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RESUMO

O Trypanosoma cruzi é o protozoario agente causador da Doenga de Chagas, doenca
que atinge cerca de 18 milhGes de pessoas (WHO, 2002). Estudos biologicos,
bioquimicos e moleculares indicam a existéncia de uma grande variabilidade genética
entre as cepas deste parasita (Macedo et al, 2004). A estrutura populacional desta
espécie, predominantemente clonal, com eventos raros ou ausentes de reproducéo
sexual (Ayala, 1993) contrasta com a alta variabilidade intra-especifica e nos leva a
questionar sobre o surgimento de tamanha diversidade. Acredita-se que o sistema de
reparo de DNA em T. cruzi esteja envolvido nessa geracdo de variabilidade, ja que o
papel do reparo de erros de pareamento (MMR) em reduzir a taxa de mutacdo nos
organismos ja é bem conhecido (Hsieh, 2001). Foram observadas diferencas na
eficiéncia do MMR sob condicGes de estresse entre diferentes linhagens de T. cruzi
(Augusto-Pinto et al, 2003) o que nos levou a questionar se esta diferenca seria refletida
na taxa de mutacgéo destas linhagens. Neste trabalho, realizamos estudos sobre mutagdes
em diferentes cepas deste parasita, através da avaliacdo do efeito do cadmio sobre a
instabilidade genética em T. cruzi e a investigacao sobre possiveis diferencas na taxa de
mutacdo entre as cepas. Desenvolvemos uma metodologia através da qual seréd possivel
determinar diretamente a taxa de mutacdo neste parasita, através de analise em FACS
da fluorescéncia emitida por linhagens transfectadas com o gene gfp contendo uma
mutacdo inserida em sua seqiéncia (gfp’). Utilizando as linhagens transfectadas, os
resultados indicam que o cAdmio, na presenca de dgua oxigenada, induz um aumento na
taxa de mutagdo das cepas CL Brener e Colombiana. Verificamos ainda o efeito do
cadmio como inibidor da atividade ATPasica da proteina recombinante TcMSH2. Por
fim, foi investigada a estabilidade genémica das cepas JG, CL Brener e Colombiana
expostas a cadmio e peréxido de hidrogénio por varios dias através da analise de
marcadores classicos de variabilidade em T. cruzi: microssatélites e sequéncias que
codificam proteinas antigénicas. Em contraste com o0s resultados obtidos com as
linhagens expressando o gene de gfp mutado, nas condigdes utilizadas no tratamento —
concentragfes dos agentes mutagénicos e periodo de exposicdo — ndo foi possivel

observar a geracdo de mutagdes nos marcadores utilizados.
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ABSTRACT

The protozoan Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease, a chronic
ilness afflicting over 18 million people in Americas (WHO, 2002). Different studies
including biological, biochemical and molecular ones have demonstrated that T. cruzi is
a very heterogeneous taxon (Macedo et al, 2004). However, it has been proposed that T.
cruzi has a clonal population structure in which sexual reproduction is rare or absent
(Ayala, 1993). Therefore, we asked how T. cruzi achieves this remarkable heterogeneity
among the strains and clones. One could then expect that DNA repair would play a role
since the function of mismatch repair (MMR) in decreasing the mutation rate is well
understood (Hsieh, 2001). It has been proposed that different T. cruzi strains have
different mismatch repair ability under stress conditions and consequently different
mutations rates (Augusto-Pinto et al, 2003). In this work, we have carried out studies
about mutation in three T. cruzi strains by evaluation of the role of cadmium in causing
genomic instability in T. cruzi and investigation of possible differences in mutation
rates among strains. Here, we described the development of a new methodology, based
on strains carring a mutant gfp allele which codes for an inactive GFP protein, through
wich it will be possible to directly determine the mutation rate in T. cruzi through
FACS analysis of the fluorescence emitted by cells transfected with gfp—. Using the
transfected strains, the results indicate that cadmium, in the presence of hydrogen
peroxide, induces an increase in mutation rate of the CL Brener and Colombiana
strains. We also verified that cadmium inhibits ATP hydrolysis by recombinant
TcMSH2 protein. Finally, we investigated the genomic stability of the JG, CL Brener
and Colombiana strains treated with cadmium and hydrogen peroxide for different
period of time (30 to 60 days) through analysis of two markers of Trypanosoma cruzi
variability: microsatellite instability and sequences wich code to antigenic proteins. It
was not possible to observe mutations on the used markers, under the treatment

conditions, in contrast to the results obtained with the gfp™ transfected strains.
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1.1 O Trypanosoma cruzi E A DOENCA DE CHAGAS

A Doenga de Chagas € uma enfermidade cronica causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi que afeta cerca de 18 milhdes de pessoas nas Américas do Sul e
Central, principalmente. O T. cruzi € transmitido aos humanos através das fezes
contaminadas de insetos triatomineos hematofagos, transfusdo sanguinea, infeccdo
congénita, ou mais raramente, atraveés de transplante de 6rgdos, acidentes de laboratorio e
alimentos contaminados (Lambrecht 1965, Prata, 2001).

Sob condic¢des naturais o ciclo de vida do T. cruzi alterna entre um hospedeiro
invertebrado, um dos mais de 130 hemipteros da familia Reduviidae, e um hospedeiro
vertebrado mamifero, incluindo mais de 100 espécies, de diferentes ordens. A distribuicao
geogréfica dos hospedeiros, associada a preferéncia do inseto por fontes de sangue
especificas define dois ciclos de transmissdo de T. cruzi: um ciclo selvagem envolvendo
animais silvestres e um ciclo (peri)domeéstico em gque animais domésticos e humanos atuam
como reservatorios do parasita (WHO, 2002).

A doenca causada pela infec¢cdo humana por T. cruzi apresenta um quadro clinico
bastante variavel. Apos a infeccdo pelo parasita, ocorre uma curta fase aguda, caracterizada
por alta parasitemia e sintomas geralmente brandos e inespecificos, o que dificulta o
reconhecimento do contagio. A infeccdo evolui entdo para uma fase crénica, com baixa
parasitemia e um curso clinico imprevisivel, que vai desde a auséncia de sintomas até
formas graves, com envolvimento cardiovascular e/ou gastrointestinal (Prata 2001).

As razdes dessa diversidade de sintomas ainda sdo desconhecidas, mas acredita-se
que grande parte dessa diversidade seja determinada por variacdes genéticas do T. cruzi,
que apresenta uma estrutura populacional bastante heterogénea. Aspectos ambientais,
nutricionais e imunoldgicos do hospedeiro também podem ser a causa da variedade de

sintomas observada (revisado por Macedo et al, 2004).

