reparo de lesões induzidas por UV refletisse a ação do NER. 

(FIGURA 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Reparo de lesões causadas por UV em T. cruzi. Cinética do aparecimento e 

do reparo de danos no DNA nuclear e mitocondrial, após tratamento com 1500 J/m2 de 

radiação UV. Em T. cruzi não ocorre o reparo de lesões no DNA nuclear e as lesões no 

DNA mitocondrial foram parcialmente reparadas, visto que, o genoma do T. cruzi não 

codifica nenhum homólogo da fotoliase (RAJÃO, Tese de Doutorado; Figura 2.16c do 

capítulo 2). 
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Em estudos subsequentes feitos pelo nosso grupo de pesquisa, analisando a 

resposta a luz UV mostrou-se que células deficientes no gene CSB (heminocaute), 

responsável pelo reconhecimento da RNA polimerase parada em frente da lesão são mais 

sensíveis à exposição à luz UV, mesmo que essas lesões não sejam removidas (FIGURA 

9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.8. Gene da Fotoliase em Tripanossomatídeos 

 

O gene da fotoliase pode ser encontrado em bactérias, arqueias e eucariotas, 

realizando diversas funções nos organismos desses reinos. No geral, os 

tripanossomatídeos possuem duas copias do gene da fotoliase, podendo-se encontrar a 

fotoliase nuclear e a fotolise mitocondrial que foram provavelmente usadas no processo 

de reparo a luz UV durante a evolução destes (NARE et al., 2009; GABALDON et al., 

2010).  

A análise filogenética feita por LLEDO & LYNCH em 2009 revelou que os 

tripanossomatídeos possuem o gene da fotoliase diferente dos demais genes da fotoliase 

das outras famílias, e a analise da sequência de aminoácidos da fotoliase mitocondrial de 

T. brucei, L. major e T. cruzi, feitos por HUANG et al., (2006) e NARE et al., (2009) 

mostrou que o gene da fotoliase mitocondrial de T. brucei e L. major apresentam 

Figura 9. Reparo de lesões causadas por UV em T. cruzi CSB+/-. Ao nocautear um dos 

genes do CSB de T. cruzi e expostos a doses de 500, 700, e 1500 J/m2 de radiação faz 

com que o T. cruzi seja mais sensível à luz UV e em relação selvagem WT (MENDES, 

dados não publicados). 
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características semelhantes a CPD fotoliase classe I e o gene da fotoliase mitocondrial do 

T. cruzi apresenta características semelhantes a fotoliase de fita simples previamente 

classificadas como criptocromos DASH. Em T. cruzi, esta proteína está presente apenas 

nas formas epimastigotas do parasito, durante a fase logarítmica de crescimento, 

localizando-se nos dois lados do kDNA. Análise da sequência de aminoácidos da fotoliase 

nuclear dos T. brucei e L. major apresentam características semelhantes à criptocromos 

DASH e no T. cruzi apresenta-se sob a forma de pseudogene não possuindo função de 

reparo (FIGURA 10) 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Alinhamento de sequencias de aminoácidos da fotoliase nuclear dos 

Tripanossomatídeos. Regiões conservadas de domínio FAD α – helicoidal na 

extremidade carboxiterminal (retângulos vermelhos) e DNA fotoliase (retângulos verdes), 

e stop códons (retângulos pretos) Lmj - Leishmania major, Tb - Trypanosoma brucei e Tc 

- Trypanosoma cruzi o gene da fotoliase nuclear sob forma de um pseudogene sem 

função de reparo.  
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Os criptocromos DASH provavelmente descendem das DNA fotoliases, uma vez 

que são capazes de atuar na defesa a radiação UV e como fotorreceptores. Os 

criptocromos DASH de plantas são mais similares e próximas as CPDs fotoliase enquanto 

que os criptocromos DASH em animais são similares e mais próximas a 6 – 4 fotoliases 

(BRUDLER et al., 2003; LIEDVOGEL & MOURITSEN, 2009). Também mostraram que 

criptocromos DASH funcionam como reguladores de transcrição no reparo especifico a 

lesões CPDs no DNA de fita simples (POKORNY et al 2008). Os criptocromos DASH 

apresentam algumas características semelhantes as CPDs fotoliase de classe I, (i) ligam-

se ao substrato com alta afinidade; (ii) reagem de forma rápida e eficiente devido a 

posição especifica dos cofatores; (iii) baixa afinidade ao produto da reação (POKORNY et 

al 2008). Estudos feitos por SELBY & SANCAR (2011) mostraram que a diferença entre 

os criptocromos DASH e as CPDs fotoliases de classe I, reside na capacidade dos 

criptocromos DASH repararem somente lesões UV no DNA de fita simples, e segundo 

POKORNY et al., (2008) os criptocromos DASH tem a capacidade de reconhecer a lesão 

UV no DNA de fita dupla, pois todos os resíduos essenciais para o contato com a lesão 

assim como os cofatores estão conservados, mas os criptocromos DASH perderam a 

capacidade de revirar a lesão devida a interrupção da ligação do hidrogênio na fita dupla. 

Entretanto, não se sabe se tais enzimas são efetivamente capazes de reverterem 

lesões geradas por UV ou se as mesmas poderiam ter evoluído para alguma outra função 

em tripanossomatídeos, cuja pressão seletiva para reparo de fotolesões é mais fraca, 

quando comparada à pressão que tais danos representam para cinetoplastídeos de vida 

livre. Alternativamente, a diversificação dos genes da via de reparo de fotolesões, com 

concomitante perda de função dos mesmos, pode ter ocorrido antes mesmo da 

divergência dos tripanossomatídeos, uma vez que a mesma ineficiência no reparo de 

lesões induzidas por UV foi observada em Bodo saltans, um cinetoplastídeo de vida livre, 

representante do táxon mais próximo ao grupo dos tripanossomatídeos (SIMPSON et al., 

2006). 

Segundo BAER et al., (2007), as taxas de mutação do genoma entre as espécies 

variam entre as gerações e a capacidade de reparo a lesões no DNA é um dos fatores 

que explicam a taxa de evolução molecular. A ausência do gene da fotoliase em algumas 

espécies afeta o processo de replicação e de reparo de reparo do DNA, visto que estes 

influenciam a taxa de mutação espontânea em uma ampla gama de organismos expostos 

à luz solar (LLEDO & LYNCH, 2009). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral  

 

 Verificar se a expressão heteróloga da fotoliase nuclear de T. brucei em T. cruzi é 

funcional e entender por que o T. cruzi perdeu esse gene. 

 

2.2. Objetivos Específicos  

 

 Verificar o que ocorre com uma célula de T. cruzi que superexpressa o gene da 

fotoliase nuclear de T. brucei; 

 

 Superexpressar o gene da fotoliase nuclear de T. brucei no T. cruzi heminocaute 

para o gene CSB e estudar os fenótipos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Alinhamento de sequências 

 

As sequências de aminoácidos da fotoliase nuclear de L. major, T. brucei e de 

todas as cepas CL Brener de T. cruzi foram localizadas na base de dados 

(http://tritrypdb.org), a tradução das sequencias das cepas CL Brener de T. cruzi 

(pseudogene) foi realizada com o uso do programa orf finder 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/orfig.cgi). As sequencias de aminoácidos da 

fotoliase nuclear foram alinhadas mediante o uso do programa multialign 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e os domínios FAD E DNA fotoliases foram 

localizados mediante o uso do programa pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/). 