1.2 AVARIABILIDADE INTRA-ESPECIFICA EM Trypanosoma cruzi

Isolados de T. cruzi apresentam uma alta heterogeneidade em parametros bioldgicos

como morfologia, cinética de crescimento, tropismo tecidual, curso da infeccdo em



INTRODUCAO 3

modelos experimentais, susceptibilidade a quimioterapicos, constituicdo antigénica e
propriedades bioquimicas, dentre outros. Estas variacbes também sdo encontradas no
genoma, como demonstrado por uma série de estudos independentes, baseados em dados
bioguimicos e moleculares (revisado por Macedo et al, 2004) (ver tabela I). Dentre eles
destacam-se as analises de polimorfismo de isoenzimas (Miles et al, 1977), de fragmentos
gerados por enzimas de restricdo (RFLP) (Morel et al, 1980), de DNA mitocondrial (Vago
et al, 1996), mini-éxon e DNA ribossdmico (Souto et al, 1996), microssatélites (Macedo et
al, 2001), além de anélise por RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) de regifes
aleatoriamente amplificadas do genoma (Tibayrenc et al, 1993) e andlise de variabilidade
de genes nucleares que codificam proteinas, tais como DHFR (Machado e Ayala, 2001) e 0
gene TcMSH2 (Augusto-Pinto et al, 2003).

Apesar dessa grande variabilidade genética, os estudos desses marcadores sugerem
a existéncia de duas linhagens filogenéticas principais dentro da espécie T. cruzi,
denominadas T. cruzi | e T. cruzi Il. Até 0 momento, espécies possivelmente hibridas, que
ndo podem ser classificadas como T. cruzi | ou T. cruzi Il permanecem identificadas como
T. cruzi, apenas, sem outro tipo de especificagdo, até que novos estudos consigam elucidar
as relacdes filogenéticas deste grupo (Satellite Meeting, 1999).

Nos ultimos anos, estudos sugerem que a variabilidade genética presente entre as
cepas do grupo Il é maior que a presente entre as cepas do grupo T. cruzi | (Brisse et al,
2001, Cerqueira, 2004). Vérios estudos demonstram ainda a associacdo preferencial de T.
cruzi 1 com o ciclo silvestre e T. cruzi Il com o ciclo doméstico da doenca de Chagas
(revisado por Buscaglia e DiNoia, 2003). E possivel que a maior diversidade genética das
cepas de T. cruzi Il esteja relacionada a sua maior adaptacdo ao ciclo doméstico, uma vez
que a variabilidade facilitaria o escape ao sistema imunoldgico humano (Augusto-Pinto,
2004).
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Tabela | — Marcadores moleculares,

bioquimicos e biologicos utilizados para

caracterizacdo das subdivisdes de Trypanosoma cruzi*

T ocriei | Ferwzi Hyhrid Reterence
Tvpe HIE Tspe N Tvpe |1 Andracde ¢ 1974
Sarain-group | Strains-group 2 biles et al. (1977)
Ivpe 1 Type 2 Melliles et al. (197K)
Symindeme A Lymademe B Raomunho et al.f 1979]
Symodeime | Lymodeme 2 Symadenme 3 Barvet e al. { 1980
Caronaps |1 Cimoup 2 Ebhirt i 1952}
Tvpe 2 (PRA) Tope 1 {WGA)Y Bhasttelins [ 1952)
Bzax £l Brax £2 ol L2 Nbayrene & Miles (1983)
Caromap A Group 13 Zillman & Ehert (1583
Chilean £1 Chilean £2a Chilean £2h Miles et al_ (1984)
Isiseneyime stram (15} 1 [ 2e 52 Tubayrenc et al, { 1S4}

Symodeme 17
DA group 1
Fibisdeme 11
Caroap |
Laeage 11
Bimdeme 11
Caroup 11

L=t Major Clacle
Clade A
Clade A

Zymademe 30
[3MA group 2
Fibmlemie |
Grrowp 11
Latzgez |
Briosbeme [1
Ciroug |

Il Magier Clacle
Clade C

Clade €

Lvmademe 3

Genolype 30
Liroup 172
Bissdemme |

Levwer Clacle
Clade &
Clade I

Tibayrene & Apala | [9ES]
Suhlplordl & Berger | 1990)
Clisrk & Pumg | 14#)
Tikayrene (19%5)

Spulo el al {19%0)

Andrucle & Maogulhiles { 1997)
Munes etal. (1997

Tikayrene (19K )

Machado & Axala (2001)
Augusto-Fiale e al, (2003)

* Fonte: Macedo et al, 2004
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1.3 GERACAO DE VARIABILIDADE EM Trypanosoma cruzi

O fato de a variabilidade genética ser maior em cepas T. cruzi Il em relacdo a T.
cruzi | nos leva a questionar sobre a maneira como essa variabilidade é gerada. As
mutacdes no DNA sdo a base das alteracdes surgidas no genoma. Elas podem surgir devido
a erros no processo de replicacdo e reparo do DNA.

A funcéo do reparo de DNA, especialmente de erros de pareamento (MMR) em
reduzir a taxa de mutagdo j& € bem conhecida (revisado por Hsieh, 2001). Sabe-se que a
perda desse mecanismo pode causar alguns tipos de cancer humano (Peltomaki, 2003). No
entanto, foram isolados, em uma proporcdo bem maior que a esperada, microorganismos
patdgenos apresentando MMR deficiente, o que levantou a hipo6tese de que uma maior taxa
de mutacdo permitiria uma maior adaptabilidade desses organismos aos seus respectivos
hospedeiros (LeClerc et al., 1996, Picard et al., 2001).

Com o objetivo de se estudar o papel do reparo de DNA e da taxa de mutacdo na
geracdo de variabilidade em T. cruzi, varios trabalhos vem sendo desenvolvidos por nosso
grupo, incluindo estudos sobre mecanismos de reparo em Trypanosoma cruzi, como MMR
e recombinacdo, além de estudos sobre genes e proteinas envolvidas nos processos. Este

trabalho tem como foco o estudo de mutacdes em Trypanosoma cruzi.

1.4  MUTACOES NO DNA

O DNA, ou &cido desoxirribonucléico foi a molécula selecionada durante o
processo evolutivo como portadora da informacdo genética da célula. A natureza
complementar das duas cadeias dessa molécula explica seu modelo de replicacdo
semiconservativo, em que cada cadeia serve como molde para a sintese da outra. Através
das informacdes contidas no DNA (genoma), a célula é capaz de produzir as proteinas e
RNAs responsaveis pelo seu metabolismo e manutengdo. O DNA é uma molécula instavel,
metabolicamente ativa, e, portanto, susceptivel a alteracbes quimicas causadas por agentes
ambientais, por produtos metabolicos celulares ou por erros ocorridos durante 0 processo
de replicacdo. Estas modificagOes podem levar a mutagfes. As mutacGes podem ter como

efeito alteracbes na seqiiéncia de nucleotideos, que podem ser neutras, toleradas ou até
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mesmo letais. Assim, as mutacdes podem levar a variabilidade fenotipica ou a morte. Uma
vez que a variabilidade é necessaria para a ocorréncia do processo de selecdo natural, é
ideal que as espécies apresentem uma taxa de mutagdo suficiente para gerar variabilidade,
mas ndo alta o bastante para gerar a morte do individuo. Dessa forma, durante o processo
evolutivo surgiram proteinas capazes de manter uma taxa de mutacdo condizente com uma
relativa integridade e estabilidade no genoma de um organismo. Estas proteinas realizam

um processo conhecido como reparo de DNA.

1.5 OSISTEMA DE REPARO DE DNA

Todas as espécies conhecidas, de bactérias a seres humanos, apresentam proteinas
de reparo de DNA. Ja foram descritas mais de 100 proteinas distintas envolvidas nesse
processo. Os mecanismos de reparo podem ser classificados em seis vias distintas, mas nao
totalmente independentes: (i) reversdo direta da lesdo; (ii) reparo por excisdo de base; (iii)
reparo por excisdo de nucleotideo; (iv) reparo de erros de pareamento; (v) reparo por
recombinacdo e (vi) reparo de quebra por ligacdo ndo-homobloga. Algumas enzimas
participam exclusivamente de certas vias, agindo em substratos especificos, outras sao
redundantes. O conhecimento acerca dessas vias tem sido produzido em estudos com
poucas espécies. A maior parte das informacbes sdo relativas ao processo em bactérias
(Escherichia coli), leveduras (Saccharomyces cerevisiae), camundongos e em humanos. No
entanto, tendo em vista a importancia do sistema de reparo, novos estudos tém surgido,
envolvendo também outros organismos. Neste trabalho focalizaremos o sistema de reparo
de erros de pareamento, uma vez que ele é diretamente responsavel pelo controle da taxa de

mutacao na célula.

1.6 O REPARO DE ERROS DE PAREAMENTO (MMR)

O reparo de erros de pareamento ou MMR (do inglés Mismatch Repair) é uma via
de reparo que corrige bases mal pareadas no DNA apos a replicacédo (revisado por Wu et al,
2004). A replicagdo € uma importante fonte de mutagdes, visto que a DNA polimerase

incorpora um erro de pareamento a cada 10* — 10° nucleotideos adicionados (Kornberg e
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Barker, 1991). A atividade revisora da enzima corrige alguns, mas nédo todos os erros. O
reparo de erros de pareamento consiste no reconhecimento da base mal pareada, excisdo do
segmento de DNA que contém o erro e a sintese da regido removida utilizando a fita
parental como molde.

Oito diferentes tipos de erros de pareamento podem ser gerados durante a
replicacdo, além de estruturas em forma de alca resultantes de insercdes ou delecdes de
nucleotideos em uma das fitas de DNA. O MMR reconhece com eficiéncia a maioria dos
erros, retirando-os do genoma recém replicado. E necesséario que haja uma coordenagio
entre 0 MMR e a replicacdo do DNA, para que seja feito o direcionamento do reparo a fita
recém sintetizada (Bowers et al, 2001).

Em procariotos, as proteinas MutS, MutL e MutH, exclusivas do MMR, atuam no
reconhecimento, ligacéo e clivagem da leséo (figura 1). O homodimero de MutS reconhece
e liga-se especificamente ao erro de pareamento no DNA (ou a al¢as de insercdo e delecdo)
e, com o gasto de 2 ATPs, recruta 0 homodimero de MutL que entdo recruta MutH. Como
MutH permanece ligada a seqliéncia GATC, sua ligacdo com MutL forma uma alga no
DNA. MutL ativa MutH, que cliva a 5’da seqiiéncia GATC na fita ndo metilada. Uma
helicase desenovela as fitas e uma exonuclease degrada a regido que contém o erro. A
regido é novamente sintetizada por uma DNA polimerase e DNA ligase (Marra e Schar,
1999).

Existem vérios homdlogos de MutS e MutL em eucariotos (figura 2a). Tais
homologos sdo denominados MSH e MLH (MutS ou MutL Homologue) e enumerados
cronologicamente de acordo com sua descricdo. Essas proteinas formam heterocomplexos
que exercem funcBes maultiplas (figura 2b), tais como reconhecimento e reparo de erros de
pareamento, alcas de inserces ou delecdes e juncdes de Holliday. E interessante notar que
MSH2 esta presente na maioria dos heterocomplexos funcionais, indicando o papel central
que executa no MMR eucarioto (Alani et al, 1997). A interacdo com homologos de MutL e
outras proteinas altera a especificidade de MHS2, permitindo que ele atue em substratos

variados e vias diversas.
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Figura 1 — Representacdo esquematica da via do MMR em procariotos. (A) Lesdo no
DNA e MutH ligada a sequéncia GATC; (B) A proteina MutS reconhece o erro de
pareamento; (C) MutS recruta MutL, que se liga a MutH formando uma alca no DNA.
MutL ativa MutH, que cliva a 5’da seqiiéncia GATC na fita ndo metilada; (D) Uma
helicase desenovela as fitas e uma exonuclease degrada a regido que contém o erro; (E) A
DNA polimerase 111 re-sintetiza a regido. O reparo é finalizado pela acdo da DNA ligase.
Fonte: Machado-Silva, 2003.
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A) DIVERGENCIA GENETICA DE MutS E MutL

Mio encontrado

B) ESPECIFICIDADE DOS HETEROCOMPLEXOS MSH-MLH

MLH1/MLH3 MLH1/MLH3
M3SHz | MSH3 MSH4| MSHS
MLH1/PMSA
MSH2 | MSH3
MLH1IPMS1 MLH1/PMS1 MLH1/PMS1
MSHz | MSHS M3H2 | MSHe MSH2 | MSH6

4 4 4

A — - =
c _
Erro de Alga de insergie  Jungio de Holliday
pareamento ou delegdo

Figura 2 — Representacdo esquematica do MMR eucariotico. (A) As proteinas MutL e
MutS apresentam, respectivamente, cinco e seis ortélogos em eucariotos. Ainda ndo foi
encontrado um homologo de MutH em eucariotos. (B) heterocomplexos dos homologos de
MutS e MutL em leveduras, que reconhecem varios tipos de substratos, dentre eles, erros

de pareamento, alcgas de fitas simples e juncdes de Holliday. Adaptado de Nakagawa et al,

1999.
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1.7 REPARO DE DNA EM Trypanosoma cruzi

Pesquisas em bancos de dados de sequiéncias génicas (GenBank-Entrez) e na
literatura (Pubmed-NCBI) revelam que h& poucos estudos sobre genes de reparo de DNA
em T. cruzi. Um dos genes caracterizados é o0 TcMSH2 (Augusto-Pinto et al, 2001), gene de
copia unica expresso em todos os estagios do ciclo de vida de T. cruzi, que codifica para
uma proteina de 962 aminoacidos e apresenta identidade consideravel com seus homélogos
eucarioticos. Entretanto, uma pesquisa no banco de dados de sequéncia do genoma da cepa
CL Brener de T. cruzi, cuja publicacdo deve ocorrer nos préximos meses, mostra que o
parasita possui genes homdélogos a todos 0os componentes de varias vias de reparo.