 

3.2. Extração de DNA genômico de Trypanosoma brucei 

 

A extração do DNA genômico foi realizada através do kit Blood & Cell Culture DNA 

Mini Kit (Qiagen), através do protocolo adaptado para extração de DNA em tecidos, 

fornecido pelo fabricante. Dessa forma, foi possível a obtenção de preparações contendo 

uma mistura dos genomas nuclear e mitocondrial do Trypanosoma brucei. 

 

3.3. Iniciadores 

 

Os iniciadores utilizados para amplificar o gene investigado foram sintetizados pela 

companhia Integrated DNA Technologies (IDT) e estão representados na Tabela 1. A 

sequência do gene fotoliase nuclear de Trypanosoma brucei foi localizada na base de 

dados (http://tritrypdb.org) e os iniciadores desenhados a partir de sequências do clone 

Trypanosoma brucei TREU927, no cromossoma 10 da base 2,711,696 a 2,713,402. 

Todos iniciadores foram diluídos em água mili Q e estocados em alíquotas na 

concentração de 200 μM. 

 

 

http://tritrypdb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/orfig.cgi
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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Tabela 1. Iniciadores utilizados 

Iniciador Sequencia* Finalidade 

Foto1 Xba F 5’ - TCTAGA ATG TAC GTA CCG AGT CGT GT - 3’ Superexpressão 

Foto1RpRock Sall 5’ - GTCGAC CTA AAT CAC CTC TGC TGC ATG - 3’ Superexpressão 

*Os sítios de restrição presentes nos iniciadores estão sublinhados 

3.3.1. Amplificação por PCR para Clonagem 

O fragmento de DNA codificador da fotoliase foi amplificado por PCR (reação em 

cadeia da polimerase) a partir de DNA genómico de Trypanosoma brucei utilizando-se 

iniciadores descritos na tabela 1, os quais possuem sítios para as enzimas de restrição 

Xba I e Sal I. 

A amplificação foi feita por PCR em volume final de 20 µL, contendo 0,5 µM dos 

iniciadores Foto1 Xba forward e Foto1 pRock Sal l reverse, 200 µM de cada dNTP e 0,2 

unidade de Taq DNA Polimerase (Phoneutria) em tampão de reação 1B (Tris-HCl 10 mM 

pH 8,5, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM). No tubo da PCR foi adicionado 1 ng de DNA 

genômico. A reação foi realizada em termociclador de acordo com o seguinte programa: 

 Primeira desnaturação a 95 ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de:  

 desnaturação a 95 ºC por 1 minuto;  

 anelamento dos iniciadores a 55 ºC por 1 minuto;  

 extensão a 72 ºC por 1 minuto;  

 extensão final a 72 ºC por 10 minutos;  

 fim da reação a 4 ºC. 

Após a reação da PCR, 10 µL dos produtos amplificados foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 0,5X (Tris base 40 mM pH 7,2, 

acetato de sódio 20 mM, sal tetrassódico de etilenodiaminatetracético (EDTA) 1 mM). A 

eletroforese foi realizada a 60 V por 40 minutos. Os fragmentos amplificados foram 

corados por exposição do gel a uma solução de brometo de etídio (10 µg/mL) por 15 

minutos e visualizados em transiluminador de ultravioleta de ondas curtas. 

 

3.3.2. Clonagem 

 

Confirmada a amplificação do fragmento mediante a comparação com um padrão 

de peso molecular de DNA de 1 Kb (1 Kb Plus DNA Ladder), nos restantes 10 µL, uma 
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alíquota de 3 µL do produto de PCR foram ligados a 1 µL de vetor pGEM®-T Easy, 5 µL 

do tampão T4 DNA ligase, 1 µL de T4 ligase. O vetor pGEM®-T Easy, possui gene de 

resistência a ampicilina para a seleção em bactérias, além de um sítio múltiplo de 

clonagem. Essa região permite a ligação do fragmento de DNA em uma região contendo 

sítios para diversas enzimas de restrição flanqueando o fragmento de interesse. As 

reações de clonagem ocorreram a 4°C, por 16 horas, todos os reagentes foram fornecidos 

pelo fabricante (Promega). 

 

3.3.3. Transformação de Bactérias 

 

O plasmídeo gerado pGEM - Fotoliase foi usado na transformação de bactérias E. 

coli DH5α eletrocompetentes. Na transformação, as células incubadas com o plasmídeo 

foram submetidas a uma descarga elétrica de 3400 volts por 2,5 milisegundos em 

eletroporador (BioRad). Em seguida foram, adicionados 500 µL de meio 2xYT líquido (1,6 

% bactotriptona, 1,0 % extrato de levedura e 0,5 % NaCl) e as células foram incubadas 

por 45 minutos a 37 ºC sob agitação (180 rpm). Uma alíquota das células transformadas 

foi plaqueada em placas de cultura contendo 2xYT ágar (1,6 % bactotriptona, 1,0 % 

extrato de levedura, 0,5 % NaCl e 1,5 % de ágar) suplementado com 100 µg/mL de 

ampicilina. As placas foram então incubadas em estufa a 37 ºC por aproximadamente 16 

horas. 

 

3.3.4. PCR de colônia de bactérias transformadas 

 

As colônias de bactérias E.coli DH5α transformadas foram escolhidas ao acaso 

para a verificação da presença do inserto através de PCR de colônias. Os clones 

selecionados foram isolados direto da placa, utilizando-se um palito estéril e inoculados 

em tubos contendo a mistura da PCR, cada reação continha em volume final de 10µL, 

contendo 0,2 µM dos iniciadores Foto1 Xba forward e Foto1 pRock Sal l reverse, 200 µM 

de cada dNTP e 0,1 unidade de Taq DNA Polimerase (Phoneutria) em tampão de reação 

1B (Tris-HCl 10 mM pH 8,5, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM). Foi também realizado um 

controle negativo (sem adição de DNA). As reações foram realizadas em termociclador 

utilizando o mesmo programa já descrito anteriormente. Após a PCR, os produtos foram 

avaliados através de eletroforese em gel de agarose 1 % em tampão TAE corado com 
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brometo de etídio e o tamanho dos fragmentos gerados foi analisado por comparação 

com padrão de peso molecular. 

 

3.3.5. Preparação do DNA plasmidal em pequena escala (Mini-Prep) 

 

Para obtenção do DNA plasmidal foram selecionados três clones, os quais foram 

inoculados em tubos contendo 3 mL de meio 2xYT suplementado com ampicilina (100 

μg/mL). A incubação foi feita por 16 horas a 37 ºC sob agitação a 180 rpm. Os DNAs 

plasmidiais foram então purificados utilizando-se o GeneJetTM Plasmid Miniprep Kit, 

#K0502, #K0503 conforme especificação do fabricante e dosados em espectrofotômetro 

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA). 

 

3.3.6. Digestão com Enzimas de Restrição  

 

O plasmídeo recombinante pGEM-Fotoliase foi digerido com as enzimas de 

restrição Xba I e Sal l (Promega) para liberar o fragmento Fotoliase, e o vetor pROCK-

GFP-HIGRO foi digerido com as enzimas de restrição Xba I e Xho l para retirar o 

fragmento GFP deixando as extremidades para a ligação a orf de Fotoliase. As condições 

de digestão foram iguais para os dois vetores, sendo utilizados aproximadamente 2 μg de 

DNA dos vetores. As digestões foram feitas em tampão de digestão apropriado para cada 

enzima, na concentração especificada pelo fabricante, com 1 μL de cada enzima e BSA 1 

μg/μL. As reações foram incubadas a 37 °C durante a noite. 

As digestões do vetor de pGEM-Fotoliase e do vetor pROCK-GFP-HIGRO foram 

visualizadas em gel de agarose 1% em tampão TAE, corado com brometo de etídio, 

utilizando-se, para comparação, os vetores pGEM-Fotoliase e do vetor pROCK-GFP-

HIGRO não digeridos.  