Estudos de polimorfismos presentes em TcMSH2 sustentam a existéncia de trés
linhagens de T. cruzi. Existem trés isoformas da proteina TcMsh2, cada uma codificada por
um dos trés haplogrupos de Trypanosoma cruzi: isoforma A (T. cruzi 1), isoforma B (cepas
hibridas) e isoforma C (T. cruzi Il). Um estudo posterior comparou a eficiéncia do reparo
de erros de pareamento entre cepas codificando as diferentes isoformas de TcMsh2. Esta
comparacao foi feita através da anélise de instabilidade de microssatélites na presenca de
perdxido de hidrogénio e analise de resisténcia a cisplatina. O fenotipo de instabilidade de
microssatélites esta associado a deficiéencia em MMR. Estas regides repetitivas
(microssatélites) podem causar “derrapagem” da DNA polimerase gerando algas no DNA
que, ndo corrigidas pelo sistema de reparo, geram alelos com mais ou menos repeti¢oes que
os alelos originais, fenotipo caracterizado como instabilidade. Foi observada instabilidade
de microssatélites apenas em linhagens pertencentes aos haplogrupos B e C. Além disso,
células dos haplogrupo B e C se mostraram mais resistentes ao tratamento com cisplatina
(Augusto-Pinto et al, 2003), fendtipo caracteristico de células eucarioticas deficientes em
MMR (Fujieda et al, 1998). Os dados obtidos sugerem que linhagens pertencentes aos
haplogrupos B e C apresentam menor eficiéncia no reparo de erros de pareamento sob
condigdes de estresse quando comparadas as pertencentes ao haplogrupo A.

O MMR esta envolvido em processos de geracdo de variabilidade em organismos
assexuados como mutagénese e recombinacdo (Peltomaki, 2001; Alani, 1997). A interacdo
complexa entre a manutencdo da estabilidade do genoma e a geracdo de variabilidade

parece definir a organizagdo dos sistemas de reparo, prevenindo grandes alteragfes nas
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células, mas, ao mesmo tempo permitindo geracdo de diversidade suficiente para a
evolucdo dos organismos (Aravind et al, 1999). Os dados sobre as diferencas na eficiéncia
de reparo de DNA em T. cruzi estdo de acordo com a maior variabilidade encontrada no
grupo T. cruzi Il. A proposta do nosso trabalho é investigar se a deficiéncia no MMR em

alguns grupos de Trypanosoma cruzi se reflete na taxa de mutacao.

1.8 OEFEITO DO CADMIO COMO INIBIDOR DO MMR

A inativacdo de funcdes de proteinas do MMR tem efeitos biolégicos conhecidos
tais como instabilidade genbmica, resisténcia a agentes que causam danos ao DNA,
alteracbes no processo de recombinacdo, dentre outros (revisado por Kolodner e
Marsischky, 1999; Jiricny e Marra, 2003; Schofield e Hsieh, 2003).

O cadmio é uma substancia carcindgena que apresenta um longo periodo de meia
vida, acumulando-se em seres vivos gerando inimeros efeitos bioldgicos. Em 2003 foi
descrito por Jin e colaboradores que a inducdo de mutagénese pelo cadmio em leveduras
demonstrou ainda a inibicdo in vitro da atividade do MMR de extratos de células humanas.
Lutzen e cols (2004) mostraram a atuacdo do cadmio como ativador do ciclo celular em
células humanas expostas ao agente alquilante MNNG. Na presenca desta substancia, o
sistema de reparo de mismatch causa uma parada (“arrest”) no ciclo celular.

N&do se sabe exatamente a maneira como o cadmio inibe este processo. Hoje ja
existem evidéncias de que o cadmio inibe as funcdes de hidrdlise de ATP e ligacdo
especifica ao erro de pareamento de complexos eucarioticos como MutSa e MutSp (Clark e
Kunkel, 2004). Estes efeitos seriam suficientes para explicar a inibigdo do MMR in vivo.

O cultivo de células na presenca de cadmio poderia entdo funcionar como um
nocaute fisioldgico do sistema de reparo de erros de pareamento. Como Augusto-Pinto e
colaboradores (2003) mostraram que o0 MMR apresenta atividade diferencial entre as cepas
de T. cruzi, nos questionamos se o cadmio, ao inibir o MMR, seria capaz de alterar o
padréo de mutacdes em cepas de T. cruzi.

Foi entdo verificado, através de ensaios com cisplatina e peroxido de hidrogénio,

que o cadmio foi capaz de inibir o MMR em T. cruzi (Augusto-Pinto, 2004). A cisplatina é
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uma droga que forma adutos no DNA que provocam alteracbes em sua estrutura
tridimensional. Estas alteracdes sdo reconhecidas pelo sistema de reparo (MMR) e
desencadeiam o fendmeno de apoptose celular. Dessa forma, a resisténcia a cisplatina pode
ser associada a deficiéncia no MMR. Na auséncia de cadmio, as cepas JG e CL Brener
apresentam uma maior resisténcia a cisplatina em diferentes concentragdes, quando
comparadas a cepa Colombiana, o que pode indicar a menor eficiéncia do sistema de reparo
de erros de pareamento (figura 3a). No entanto, na presenca de 3 UM de cloreto de cadmio
a sobrevivéncia das trés cepas estudadas é semelhante (figura 3b). Pode-se perceber pela
figura que a sobrevivéncia de Colombiana passa a ser maior, igualando-se aos niveis
observados em CL Brener e JG, indicando a inibicdo do MMR.

O perdxido de hidrogénio provoca lesbes oxidativas altamente mutagénicas no
DNA, como a 8-oxoguanina. A base lesada 8-0xo-G é capaz de se parear a adenina e, caso
ndo seja reparada até o proximo ciclo de replicacdo, causa a transversio GC — TA. A
sensibilidade acentuada ao perdxido de hidrogénio pode ser associada a uma deficiéncia no
reparo de erros de pareamento, j& que a lesdo 8-0x0-G pode ser reparada por este sistema.
Conforme indicado na figura 3c, as cepas JG e CL Brener apresentaram maior porcentagem
de morte em altas concentracBes da droga (400uM a 600uM), em relacdo a Colombiana
indicando novamente a deficiéncia do MMR nas duas primeiras cepas. Assim como
ocorrido no ensaio com cisplatina, a presenca de 3 uM de cadmio igualou as curvas de
sobrevivéncia, possivelmente acentuando a morte em Colombiana, indicando novamente o

efeito inibitério do cadmio sobre 0 MMR (figura 3d).
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Figura 3 — Efeito do cadmio sobre a sobrevivéncia de T. cruzi em cisplatina e perdéxido

de hidrogénio. Curvas de sobrevivéncia das cepas JG (m), CL Brener (A) e Colombiana

(e), tratadas com doses crescentes de cisplatina, na auséncia (A) ou presenca (B) de 3uM

de CdCl, ou tratadas com doses crescentes de H,O,, na auséncia (C) ou presenca de 3uM

de cloreto de cadmio (D). A sobrevivéncia foi analisada através de contagem de células

vivas em camara de Newbauer. Cada ponto representa a média de trés experimentos

independentes. As barras representam o desvio padréo.



INTRODUCAO 14

1.9 JUSTIFICATIVA

A andlise de taxa de mutacdo em Trypanosoma cruzi seria de grande importancia
para o entendimento da geracdo da alta variabilidade deste parasita. No entanto, até o
momento ndo foi descrito para este organismo um sistema que quantifique a taxa de
mutacdo, uma vez que o T. cruzi ndo cresce em meio solido. Para essa analise seria
necessario, portanto, o desenvolvimento de um novo método para medir a mutagdo neste
protozoario, o que pretendemos realizar neste trabalho. De posse de uma metodologia capaz
de quantificar a taxa de mutacdo, seremos capazes de investigar o efeito da deficiéncia do
MMR em T. cruzi, além de estudar o efeito de diversos agentes genotdxicos sobre

diferentes cepas que constituem esta espécie.