 

3.3.7. Purificação dos fragmentos de DNA em gel de agarose 

 

Após a digestão, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 

1% em tampão TAE corado com brometo de etídio. O fragmento de interesse de 1700 pb 

(Fotoliase) proveniente do pGEM-Fotoliase e o vetor pROCK digerido (8000 pb) foram 
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puncionados do gel e purificados utilizando-se o IlustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit, conforme especificação do fabricante, sendo então, ressuspendidos em 

um volume final de 40 μL de água MiliQ autoclavada. A quantificação do DNA foi realizada 

em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000. 

 

3.3.8. Ligação dos fragmentos de DNA 

 

Após a digestão com as enzimas de restrição apropriadas e a purificação em gel 

de agarose 1%, o fragmento de DNA codificador da Fotoliase foi ligado ao vetor pROCK  

obedecendo-se a razão molar fragmento/vetor igual a 3:1; conforme a equação 1: 

 

Equação 1. Razão molar fragmento/vetor 

ng de inserto =   
                                     

                                               
. 

 

A ligação foi realizada em um volume final de 10 μL contendo 6 unidades de T4 

DNA ligase (GE Healthcare) em tampão de ligação. Foram utilizados aproximadamente 

50 ng de vetor e aproximadamente 1,8 μg do fragmento para a ligação. A reação foi 

incubada a 16 °C por 16 horas. 

O plasmídeo gerado (pROCK-Fotoliase) foi usado para transformar bactérias E. 

coli DH5α eletrocompetentes. O protocolo para a transformação, a PCR de colônias e a 

miniprep foram realizados conforme descrito no item 3.2.3. A confirmação da clonagem da 

orf da  Fotoliase no vetor de expressão pROCK foi realizada através de digestão com as 

enzimas de restrição Xba I e Sal I, seguindo mesmo protocolo descrito anteriormente.   

 

3.3.9. Preparação do DNA plasmidal em larga escala (Maxi-Prep) 

 

Após a confirmação da digestão, foi realizada a extração do plasmídeo 

recombinante pROCK-Fotoliase em larga escala com o kit GenElute™ HP Plasmid 

Maxiprep (Sigma-Aldrich) e cerca de 1 mg do plasmídeo de interesse foi obtido em alto 

grau de pureza a partir de 500 mL de cultura de bactérias em fase estacionária, 

sedimentadas por 10 min de centrifugação a 5 000 g, seguindo as determinações do kit. 
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3.4. Obtenção de cepa CL Brener T. cruzi modificada 

3.4.1. Transfecção e seleção dos parasitos da cepa CL Brener T. cruzi 

 

A transfecção de epimastigotas de T. cruzi foi realizada por eletroporação, de 

acordo com protocolo descrito por DaRocha et al., (2004). Como preparação para a etapa 

de transfecção, 100 μg do vetor pROCK-Fotoliase foi linearizado com a enzima de 

restrição Not I, precipitados com isopropanol e solubilizados em 50 μL de água milli Q 

estéril. Parasitos em fase exponencial de crescimento foram lavados e ressuspendidos 

em tampão de eletroporação (120 mM KCl, 0,15 mM CaCl2, 10 mM K2HPO4, 25 mM 

Hepes, 2 mM EDTA pH 8,0, e 5 mM MgCl2) a uma concentração final de 1 x 108 

células/mL. Em uma cubeta de eletroporação Gene Pulser de 0,2 cm (Bio-Rad), 400 μL 

da suspensão celular foram misturados aos 50 μL da solução de DNA de interesse. Em 

seguida foi aplicado o campo eletromagnético de dois pulsos de 0,3 kV e 500 μF, 

intervalados por 30 segundos. As células foram então transferidas para garrafas de 

cultura contendo 5 mL de meio LIT ( 5g Liver Digest Neutralized, 4g NaCl, 5g Bacto 

Tryptose, 0,4g KCl, 8,0g Na2HPO4, 2,0g de Dextrose, 10mL Hemin 0.2%, pH 7,3, 900 mL 

de H2O MillQ) contendo 10% de soro fetal bovino inativado (LIT completo) onde sofreram 

seleção, por cerca de 6 semanas, através do cultivo na presença de 200 μg/mL de 

Higromicina. 

 

3.4.2. Transfecção e seleção dos parasitos de T. cruzi heminocaute para o gene 

CSB 

A transfecção do vetor pROCK-Fotoliase em epimastigotas de T. cruzi 

heminocaute para o gene CSB foi realizada por eletroporação, de acordo com passo 

acima descrito. As células foram então transferidas para garrafas de cultura contendo 5 

mL de meio LIT completo onde sofreram seleção por cerca de 6 semanas, através do 

cultivo na presença de 200 μg/mL de Higromicina/Neomicina.  

 

3.5. Extração de RNA e ensaio de RT-PCR 

 

O RNA total de parasitos epimastigotas das cepas Fotoliase e Fotoliase-CSB 

+/- foi extraído utilizando o reagente TRizol® (Invitrogen). Para cada extração foram 
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utilizados 2 x 108 células de T. cruzi epimastigotas em fase exponencial de crescimento. 

Os parasitos foram coletados por centrifugação a 3000 g por 10 min a 4 ºC. Em seguida, 

as células foram lisadas pela adição de 1 mL de TRizol e incubadas por 5 min à 

temperatura ambiente. Ao lisado de células formado adicionou-se 200 μL de clorofórmio 

seguido de mais 3 min de incubação à temperatura ambiente. As amostras foram então 

centrifugadas a 12000 g por 15 min a 4 ºC para separação da fase aquosa. À esta fase 

aquosa incolor separada adicionou-se 500 μL de álcool isopropílico e a mistura foi 

incubada por 10 min à temperatura ambiente. Em seguida, o RNA foi precipitado por 

centrifugação a 12000 g por 10 min a 4 ºC. Descartou-se o sobrenadante e o RNA 

precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% (7500 g, 5 min, 4 ºC). Após a 

secagem do precipitado, o RNA foi ressuspendido em 60 μL de H2O tratada com DEPC 

(dietil pirocarbonato) e dosado em NanoDrop. A integridade do RNA extraído foi conferida 

por eletroforese em gel de agorose 1,2% contendo formaldeído e corado com brometo de 

etídeo. A fim de garantir uma boa qualidade dos RNAs a serem utilizados nos 

experimentos de RT-PCR, as amostras foram tratadas com DNase (Ambion – cat: AM 

1906) e em seguida purificadas com auxílio do kit RNeasy MiniEluteTM Cleanup (Qiagen). 

Foram tratados 45 μg de RNA para cada amostra seguindo recomendações dos 

fabricantes da enzima DNase e do kit. As amostras de RNA livres de impurezas e 

contaminantes foram quantificadas novamente no NanoDrop e visualizadas em gel de 

agarose 1,2% desnaturante. Finalmente, o cDNA foi sintetizado a partir dos RNAs totais 

de T. cruzi usando o kit Superscript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 

(Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. Foi realizada uma reação de controle 

negativo para cada amostra de cDNA sintetizado, contendo todos os reagentes utilizados 

no kit, o RNA total, mas sem a enzima transcriptase reversa.  

A reação de PCR para avaliar a expressão do gene Fotoliase procedeu-se em 

seguida, utilizando-se 5 pMol dos iniciadores Foto1 Xba I F 5’ - TCTAGA ATG TAC GTA 

CCG AGT CGT GT - 3’ e Foto1RpRock Sal l 5’ - GTCGAC CTA AAT CAC CTC TGC TGC 

ATG - 3’. O programa de PCR seguido foi o mesmo descrito no item 3.2.1. 