OBJETIVOS



OBJETIVOS 16

2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho consiste em investigar variacfes na taxa de

mutacdo em diferentes cepas de Trypanosoma cruzi.

Para tanto, foram determinados os seguintes objetivos especificos:

1. Desenvolvimento de uma metodologia para avaliar a taxa de mutacdo em
diferentes cepas de T. cruzi, baseada na reversdo de uma mutacéo presente no
gene gfp integrado ao genoma do parasita;

2. Estudo do efeito do cddmio sobre a taxa de mutagdo em T. cruzi, utilizando
as cepas transfectadas com gfp contendo a mutacéo;

3. Avaliacdo do efeito do cadmio sobre a atividade ATPasica da proteina
recombinante TcMsh2 de T. cruzi;

4. Avaliacdo do efeito do cadmio e perdxido de hidrogénio sobre a estabilidade
gendmica na cepa Colombiana, através do sequenciamento do gene TcRbp48;

5. Avaliacdo do efeito do cadmio e peroxido de hidrogénio sobre a estabilidade
genbmica nas cepas JG, CL Brener e Colombiana, através da analise de
regides de microssatélites.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. PARASITAS

Foram utilizadas, no presente estudo, trés cepas de Trypanosoma cruzi: JG,
Colombiana e CL Brener, todas provenientes do laboratério do professor Egler Chiari, do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais. As culturas foram
mantidas a 28°C por passagens regulares em meio LIT, pH 7,3, esterilizado por filtragdo em
filtro de 0,2pum, suplementado com 10% de soro bovino fetal e acrescido de Penicilina
(100U/mL) e Estreptomicina (100ug/mL), como descrito previamente por Camargo (1964).

LIT (Liver Infusion Tryptone)

Liver digested neutralized 5090
Bacto tryptose 5049
Dextrose 2,09
NaCl 4049
KCI 0,449
Na,HPO,4 8,0¢
Hemina 20 pg/mL

3.2 CELULAS BACTERIANAS E MEIO DE CULTURA

A cepa de E.coli utilizada neste estudo foi a DH5a, que contém 0 seguinte genotipo:
SupE44, lacU169, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl (Hanahan, 1983).

Para o crescimento dessa linhagem foi utilizado o meio de cultura 2xYT, pH 7,0,
liquido ou solido (acrescido de 1,5% de &gar) autoclavado, preparado de acordo com
Sambrook e cols. (1987).

2xYT

Bacto triptona 164¢g
Extrato de levedura 109
NaCl 05¢g

Agua destilada gsp 100 mL
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3.3 INICIADORES

Os iniciadores utilizados, sintetizados pela companhia ALFA DNA, estdo

representados na tabela abaixo. Todos eles foram diluidos em &gua deionizada e estocados

a -20°C em aliquotas na concentragdo de 200 pmol/pL.

Tabela Il - Iniciadores utilizados neste trabalho, sequéncias e tamp®&es apropriados.

Iniciador Seqiiéncia (5°» 3°) Tampéo
AMA3’UTR CGATGAATTTTGATTGTG
AMAS5’UTR GCTGGGCCCTTCCTACGTGAGAGCT
Phoneutria
GFPTAA11l CGCAAAGCATTAAACACC
TcAg48F CTTCGTACGGGCGGTTCAG
TcAg4831 GGCCCCAGTTCTTCACG
MCLEO1 R CGTGTACATATCGGCAGTG
Cenbiot
MCLEO1 F flu Fluoresceina - CTGCCATGTTTGATCCCT
MCLO3 R TCAGAAAAAGCACGCCTC
Tampdo 3
MCLOS F flu Fluoresceina - GGAGCAAGAATGAAGGCA
MCLO5 R CCTGAGCAAGATACAAGGAC
Tampédo 12
MCLO5 F flu Fluoresceina - TTAAACGACCTCTATGTCTCTC
MCLO08 R TGGGTATGCCAAATGTGAT
Tampdo 4
MCLOS F flu Fluoresceina - ATGGACAACAAATGGGAG
SCLE10R flu Fluoresceina - GTGCATGTTCCATGGCTT
Tampao 7
SCLE10F GATCCCGCAATAGGAAAC
SCLE11R GATGCTAACTGCTCAAGTGA
Cenbiot
SCLE11F flu Fluoresceina - ACGACCAAAGCCATCATT
MCLF10 R ATCCGCTACCACTATCCAC
Tampéo 4
MCLF10 F flu Fluoresceina - GCGTAGCGATTCATTTCC
AAT Fflu Fluoresceina ACCTCATCGGTGTGCATGTC
Cenbiot
AATR TATTGTCGCCGTGCAATTTC
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TACI15F flu Fluoresceina GAATTTCCCCATTTCCAAGC

Tampéo 4
TAC15R CGATGAGCAACAATCGCTTC
TAT Fflu Fluoresceina GATCCTTGAGCAGCCACCAA

Tampéo 4
TATR CAAATTCCCAACGCAGCAGC
AAATR GGTTTTAGGGCCTTTAGGTG

Tampéo 4
AAAT Fflu Fluoresceina GCCGTGTCCTAAAGAGCAAG
M13 -40 F GTTTTCCCAGTCACGAC PCR buffer
3.4 TAMPOES

Os tampdes utilizados nas reacdes de PCR estdo listados na tabela abaixo. Os

tampdes Phoneutria (MG, Brasil) e Cenbiot (RS, Brasil) foram fornecidos juntamente com

a enzima Taq DNA polimerase, o tampdo TA é um reagente do kit TA Cloning, versdo V

(Invitrogen) e os tampdes 3, 4, 7 e 12 pertencem ao kit Opti-prime PCR Optimization
(Stratagene, CA, USA).

Tabela 111 — Composicao dos diferentes tampdes utilizados nas reacdes de PCR.
Tampdes (10X) [Tris—HCI] pH [MgCl,] [KCI]
Phoneutria IB 100 mM 8,8 15 mM 500 mM
Cenbiot 100 mM 8,5 15 mM 500 mM
TA PCR buffer 100 mM 8,3 25 mM 500 mM
3 100 mM 8,3 35mM 250 mM
4 100mM 83 35 mM 750 mM
7 100 mM 8,8 35 mM 250 mM
12 100mM 9.2 35 mM 750 mM

3.5 CONSTRUCAO DO VETOR pROCKGFPstop

O plasmideo pPROCKGFP (figura 4), foi construido por Augusto Pinto (dado ndo

publicado) a partir de modificacbes do vetor pPROCKAmMaGFP, gentilmente cedido por
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Wanderson Duarte da Rocha (UFMG). A partir do pROCKGFP foi construido o seu
variante pPROCKGFPstop, que contém o gene GFP apresentando uma mutagao (C — T) na
posicdo 230. Inicialmente o vetor pPROCKGFP foi digerido com as enzimas Xbal e Xhol
para a retirada do gene de GFP, que foi substituido pelo gene mutado, conforme descrito

abaixo, subclonado no plasmideo pGEMT, digerido com as mesmas enzimas.

e Obtencdo de GFP mutado

O gene GFP contendo a mutacdo na posicdo 230 foi obtido atraveés da técnica de
Mega Primer, descrita por Sarkar e Sommer (1990). Este método se baseia na amplificacéo
de um fragmento do gene que se deseja modificar utilizando um iniciador que contém em
sua seqliéncia a alteracdo desejada. O fragmento obtido € entdo utilizado como iniciador
(mega primer) em uma segunda etapa de amplificacdo, quando o gene € amplificado em
toda a sua extenséo.