 

3.6. Curva de sobrevivência a luz UV  

 

Culturas epimastigotas de T. cruzi selvagem, T. cruzi superexpressora de fotoliase 

nuclear do T. brucei e T.cruzi CSB+/- superexpressora de fotoliase nuclear do T. brucei 

foram crescidas em meio LIT em sua fase exponencial de crescimento. Após a 
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determinação da densidade de parasitos por contagem em câmara de Neubauer, o meio 

contendo parasitos foi diluído para uma concentração de 1 x 107 parasitos/mL. O 

tratamento com radiação UV foi feito irradiando uma placa de Petri devidamente 

identificada, contendo 5 mL de parasitos em meio de cultura LIT. A irradiação foi feita em 

um UV Crosslinker (FisherBiotech) previamente esterilizado. As células foram irradiadas 

com 500 µJ/cm2 de UVC, e os controles foram realizados na ausência de luz UV 

garantindo 100% de sobrevivência. Após a exposição a luz UV, as culturas foram 

distribuídas em placas de 24 poços devidamente identificados, cada poço apresentava 

inicialmente 1 mL de cultura à densidade de 1 x 107 células/mL, e deixadas para 

recuperar em presença de luz branca nos tempos 1, 10 e 60 minutos e na ausência de luz 

branca (escuro). Após esse período de tratamento com luz branca, as culturas foram 

incubadas a 28 °C, as placas eram mantidas vedadas durante o período de incubação 6 e 

24 horas depois do tratamento, a sobrevivência das culturas foi determinada por 

contagem de células vivas em câmara de Neubauer, na presença do corante vital 

eritrosina. A densidade celular das culturas tratadas foi comparada, em termos 

percentuais, à densidade das culturas controle não tratadas crescidas sob as mesmas 

condições, a média dos valores obtidos foram plotados em uma curva de sobrevivência 

com desvio padrão. 

 

3.7. Análise Estatística 

 

Nos experimentos de curva de sobrevivência, os gráficos foram gerados utilizando 

as médias e desvio padrão, e as análises estatísticas foram feitas com o teste de Kruskal- 

Wallis de análise de variância simples (One Way ANOVA), utilizando o programa 

GraphPad Prism 5. 
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4. RESULTADOS 

Como descrito na Introdução, o sequenciamento de cepas CL Brener T. cruzi 

revelou que o gene da fotoliase nuclear, esta presente como um pseudogene. Para 

verificarmos se isso poderia ser um erro de anotação, nós alinhamos a sequência da 

fotoliase de outras cepas de T. cruzi. Como pode ser visto na figura 11, a tradução da 

sequencia revela a presença de vários stop códons (representados por um “x” na 

sequencia) em todas as cepas o que sugere que o gene da fotoliase já era um 

pseudogene no ancestral do T. cruzi. No mesmo alinhamento da sequencia do 

pseudogene do T. cruzi, verifica-se também que entre as demais cepas do T. cruzi não 

existem regiões de domínios FAD, MTHF e HDF, o que sugere que o pseudogene de T. 

cruzi não possui atividade fotoliase. 

 

 

 

 

Figura 11. Pseudogene da fotoliase nuclear do T. cruzi. Similaridade entre os 

ortologos do pseudogene da fotoliase nuclear em Trypanosoma cruzi, estes não 

apresentam domínios de domínio FAD α – helicoidal na extremidade carboxiterminal e 

DNA fotoliase, apresentam vários stop códons representados por um “x” na sequencia 

(em retângulos pretos) ao longo das suas sequencias. TCEL - Trypanosoma cruzi CL 

Brener Esmeraldo-like; TcS- Trypanosoma cruzi Sylvio X10/1; TcMark –Trypanosoma 

cruzi Marinkellei; TcNEL – Trypanosoma cruzi CL Brener não Esmeraldo-like. 
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O Projeto Genoma do T. brucei revelou que este organismo possui duas cópias do 

gene da fotoliase (BERRIMAN et al. 2005; EL-SAYED et al. 2005). Visando investigar o 

papel de fotoliase no T. cruzi, nós decidimos estudar uma das cópias deste gene 

(http://www.tritrypdb.org, no de acesso T. brucei TREU927 protein coding gene on 

Tb927_10_v5.1 from 2,711,216 to 2,713,413 (Chromosome: 10). Este gene corresponde a 

fotoliase nuclear e tem similaridade com o pseudogene da fotoliase presente no T. cruzi. 

O fragmento de DNA codificador da fotoliase foi amplificado por PCR a partir de DNA 

genômico de T. brucei utilizando-se iniciadores descritos na tabela 1, esta amplificação 

gerou um fragmento com o peso molecular esperado de 1700 pb (FIGURA 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Confirmada a amplificação do fragmento mediante a comparação com um padrão 

de peso molecular de DNA de 100 Kb (100 Kb Plus DNA Ladder), 3 µL do produto de 

PCR foram ligados a 1 µL de vetor pGEM. O plasmídeo gerado pGEM-Fotoliase foi usado 

na transformação de E. coli DH5α eletrocompetente. Colônias de E. coli DH5α 

transformadas foram então escolhidas ao acaso para a verificação da presença do inserto 

através de PCR de colônias (FIGURA 13). Após a PCR, os produtos foram avaliados 

através de eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE corado com brometo de 

etídio e o tamanho dos fragmentos gerados foi analisado por comparação ao padrão de 

peso molecular 1kb DNA ladder. Apenas uma colônia mostrou a presença do clone de 

interesse e a mesma foi utilizada em experimentos posteriores.  

1700 pb 

Figura 12. Amplificação por PCR do gene nuclear da fotoliase do T. brucei. (1 e 2) 

Fotoliase nuclear de T. brucei com um fragmento com peso molecular esperado de 1700 

pb, (2)  padrão de peso molecular de DNA 100 kb Plus DNA Ladder. 

1       2             3 

2000 pb 

1500 pb 

http://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=SequenceRecordClasses.SequenceRecordClass&project_id=TriTrypDB&primary_key=Tb927_10_v5.1
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O plasmídeo recombinante pGEM-Fotoliase foi digerido com as enzimas de 

restrição Xba I e Sal l (Promega) para liberar o fragmento Fotoliase (FIGURA 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11 

1700 pb 

Figura 13. PCR de colônia do gene nuclear da fotoliase de T. brucei no pGEM. (1 a 

10) PCR de colônia de bactérias transformadas com o plasmídeo pGEM, (11)  padrão de 

peso molecular de DNA 1 kb Plus DNA Ladder. 

2000 pb 

1000 pb 

1000 pb 

2000 pb 

  1            2 

Figura 14. Digestão da Fotoliase nuclear de Trypanosoma brucei no pGEM. (1) 

padrão de peso molecular de DNA 1 kb Plus DNA Ladder; (2) Fotoliase nuclear de 

Trypanosoma brucei com um tamanho esperado de 1700 pb, e pGEM com um tamanho 

esperado de 3015 pb. 

1700 pb 

3015 pb 

  1            2 
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O vetor pROCK-GFP-HIGRO também foi digerido com as enzimas de restrição 

Xba I e Xho l para retirar o fragmento GFP deixando as extremidades para a ligação de 

Fotoliase. As digestões do vetor de pGEM-Fotoliase e do vetor pROCK-GFP-HIGRO 

foram visualizadas através de eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE corado 

com brometo de etídio e o tamanho dos fragmentos gerados foi analisado por 

comparação com padrão de peso molecular. 

Após a digestão com as enzimas de restrição apropriadas e a purificação do gel 

de agarose 1%, o fragmento de DNA codificador da Fotoliase foi ligado ao vetor pROCK, 

e transformadas em E. coli DH5α. As colônias de bactérias E. coli DH5α transformadas 

foram escolhidas ao acaso para a verificação da presença do inserto através de PCR de 

colônias. Na figura 15, mostramos a PCR de uma colônia que foi positiva em eletroforese 

em gel de agarose 1 % em tampão TAE corado com brometo de etídio e o tamanho dos 

fragmentos gerados foi analisado e confirmado pela a amplificação do fragmento 

mediante a comparação com um padrão de peso molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A expressão heteróloga da orf da Fotoliase de T. brucei, clonado no vetor de 

expressão pROCK, transfectado em epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi foi 

confirmada através da RT-PCR a partir do RNA total extraído dos parasitos (FIGURA 16).  

1700 pb 

      1                  2 

Figura 15. PCR de colônia no pROCK-Fotoliase. (1) padrão de peso molecular de DNA 

1 kb Plus DNA Ladder; (2) Colônia contendo o plasmídeo pPROCK-Fotoliase nuclear de 

T. brucei com um tamanho esperado de 1700 pb. 

2000 pb 

1000 pb 



 

34 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O fragmento esperado de 1700 pb de peso molecular da orf da fotoliase foi 

amplificado a partir do cDNA de parasitos transformados com o gene de interesse e do 

controle positivo, sendo que o mesmo fragmento não pôde ser amplificado a partir da 

cultura de epimastigota transformada apenas com o vetor pROCK (vazio). 

A expressao heteróloga da orf da Fotoliase de T. brucei, clonado no vetor de 

expressão pROCK e transfectado em epimastigotas da cepa CL Brener de T. cruzi 

CSB+/-, foi confirmada através da RT-PCR a partir do RNA total extraído dos parasitos 

transformados. O fragmento esperado de 1700 pb da orf  da Fotoliase foi amplificado a 

partir do cDNA de parasitos transformados com a orf de interesse e do controle positivo, 

sendo que o mesmo fragmento não pôde ser amplificado a partir da cultura de 

epimastigota transformada com o vetor pROCK (vazio) e da cepa CL Brener de T. cruzi 

CSB+/- (FIGURA 17). 

 

 

 

 

 1         2       3       4      5 

1700 pb 

Figura 16. RT-PCR no selvagen T. cruzi. A expressão heteróloga da Fotoliase por RT-

PCR do RNA total dos parasitos com o vetor pROCK-Fotoliase com um tamanho 

esperado de 1700 pb. (1) Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder, (2) 

Controlo positivo DNA total de T. brucei, (3) Controlo negativo vetor vazio pROCK, (4) 

Controlo negativo sem cDNA molde (5) RT-PCR do cDNA do vetor pROCK-Fotoliase no 

CL Brener T. cruzi. 

1000 pb 

2000 pb 
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Para verificarmos se a fotoliase de T. brucei é funcional, irradiamos células 

selvagens de Trypanosoma cruzi (WT) e as células transfectados com a fotoliase de T. 

brucei. Após a irradiação, as células foram expostas à luz branca por 1, 10 e 60 minutos. 

Na figura 18 é possível ver que após seis horas de irradiação, as células WT apresentam 

aproximadamente 50% de morte. Já as células transfectados com a fotoliase de T. brucei 

apresentam uma sobrevivência similar às cepas não irradiadas. Fica evidente que a 

sobrevivência é fruto da atividade da fotoliase porque quando as células não são expostas 

a luz branca após a irradiação por luz UV, não se verifica diferença entre as células 

selvagens e aquela que expressa a fotoliase de T. brucei. 

Uma vez que verificamos que a fotoliase é funcional, analisamos se a mesma era 

uma fotoliase que reconhece a lesão em DNA fita simples ou fita dupla. Para isso, nós 

utilizamos a cepa de T. cruzi CSB+/-. Esse gene é fundamental para reconhecer uma 

RNA polimerase parada em frente à lesão e iniciar o processo de reparo que gera a fita 

simples no DNA. Como pode ser visto nas figuras 19 e 20, em células deficientes no gene 

CSB, não é possível verificar a atividade da fotoliase, mesmo com exposição a 60 minutos 

de luz branca. Não observamos diferenças nem com 6 horas, nem com 24 horas após a 

exposição à luz UV com a subsequente exposição à luz branca. 

2000 pb 

  1          2         3         4    

Figura 17. RT-PCR no cepa de T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB. A confirmação 

da expressão heteróloga da Fotoliase por RT-PCR do RNA total dos parasitos com o 

vetor pROCK-Fotoliase com um tamanho esperado de 1700 pb. (1) Controlo positivo DNA 

total de T. brucei; (2) Controlo negativo vetor vazio pROCK; (3) RT-PCR do cDNA do 

vetor pROCK-Fotoliase no cepa de T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB (4) Marcador 

de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder. 
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Figura 18. Sobrevivência do T. cruzi que expressa o gene da fotoliase nuclear de T. 

brucei 6 horas o tratamento com luz UV. O gene da fotoliase nuclear de Trypanosoma 

brucei clonado no vetor de expressão pROCK transfectado em epimastigotas T. cruzi 

(Fotoliase) e o T. cruzi transformada com o vetor pROCK vazio (WT). Ocorrem (*) 

diferenças estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência da Fotoliase e 

do WT 6 horas após o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, e deixados em luz branca 

durante 1, 10 e 60 minutos, em relação ao não tratado com luz UV 0 J/cm2 (P < 0,05); 

Ocorrem (**) diferenças estatisticamente significativa na percentagem de sobrevivência 

entre a Fotoliase e o WT tratados a 500 J/cm2 e deixados a luz branca 1, 10 e 60 minutos 

(P < 0,05); Não ocorrem diferenças estatisticamente significativa na percentagem de 

sobrevivência entre as Fotoliases tratados a 500 J/cm2 e deixados a luz branca 1, 10 e 60 

minutos (P < 0,05); Ocorrem (*) diferenças estatisticamente significativa na percentagem 

de sobrevivência entre  os WT tratados a 500 J/cm2 e deixados a luz branca 0, 1, 10 e 60 

minutos (P < 0,05); Não ocorrem (*) diferenças estatisticamente significativa na 

percentagem de sobrevivência entre a Fotoliase e o WT tratados a 500 J/cm2 em relação 

ao tratado a 500 J/cm2 deixados a luz branca 0 minutos (escuro) (P < 0,05). 
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Figura 19. Sobrevivência da cepa T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB que 

expressa o gene da fotoliase nuclear de T. brucei 6 horas após o tratamento com 

luz UV. O gene da fotoliase de T. brucei clonado no vetor de expressão pROCK 

transfectado no cepa T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB (Fotoliase-CSB+/-) e CL 

Brener de T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB (CSB+/-). Ocorrem (*) diferenças 

estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência da Fotoliase-CSB+/- e 

do CSB+/- 6 horas após o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, e deixados em luz branca 

durante 0, 1, 10 e 60 minutos, em relação ao não tratado com luz UV 0 J/cm2 (P < 0,05); 

Não ocorrem (*) diferenças estatisticamente significativas na percentagem de 

sobrevivência da entre Fotoliase-CSB+/- e do CSB+/- 6 horas após o tratamento com luz 

UV a 500 J/cm2, e deixados em luz branca durante 0, 1 e 60 minutos. Ocorrem (*) 

diferenças estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência da entre 