Inicialmente, um fragmento de aproximadamente 250 pb foi amplificado a partir do
gene GFP clonado em pUCI18 flanqueado pelas seqiiéncias Ama 5’UTR e Ama 3’UTR
(figura 5) utilizando-se os iniciadores AMAS’UTR ¢ GFPTAAIll. A reagdo de
amplificagdo foi feita em um volume de 20puL contendo 1,25 pmol de cada iniciador,
tampédo Phoneutria IB 1X, 500 uM de dNTPs, 1 unidade de Taq DNA polimerase
(Phoneutria) e 10 ng do vetor pUC18GFPHE. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador PT100 (MJ Resarch) e o programa (GFPMEGA) consistiu em 5 minutos de
desnaturacéo inicial a 94°C, 30 ciclos de desnaturacdo (94°C, 1 min), anelamento (55°C, 1
min) e extensdo (72°C, 1 min), seguidos de 10 minutos de extensdo final a 72°C. Parte do
produto da amplificacdo foi corrida em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
para confirmacdo do tamanho do fragmento amplificado. O restante da reacdo foi utilizado
para a purificacdo do fragmento amplificado, atraves do kit Wizard PCR Preps DNA
Purification System (Promega), segundo instru¢cbes do fabricante. O DNA obtido foi

dosado através de comparacédo a padrBes de concentracdo conhecida e utilizado como
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Figura 4 — Esquema representativo do vetor de expressdo em T. cruzi pPROCKGFP.
(Figura adaptada de DaRocha et al, 2003)
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Bam HI Xbal Xho | EcoRl
TCR27 | PROMOTOR | Ama5'UTR GFP Ama3'UTR
ek = GFPTAL : AMAZ'

Figura 5 — Esquema representativo do vetor linearizado pUC18GFPHE. O gene GFP
esta clonado entre as regides 5’UTR E 3’UTR do gene da amastina. As setas vermelhas
representam os iniciadores. Tragos azuis representam os sitios das endonucleases de

restri¢do indicadas.
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“mega primer” em uma segunda reacdo de amplifica¢do, juntamente com 0 iniciador
AMA3’UTR. Foram utilizados 2,5 pmol de AMA3’UTR e 50ng de “mega primer”
previamente desnaturado (95°C por 5 min e 4°C por 5 min) em 20pL de reacdo contendo
dNTPs, tampdo, Taq e pUC18GFPHE nas quantidades indicadas acima. A amplificagéo foi
feita através do programa GFPMEGA ja descrito. O produto da reagéo foi resolvido em gel

de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

e Clonagem em vetor pGEMT
O gene mutado de GFP, produto da segunda amplificacdo foi clonado no vetor
PGEMT (Promega). Em 5 pL de reagéo de clonagem foram utilizados 0,5pL do produto de
PCR, 0,5uL de T4 Ligase, 2,5 pL de tampao da ligase e dgua. A mistura foi incubada por 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida, 2 pL da reacdo foram utilizados para transformar
bactérias termocompetentes. O DNA plasmidiano obtido das bactérias selecionadas foi
purificado e digerido com as enzimas Xbal e Xhol (figura 5) para a retirada do gene

mutado.

3.6 TRANSFORMACAO DE CELULAS DH50. TERMOCOMPETENTES

Cem microlitros de bactérias E. coli tratadas previamente com CaCl, (Sambrook e
cols, 1987), foram misturadas com o produto de ligagdo, mantidas em gelo por 30 minutos
e transformadas por choque térmico a 42°C por 1h30min seguidos de 2 minutos em gelo.
Foram adicionados as células transformadas 400uL de meio 2xYT liquido. Em seguida, as
células foram incubadas por 45 minutos a 37°C, sob agitacdo constante (180 rpm). Apds
este periodo de crescimento, 200uL da cultura transformada foram plagqueados em meio
2xYT solido suplementado com 100ug/mL de ampicilina e 0,004% de X-Gal. As placas
foram incubadas por 16 horas a 37 °C.

O plasmideo pUC18 (Amersham-Pharmacia Biotech) foi utilizado como controle

positivo e uma transformacao sem plasmideo como controle negativo.

3.7 PCR DE COLONIA
As col6nias isoladas resultantes da transformacéo foram testadas para a presenca do
inserto através de PCR de colonia, utilizando os iniciadores AMAS’UTR e AMA3’UTR.
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Pequenas porcdes de coldnias foram transferidas, com a ajuda de um palito esteril,
para tubos contendo 20uL de reacdo de PCR contendo 2,5 pmol de cada iniciador, 1
unidade de Tag, 500 pM de dNTPs e tampédo 1X. O programa de amplificacdo utilizado
(GFPMEGA) esta descrito no item 3.5. O produto da amplificacdo foi visualizado em gel

de agarose 1,0%.

3.8 OBTENQAO DE DNA PLASMIDIANO

O DNA plasmidiano dos clones selecionados foi preparado utilizando o kit Wizard
plus SV minipreps DNA purification system (Promega), de acordo com instrucdes do
fabricante. Neste, a purificacdo é baseada na lise alcalina das bactérias seguida de
cromatografia de troca i6nica. Através desse sistema, sdo obtidos cerca de 2 ug de DNA a
partir de 3,0 mL de cultura crescida por 16 horas em meio 2xYT. A cultura foi inicialmente
centrifugada por 5 minutos a 10 000 rpm, para a sedimentagdo das células. O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspendidas em 250 uL de Solucdo de Ressuspencdo. Em
seguida adicionou-se 250 L de Solucdo de Lise e 10 pL de Solucdo de Protease Alcalina e
incubou-se por 5 minutos. Apos a adicdo de 350 pL de Solucdo de Neutralizacdo, a mistura
foi centrifugada por 10 minutos a 14 000 x g. Em seguida o lisado foi passado por uma
coluna (Spin Columm) através de centrifugacdo por 1 minuto a 14 000 x g. O DNA
plasmidiano preso a coluna foi lavado duas vezes com Solucdo de Lavagem adicionada de
etanol e em seguida foi eluido com &gua Livre de Nucleases morna.

Preparagdes de DNA plasmidiano em maior quantidade e com alto grau de pureza,
para serem utilizados na transfeccdo dos parasitas, foram obtidas a partir de 200mL de
cultura em meio 2xYT, com o uso do Plasmid Maxi Kit (Qiagen), segundo instrucbes do

fabricante. Este sistema se baseia no mesmo processo descrito anteriormente.

3.9 DIGESTAO DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAO
As digestdes do DNA plasmidiano foram realizadas nas proporcdes de 1 unidade de
cada enzima de restricdo para cada 1 ug de DNA, na presenca do tampéo especificado pelo

fabricante a 37°C, por 16 horas.
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3.10 PRECIPITACAO DE DNA

O DNA foi precipitado na presenca de 0,1 volume de acetato de sodio 3M pH 5,2, 2
volumes de etanol 100%, sendo a mistura incubada a —20°C por 16 horas. O precipitado de
DNA foi obtido ap6s centrifugacéo a 14 000 rpm a 4°C por 20 minutos e lavado com etanol
70%. Apds nova centrifugacdo por 5 minutos, o precipitado foi seco e entdo solubilizado

em agua.

3.11 DOSAGEM DO DNA

As amostras de DNA foram dosadas em espectrofotdmetro a 260 nm, sendo o grau
de pureza das amostras determinado pela relacdo da absorbancia a 260/280nm. A
concentracdo em ng/uL foi calculada da seguinte forma:

Concentragdo (ng/uL) = Azso X 50 x diluicdo

3.12 TRANSFECCAO DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T.cruzi

Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados em tampédo de
eletroporagdo (120 mM KCI, 0,15 mM CaCl,, 10 mM K;HPO,4, 25 mM Hepes, 2 mM
EDTA pH 8.0, e 5mM MgCl.) a 4°C e ressuspendidos a uma concentracéo final de 10°
células/mL no mesmo tampd&o. Cinglienta microgramas, em um volume maximo de 50 puL,
de cada plasmideo (pPROCKGFP e pROCKGFPstop), previamente digeridos com a enzima
Notl (Promega), foram adicionados diretamente a 400 pL da suspensdo de parasitas (4x10’
parasitas) em cubetas de eletroporacdo Gene Pulser (Bio-Rad) de 0,2 cm. As condicdes
elétricas de eletroporacdo utilizadas foram de 0,3 KV e 500 pF, tendo sido aplicados 3
pulsos em um eletroporador Gene Pulser System (Bio-Rad).

O controle negativo foi feito através de eletroporacdo de uma suspensédo de parasitas
(4 x 107 células) com 50 pL de 4gua miliQ estéril, nas mesmas condicdes elétricas descritas
acima.

Apos a eletroporacdo, as cubetas foram transferidas para o gelo por 5 minutos,
sendo os parasitas, em seguida, transferidos para garrafas de cultura estéreis contendo 5 mL
de meio LIT suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino) e incubadas a 28°C. Vinte
e quatro horas apés a eletroporacdo foi adicionado ao meio 200 pug/mL de Higromicina B
(Life Technologies, GibcoBRL, USA).
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3.13 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As formas epimastigotas dos parasitas transfectados com os plasmideos
pPROCKGFP e pROCKGFPstop foram avaliadas em microscopio de fluorescéncia
Axioplan 2 da Zeiss, equipado com epi-iluminagéo e ldmpada de merctrio HBO 100 W
como fonte de luz ultravioleta. Na busca por parasitas verdes fluorescentes foi utilizado um
filtro para FITC. Os parasitas foram também observados em microscépio de luz, para

verificacdo da viabilidade. Em ambos os procedimentos foram utilizados parasitas vivos.

3.14 FIXACAO DE CELULAS DE T. cruzlI PARA PASSAGEM NO FACS

Cerca de 1,5 mL de cultura de epimastigotas foram centrifugados a 400 rpm por 10
minutos seguidos de 10 minutos de repouso para separacdo das células dos “debris”
celulares presentes na cultura. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e lavado 3
vezes com PBS. Em seguida, as células foram sedimentadas e ressuspendidas em 4 mL de
solucdo PBS/MMF (1:1). As preparacdes de células fixadas foi mantida a 4°C até o dia
seguinte, quando foi submetida a contagem no FACS (A solucdo de MMF foi preparada no

momento do uso e filtrada).

MFF
Paraformaldeido 5mL
Cacodilato de sddio 5mL
Agua deionizada 90 mL

3.15 FACScan

Cerca de 5 x 10" células de cada cultura fixada foram submetidas a anélise pelo
aparelho FACScan.

Neste sistema de analise de fluxo, a suspensdo de células é passada através de uma
regido sensivel iluminada por raio laser. A dispersdo da luz e os sinais de fluorescéncia
coletados de cada célula sdo analisados e armazenados em um sistema computacional.

Esses sinais sdo usados na identificacdo de células de interesse.



MATERIAL E METODOS 28

As condicOes elétricas de deteccdo utilizadas na aquisi¢do foram SSC: 437 volts;
FL1: 676V; FL2: 647V; FL3: 854V. A aquisicdo foi analisada através do programa Cell
Quest.

3.16 VERIFICACAO DA PRESENCA DE GFP NAS CELULAS
TRANSFECTADAS

e EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE EPIMASTIGOTAS DE T. CRUZI

CL Brener e Colombiana transfectadas com pROCKGFP e pROCKGFPstop e
selecionadas com Higromicina B tiveram seu DNA total extraido baseando-se nos
procedimentos descritos por Andrade e cols. (1999). A extracdo foi constituida de trés
etapas principais: lise celular, desproteinizacao e precipitacéo.

Inicialmente, cerca de 10° células foram lavadas trés vezes com PBS, sedimentadas
a 3000 rpm por 10 min a 4°C e incubadas com 200 pL de solucéo de lise (0,5% SDS, 10
mM Tris-HCI pH 8,0; 100 uM EDTA pH 8,0) contendo 20 ug/mL de RNAse, por 1 hora a
37°C. Em seguida, adicionou-se Proteinase K (100 pug/mL) e o lisado foi incubado a 50°C
por 3 horas.

A desproteinizacdo ocorreu em trés etapas. Na primeira delas, adicionamos 200 uL
de fenol ao lisado, homogeneizando vagarosamente. Em seguida, a mistura foi centrifugada
a 3000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, gerando duas fases. A fase aquosa foi coletada e a ndo
aquosa, descartada. Na segunda etapa adicionamos a fase aquosa 200uL de
fenol/cloroférmio  1:1 (v/v) e repetimos o0s procedimentos de homogeneizacéo,
centrifugacdo e coleta da fase aquosa. A terceira etapa consiste na adi¢cdo de 200 uL de
cloroférmio e repeticdo dos demais procedimentos.

A precipitagdo foi feita na presenca de 400 uL de etanol absoluto e 250 mM de
NaCl, a — 20°C, por 16 horas. O DNA foi baixado a 10 000 rpm por 15 minutos a 4°C,
lavado duas vezes com etanol 70%, seco, ressuspendido em T.E., dosado e diluido para o

uso.