Fotoliase-CSB+/- e do CSB+/- 6 horas após o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, e 

deixados em luz branca durante 10 minutos. 
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Figura 20. Sobrevivência da cepa T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB que 

expressa o gene da fotoliase nuclear de T. brucei 24 horas após o tratamento com 

luz UV. O gene da fotoliase de T. brucei clonado no vetor de expressão pROCK 

transfectado no cepa T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB (Fotoliase-CSB+/-) e CL 

Brener de T. cruzi hemi-nocaute para o gene CSB (CSB+/-). Ocorrem (*) diferenças 

estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência da Fotoliase-CSB+/- e do 

CSB+/- 24 horas após o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, e deixados em luz branca 

durante 0, 1, 10 e 60 minutos, em relação ao não tratado com luz UV 0 J/cm2; Não 

ocorrem (*) diferenças estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência da 

entre Fotoliase-CSB+/- e do CSB+/- 24 horas após o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, 

e deixados em luz branca durante 0, 1, 10 e 60 minutos. Ocorrem (*) diferenças 

estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência do CSB+/- 24 horas após 

o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, e deixados em luz branca durante 1, 10 e 60 

minutos. Ocorrem (*) diferenças estatisticamente significativas na percentagem de 

sobrevivência da Fotoliase-CSB+/- 24 horas após o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, e 

deixados em luz branca durante 1, 10 e 60 minutos (P < 0,05). 
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Para verificarmos a capacidade de retomada do crescimento das células 

irradiadas, fizemos o mesmo experimento descrito na figura 18, mas dessa vez a 

contagem das células foi realizada 24 horas após a exposição à luz UV. Nesse 

experimento podemos confirmar a capacidade da fotoliase de T. brucei de aumentar a 

resistência à luz UV em células de T. cruzi, mas o dado mais relevante nesse experimento 

é que as células selvagens, após serem irradiadas com luz UV, não conseguem crescer 

adequadamente quando colocadas por 60 minutos na luz branca (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Sobrevivência do T. cruzi que expressa o gene da fotoliase nuclear de T. 

brucei 24 horas após o tratamento com luz UV. O gene da fotoliase nuclear de T. 

brucei clonado no vetor de expressão pROCK transfectado em epimastigotas T. cruzi 

(Fotoliase) e o T. cruzi transformada com o vetor pROCK vazio (WT). Ocorrem (*) 

diferenças estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência da Fotoliase e 

do WT 6 horas após o tratamento com luz UV a 500 J/cm2, e deixados em luz branca 

durante 1, 10 e 60 minutos, em relação ao não tratado com luz UV 0 J/cm2 (P < 0,05); 

Ocorrem (**) diferenças estatisticamente significativa na percentagem de sobrevivência 

entre a Fotoliase e o WT tratados a 500 J/cm2 e deixados a luz branca 1, 10 e 60 minutos 

(P < 0,05); Não ocorrem diferenças estatisticamente significativa na percentagem de 

sobrevivência entre as Fotoliases tratados a 500 J/cm2 e deixados a luz branca 1, 10 e 60 

minutos (P < 0,05); Ocorrem (*) diferenças estatisticamente significativa na percentagem 

de sobrevivência entre  os WT tratados a 500 J/cm2 e deixados a luz branca 0, 1, 10 e 60 

minutos (P < 0,05); Não ocorrem (*) diferenças estatisticamente significativa na 

percentagem de sobrevivência entre a Fotoliase e o WT tratados a 500 J/cm2 em relação 

ao tratado a 500 J/cm2 deixados a luz branca 0 minutos (escuro) (P < 0,05). 
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Para entender por que as células selvagens não conseguem voltar a crescer após 

a exposição à luz UV e 60 minutos na luz branca, verificamos se a exposição à luz branca 

poderia ser letal para célula. Quando a exposição à luz branca é realizada sem previa 

exposição à luz UV (FIGURA 22), não verificamos nenhuma diferença no crescimento do 

T. cruzi, o que mostra que a luz branca não é toxica para o parasito. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 22. Sobrevivência do T. cruzi que expressa o gene da fotoliase nuclear de T. 

brucei em presença de luz branca. O gene da fotoliase nuclear de T. brucei clonado no 

vetor de expressão pROCK transfectado em epimastigotas T. cruzi (Fotoliase) e o T. 

cruzi transformada com o vetor pROCK vazio (WT). Não ocorrem diferenças 

estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência entre a Fotoliase e o 

WT, 60 minutos após o tratamento com luz branca. 
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Para investigar se o não crescimento da célula selvagem após exposição à luz UV 

e luz branca era devido a modificações no meio de cultura, irradiamos o meio de cultura 

com 500 J/cm2 de luz UV e depois expusemos o meio a diferentes tempos a luz branca (1, 

10 e 60 minutos). O meio irradiado foi utilizado no crescimento de células de T. cruzi que 

não foram irradiadas. Como pode ser visto na figura 23, o meio irradiado não é toxico para 

o T. cruzi.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Sobrevivência do T. cruzi não é influenciada pelo meio de cultura LIT. O 

T. cruzi transformada com o vetor pROCK vazio (WT). Não ocorrem diferenças 

estatisticamente significativas na percentagem de sobrevivência entre o WT irradiado a 

500 J/cm2, deixados a 1, 10 e 60 minutos após o tratamento com luz branca em relação 

ao não irradiado 0 J/cm2. 
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5. DISCUSSÃO 

Historicamente, a investigação dos danos causados por luz UV marca o início do 

estudo de reparo do DNA e um dos organismos mais estudados e usados em 

experimento de laboratório é a bactéria E. coli que elucidou muitos aspectos do reparo de 

DNA e de adaptação a um novo ambiente. Com a crescente disponibilidade de genomas 

sequenciados, verifica-se uma grande conservação e similaridades dos genes de reparo 

nos organismos. A expressão heteróloga tem se mostrado uma ferramenta eficaz no 

estudo de genes de reparo de DNA. Um bom exemplo dessa abordagem é a 

caracterização do sistema GO em T. cruzi. 

A bactéria E. coli possui as enzimas MutM, MutY, MutT(sistema GO) para o 

reconhecimento e remoção especifica de lesões 8-oxoG, e estas mesmas enzimas são 

correspondentes em eucariotos a OGG1, MUTYH e MTH (BARNES & LINDAHL, 2004; 

DAVID et al. 2007). 

No estudo feito por FURTADO et al., (2012), caracterizou-se o homólogo da 8-

oxoG DNA glicosilase de T. cruzi (TcOGG1) mostrando que este gene é capaz de 

complementar leveduras deficientes de OGG1 reduzindo sua taxa de mutação. Também 

foi visto que a glicosilase TcOGG1, quando superexpressa, é capaz de diminuir o nível de 

8-oxoG tanto no núcleo quanto na mitocôndria após tratamento com H2O2. Em um estudo 

feito por KUNRATH-LIMA (não publicado) demonstrou que o gene TcMYH do 

Trypanosoma cruzi é um homólogo funcional de MutY. Ele é capaz de complementar 

bactérias deficientes nesse gene, diminuindo sua taxa de mutação. Além disso, foi 

demonstrado que a proteína recombinante TcMYH remove a adenina pareada com 8-

oxoG de um substrato fluorescente de 30mer in vitro. 

A enzima MutT de E. coli é uma 8-oxo-dGTPase, que hidrolisa 8-oxo-dGTP livre 

no pool de nucleotídeos a 8-oxo-dGMP, impedindo assim a incorporação de nucleotídeos 

oxidados no DNA (NAKABEPPU et al., 2006). Supõe-se que uma enzima com atividade 

de 8-oxo-dGTPase seja de grande importância para a estabilidade genômica e viabilidade 

celular do T. cruzi, mas curiosamente, este gene não foi encontrado no genoma deste 

após o seu sequenciamento completo (EL-SAYED et al., 2005). Com o intuito de 

confirmar a importância desse gene, AGUIAR et al., (2013) demonstrou que cepas de T. 

cruzi que expressam o mRNA de MutT de E. coli (MutT) apresentaram menos lesões no 

DNA nuclear quando comparados ao controle selvagem pROCK.  A expressão exógena 

de MutT permite um melhor controle da incorporação de nucleotídeos oxidados no DNA 
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do T. cruzi prevenindo melhor lesões que poderiam se originar da incorporação da 8-

oxoG. Uma vez que a expressão heteróloga de MutT indicou que a mesma seria 

importante para o T. cruzi procurou-se verificar se o parasito realmente não expressava 

esse gene. A busca no genoma revelou a presença de um erro de anotação em um gene 

que poderia ser similar ao gene MutT. O estudo desse gene mostrou que o mesmo tem 

atividade de 8-oxo-dGTPase, pois foi capaz de complementar bactérias deficientes em 

MutT (AGUIAR et al., 2013).  Portanto, a expressão heteróloga permitiu caracterizar todo 

o sistema GO de T. cruzi. 

Outro exemplo de uso da expressão heteróloga foi com o gene ODC (Ornitine 

Decarboxilase). Segundo CARRILO et al., (1999) e BARCLAY et al., (2011) o T. cruzi não 

expressa o gene ODC e a ausência do gene ODC inibe o crescimento do parasito após o 

tratamento com α-difluorometilornitine (DFMO). Para confirmarem essa hipótese, os 

autores transfectaram o gene ODC de Crithidia fasciculata que induziu a expressão 

normal de ODC em epimastigotas de T. cruzi. As células transformadas foram capazes 

sobreviver ao tratamento com α-difluorometilornitine (DFMO). Além de serem resistentes 

ao DFMO, os parasitos modificados apresentaram uma maior metaciclogenese. Esses 

dados mostraram a importância das poliaminas no metabolismo do T. cruzi, assim como a 

eficácia do uso da abordagem de expressão heteróloga. 

No caso das lesões provocadas por luz UV, uma das estratégias desenvolvidas 

pelas células no reparo a distorções estruturais causadas por luz UV é a PHR também 

conhecida como light repair – fotoreparo. Essa é uma forma de reparo eficiente e direto, 

através da enzima DNA fotoliase que remove distorções estruturais do tipo CPDs e 6–4 

PPs em presença de luz, sem a necessidade de excisão da base lesada, ocorrendo 

somente a reversão da lesão. A outra estratégia de reparo a distorções estruturais 

causadas por luz UV é o NER, também conhecido como dark repair, que reconhece e 

elimina grande variedade de lesões. O NER pode ser subdividido em duas subvias, o 

GGR e TCR, onde ocorre a participação de vários complexos enzimáticos na excisão dos 

nucleotídeos lesados e síntese de um novo fragmento de nucleotídeos (MITCHELL et al. 

2003; BATISTA et al. 2008; DIDERICH et al. 2011). Ambas são estratégias bastante 

conservadas desde procariotos ate eucariotos superiores. 

O Projeto Genoma o tripanossomatídeos revelou que estes possuem duas cópias 

do gene da fotoliase (BERRIMAN et al. 2005; EL-SAYED et al. 2005; NARE et al. 2009), 

mas curiosamente, uma das fotoliases de T. cruzi está presente em forma de 

pseudogene. Pela análise da sequência do genoma de diferentes cepas de T. cruzi ficou 
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evidente que o gene da fotoliase nuclear se tornou um pseudogene em um ancestral do T. 

cruzi depois deste ter divergido da L. major e do T. brucei. Não é possível afirmar se 

ocorreu uma pressão seletiva para eliminação desse gene, mas é curioso verificar que 

entre os Tripanosomatídeos que causam doenças, o T. cruzi é o único que pode ser 

exposto à irradiação solar em uma parte do seu ciclo de vida. 

Visando avaliar a funcionalidade do gene da fotoliase nuclear do T. brucei e 

entender a razão da perda deste gene por parte do T. cruzi, investigamos o papel de 

fotoliase em tripanossomatídeos. Nesse trabalho estudamos a expressão heteróloga 

deste gene em T. cruzi. Vários estudos mostraram a funcionalidade do gene da fotoliase 

no reparo a distorções estruturais do tipo CPDs e 6 – 4 PPs no DNA que interferem em 

mecanismos celulares, como a replicação e transcrição em diversos organismos tais 

como: S. typhimurium, A. nidulans, H. halobium, M. thermoautotrophicum, S. griseus, S. 

acutus, S. cerevisiae, E. coli e etc  (KOEHLER et al. 1996; LI et al. 2006; EISEN & 

HANAWALT 1999; MITCHELL et al. 2003; BATISTA et al. 2008; LIMA – BESSA et al. 

2008; DIDERICH et al. 2011; LIU et al. 2011; CORTAT et al. 2013). 

Para verificarmos a funcionalidade do gene da fotoliase de T. brucei irradiamos as 

culturas de epimastigotas transformadas com o vetor pROCK vazio denominadas de 

selvagens de T. cruzi (WT) e as células modificadas com a fotoliase de T. brucei. Após a 

irradiação, as células foram expostas à luz branca por 1, 10 e 60 minutos e na figura 18 é 

possível ver que após seis horas de irradiação, as células WT apresentam 

aproximadamente 50% de morte. Já as células modificadas com a fotoliase de T. brucei 

apresentam uma sobrevivência similar às cepas não irradiadas. Fica evidente que a 

sobrevivência é fruto da atividade da fotoliase porque quando as células não são expostas 

a luz branca, após a irradiação por luz UV, não se verifica diferença entre as células 

selvagens e aquela que expressa a fotoliase de T. brucei. Esses dados estão de acordo 

com os estudos feitos por CORTAT et al., (2013) que observaram que fibroblastos 

transfectados com o gene da fotoliase apresentaram uma maior resistência a UV. Outros 

estudos de expressão heteróloga ou não de fotoliase também mostraram a capacidade da 

fotoliase de atuar em diferentes organismos de forma ectópica. Entre esses estudos 

podemos citar: KULMS et al., (1999) com o gene da fotoliase da cianobactéria A. nidulans 

expresso temporariamente em células HeLa reduziram grandemente a apoptose induzida 

por luz UV; estudos feitos por YASUI et al., (1992) e PRAKASH, (1975) mostrando a 

eficiente fotorreativação em S. cerevisiae contendo os genes CPD fotoliase nuclear e 
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mitocondrial, deste modo observa-se que o gene da fotoliase tem alguma função no DNA 

reparando lesões causados por luz UV. 

O fato da fotoliase de T. brucei ser funcional, mesmo que esta célula não seja 

exposta a luz UV durante o seu ciclo de vida, está de acordo com os estudos feitos por 

NARE et al., (2009) que mostraram que em L. major, que possui o gene da fotoliase 

mitocondrial e nuclear, quando expostas a luz UV e deixadas em luz branca ocorre a 

atividade de fotoreparo. 

Uma vez que foi verificada a funcionalidade da fotoliase, analisamos se a mesma 

é uma fotoliase que reconhece a lesão em DNA fita simples ou fita dupla. O nosso grupo 

de pesquisa utilizou cepas de T. cruzi CSB+/-. Esse gene é fundamental para reconhecer 

uma RNA polimerase parada em frente à lesão e iniciar o processo de reparo que gera a 

fita simples no DNA. Como pode ser visto nas figuras 19 e 20, em células deficientes no 

gene CSB, não é possível verificar a atividade da fotoliase, mesmo com exposição a 60 

minutos de luz branca. Não observamos diferenças nem com 6 horas, nem com 24 horas 

após a exposição à luz UV com a subsequente exposição à luz branca. Fotoliases 

capazes de reconhecer a lesão em fita dupla de DNA foram capazes de complementar 

células deficientes em reparo de DNA, como foi verificado em células de pacientes de 

Xeroderma Pigmentosum que se tornaram resistentes a luz UV quando expressavam uma 

fotoliase ectópica (CORTAT et al., 2013). Não encontramos na literatura nenhum estudo 

de expressão heteróloga de fotoliases em células deficientes no gene CSB, portanto, não 

podemos afirmar se o gene CSB apresenta outra função que interfira na atividade de 

fotoliase. Pretendemos expressar a fotoliase de E. coli, capaz de reconhecer a lesão na 

fita dupla do DNA, no parasito deficiente no gene CSB para verificarmos se a ausência de 

complementação da fotoliase de T. brucei é devido a ela reconhecer fita simples no DNA 

ou ser dependente de uma interação com o gene CSB. 

Verificada a capacidade de aumentar à resistência a irradiação das células 

modificadas, fizemos o mesmo experimento descrito na figura 18, mas dessa vez a 

contagem das células foi realizada 24 horas após a exposição à luz UV. Confirmamos a 

capacidade da fotoliase de T. brucei de aumentar a resistência à luz UV em células de T. 

cruzi (Figura 21), mas o dado mais relevante nesse experimento é que as células 

selvagens, após serem irradiadas com luz UV, não conseguem crescer adequadamente 

quando colocadas por 60 minutos na luz branca. Quando as células foram expostas sem 

previa exposição à luz UV (Figura 22), não verificamos nenhuma diferença no 

crescimento do T. cruzi, o que mostra que a luz branca não é toxica para o parasito. 



 

46 
 

Também verificamos a hipótese de que o meio de cultura influenciasse no não 

crescimento da célula selvagem após exposição à luz UV. Mas quando se irradiou o meio 

de cultura com 500 J/cm2 de luz UV e depois expusemos o meio a diferentes tempos a luz 

branca (1, 10 e 60 minutos), o meio irradiado não foi tóxico para o crescimento de células 

de T. cruzi que não foram irradiadas previamente.  

A deficiência em responder a luz UV é capaz de levar a problemas no crescimento 

celular. YAMAIZUMI & SUGANO (1994), LJUNGAMAN et al., (2001) MARINI et al., (2006) 

demonstram que em células de fibroblastos deficientes na subvia TCR ocorre o bloqueio 

persistente da RNA polimerase por UV ativando a fosforilação da p53 e a parada do ciclo 

celular. VROUWE et al., (2010) mostrou que a ausência da replicação e transcrição em 

células deficientes NER elícita uma sinalização dependente da ATR prevenindo a 

passagem das células nas fases G0 - G1  para a fase S, mostrando deste modo que o 

mecanismo ATR esta relacionado com o reconhecimento da lesão causadas por luz UV. 

Os genes das subvias NER atuam durante a replicação do DNA e de acordo com SCHUL 

et al., (2002) o NER pode reparar uma fração mínima de lesões por UV na ausência de 

PHR. THOMA (1999) demonstrou que 75% do dano ao DNA gerado pela luz UV é 

reparado imediatamente pelas fotoliase.  O auxilio da fotoliase ao reparo feito pelo NER a 

lesões CPDs foi observado em leveduras S. cerevisiae (FRIEDBERG, 2003), e TANIDA et 

al., (2005) mostrou que a CPD fotoliase melhoram o reparo de NER em E. coli. A 

interação entre as fotoliase e RNA polimerase não esta totalmente esclarecida e 

provavelmente a RNA polimerase para no local da lesão reconhecido pelos genes CSB e 

XPG deixando em fitas simples um substrato para ação das DNA fotoliases de fita simples 

que fluem pelo DNA convertendo os dímeros em monômeros de timina. Portanto, é 

evidente o papel que a fotoliase pode exercer na progressão do ciclo celular, mas não 

está claro porque de na ausência desse gene, a luz branca pode retardar o crescimento 

celular. Uma possibilidade é que na ausência da fotoliase, o gene CSB não possa realizar 

adequadamente a sua função na presença de luz branca e, dessa maneira, a parada da 

RNA polimerase sinalize para a parada do ciclo celular, o que pode ser dependente do 

gene CSB. Já foi mostrado que células de T. cruzi quando tratadas com agentes que 

inibem a replicação, como a camptotecina, são capazes de sinalizar para os primeiros 

passos de apoptose pela exposição da fosfatidilserina na membrana nuclear (ZUMA et al., 

2011). Pretendemos verificar se a exposição à luz branca, após a exposição à luz UV, é 

capaz de fazer a mesma sinalização nas células selvagens. Uma hipótese bastante 

interessante para essa parada do ciclo celular na presença de luz branca é que essa 
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ocorre para impedir a progressão de células de T. cruzi que tenham sido muito expostos à 

luz solar durante o seu ciclo de vida. Essa pode ser uma razão para a seleção de cepas 

de T. cruzi que tenham perdido a fotoliase durante a evolução, pois assim, permitiria 

diferenciar às células que ficaram mais expostas à irradiação solar daquelas que 

penetraram mais rapidamente no hospedeiro e, dessa forma, podem apresentar uma 

capacidade reprodutiva mais apropriada. 

A sensibilidade à luz branca após a luz UV também pode ser fruto da atividade da 

fotoliase mitocondrial. O gene da fotoliase mitocondrial do tipo fita simples em T. cruzi 

possui características similares e semelhantes aos encontrados em cianobacteria A. 

nidulans pertencente à família dos criptocromos DASH (HUANG et al., 2006; POKORNY 

et al., 2008). Este gene é fortemente associado ao cinetoplasto e é expresso somente em 

formas epimastigotas replicativas encontradas no interior do hospedeiro intermediário 

(GABALDON et al., 2010). Apesar de se ter estudado a localização dessa proteína, não 

se sabe se ela é realmente funcional. Dados não publicados do nosso grupo de pesquisa 

mostram que a presença de luz branca não interfere no reparo de lesões provocadas por 

luz UV no genoma mitocondrial, o que sugere que a fotoliase mitocondrial pode não estar 

envolvida com o reparo de DNA, mas pode ter algum papel na sinalização para a parada 

do ciclo celular quando a célula é exposta a luz branca após irradiação com luz UV. 

Portanto, nesse trabalho fomos capazes de mostrar que a fotoliase de T. brucei é 

funcional e que sua atividade é dependente da atividade da proteína CSB. Além disso, 

verificamos que a exposição à luz branca é tóxica para o T. cruzi quando esta é realizada 

após a irradiação com luz UV. 
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6. CONCLUSÕES  

 

Os resultados obtidos demonstraram que a fotoliase nuclear de T. brucei é 

funcional e a sua atividade é dependente da atividade da proteína CSB. Quando o T. cruzi 

é submetido a irradiação com luz UV, ele torna-se sensível à luz branca. 
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7. PERSPECTIVAS 

 Uso dos anticorpos 6 – 4 PPs e CPDs para a localização da lesão e identificação 

do tipo de lesão que é reparada pela fotoliase de T. brucei; 

 Construção do hemi-nocaute para o gene da fotoliase mitocondrial do T. cruzi; 

 Análise dos marcadores de parada do ciclo celular após exposição à luz UV e luz 

branca; 

 Expressão da fotoliase de Escherichia coli em células de T. cruzi. 
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