MATERIAL E METODOS 29

e AMPLIFICACAO DE GFP
A partir do DNA extraido, foi feita uma PCR utilizando-se os iniciadores GFP3’e
GFP5’ para verificar se o gene GFP foi integrado ao genoma dos parasitas.
A reacdo de PCR foi feita em um volume de 10uL, contendo 5 ng do DNA total de
T. cruzi, 5 pmol de cada iniciador, 120pM de dNTPs, 0,5 unidade de Taq DNA polimerase
(Phoneutria), tamp&o 1B Phoneutria 1X.
A amplificacdo foi realizada em um termociclador PT100 (MJ Resarch) e o
programa de amplificacdo consistiu em:
i.  Desnaturacéo inicial a 94°C por 1 min;
ii. 35 ciclos de desnaturacdo (94°C, 30seg), anelamento (52°C, 45seg) e
extensdo (72°C, 1 min);
iii.  Extensdo final a 72°C por 10 min.
O produto da amplificacdo foi visualizado em gel de agarose 1% corado por

brometo de etideo.

3.17 ENSAIO DE ATIVIDADE ATPASICA DE TcMSH?2

A atividade ATPasica da proteina TcMsh2 de CL Brener e Colombiana foi testada
na presenca de 10puM de cloreto de cadmio (Vetec). As proteinas TcMsh2 recombinantes
foram gentilmente cedidas pela aluna de doutorado Alice Machado Silva.

Trezentos nanogramas da proteina foram incubados por 2 horas a 37°C com ATP
marcado radiativamente no fosfato gama (y), na presenca de tampao de ATPase (Hepes
pH7,6 25mM, MgCl, 4mM) contendo ou ndo 10 pM CdCl,. A reagéo foi finalizada com 1
volume de Solucéo de Parada (formamida, EDTA, fuccina) e colocada no gelo.

O produto da reacdo foi corrido em gel de poliacrilamida 20% sob amperagem
constante (20 mA). ApGs a corrida, o gel foi revestido de filme PVC e exposto a um filme

de raio X por 2 horas.

3.18 TRATAMENTO DOS PARASITAS COM CLORETO DE CADMIO (CdCl,)
E PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,0,)
Populacgdes das cepas JG, CL Brener e Colombiana foram tratadas com 3uM de

cloreto de cadmio (Vetec), 50 uM de H,O, (Merck) ou ambos, por um periodo variavel de
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dias. O tratamento consistiu na manutencédo das culturas a 28°C, em meio LIT adicionado
de solucéo de CdCl; e/ou H,0,. As células sofreram repiques regulares a cada sete dias.
Foram preparadas aliquotas estéreis de 2mM de CdCl, dissolvido em &gua
deionizada. A esterilizacao foi feita por passagem em um filtro de 0,2 um. Os estoques
foram mantidos a — 20°C e as aliquotas em uso, a 4°C.
O peroxido de hidrogénio em solucdo foi adquirido na concentracdo de 8,8 M e

mantido & temperatura ambiente, sob abrigo da luz.

3.19 CURVA DE SOBREVIVENCIA

Foi realizado um estudo de sobrevivéncia da cepa JG de T. cruzi em concentracfes
crescentes de cloreto de cadmio. Foram estudadas duas culturas de JG: uma delas foi
previamente tratada com 3uM de CdCl, por 60 dias, a outra ndo teve contato prévio com
esta droga.

O ensaio foi realizado em triplicata em placa de 24 pogos (Nunclon). As
concentragOes de cloreto de cAdmio estudadas foram 1uM, 3uM, 5uM e 50uM. Em cada
poco havia inicialmente 2 mL de cultura contendo 10° parasitas/mL, adicionado de CdCl,
em diferentes concentragfes. Como controle de crescimento, ndo foi adicionado CdCl, em
um dos pocos. A placa foi mantida em camara Umida em uma estufa a 28°C por quatro dias.
Apobs este periodo foi feita a contagem das células vivas de cada poco, através de cdmara de

Newbauer.

3.20 CURVA DE CRESCIMENTO

Culturas de parasitas em fase exponencial de crescimento foram diluidas a
concentracdo de 5x10° células/mL em um volume de 3 mL, adicionando CdCl, e/ou H,0; a
concentragdes de 3uM e 50uM, respectivamente.

Os experimentos foram realizados em triplicata, sendo realizadas duas contagens do
namero de parasitas vivos (corados por corante vital de eritrosina) por mililitro de meio, a
cada 2-3 dias, até o décimo dia de cultivo. As contagens foram realizadas em camara de

Newbauer.



MATERIAL E METODOS 31

3.21 EXTRACAO DO DNA GENOMICO DE EPIMASTIGOTAS DE T CRUZI

O DNA genbmico dos parasitas submetidos ao tratamento com CdCl, e H,O, foi
extraido por fenol e cloroférmio, conforme descrito no item 3.16.

Aplés a extracdo, a qualidade das amostras de DNA (relacdo 4cidos
nucléicos/proteina) foi verificada atraves de analise de absorbancia. O DNA total foi
dosado por comparacao com padrdes de concentracdo conhecida atraves de eletroforese em
gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo. Os estoques de DNA foram mantidos
a -20°C e as amostras diluidas para uso mantidas a 4°C, conforme descrito (Sambrook,
1987).

3.22 SEQUENCIAMENTO DE TcRBP48

=  Amplificacdo de TcRBP48 a partir do DNA total de cepas tratadas
A amplificacdo de uma regido de aproximadamente 250 pb de TcRBP48 foi
realizada a partir de 1 ng de DNA gendmico em um volume final de reagdo de 20uL
contendo tampdo da Taqg Phoneutria 1X, 25uM de dNTP, 5 pmol dos iniciadores TcAg48F
e TcAg4831, 0,5 unidades de Tag DNA polimerase (Phoneutria) e 0,05 unidades de PFU
polimerase (Stratagene). A reacdo de PCR foi realizada no termociclador PT100 (MJ
Resarch) e consistiu em:
i.  Desnaturacdo inicial por 5 minutos a 95°C;
ii. 35 ciclos de desnaturacdo (95°C, 1min), anelamento (59°C, 1min e 20seg) e
extenséo (72°C, 45seq);
iii.  Extensdo final de 10 minutos
O produto amplificado foi visualizado em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo e teve o tamanho confirmado através de comparacdo com um padrdo de peso

molecular conhecido.

= Extensdo e clonagem dos fragmentos de TcCRBP48 amplificados
Fragmentos amplificados de TcRBP48 foram clonados no vetor pCR2.1 utilizando o
kit TA Cloning kit, versdo V (Invitrogen), de acordo com as normas do fabricante.
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Uma extensdo foi feita incubando-se o produto de PCR com 250 uM de dNTPs, 1
unidade de Tag DNA polimerase (Phoneutria) e tampéo 1B 1X, por 10 minutos a 72°C.

A reacdo de ligacéo foi feita em 10 uL contendo 3 pL do produto da extensdo, T4
Ligase (4 unidades), Tampao de Ligacdo 1X e 50 ng do vetor pCR2.1, por 16 horas a 14°C.

O produto de ligacao foi utilizado para transformar células DH5a eletrocompetentes.

* Transformacio de células DHSa eletrocompetentes
Para a transformacdo, 2 pL da reacdo de ligacdo foram adicionados a uma aliquota
de células competentes — preparadas de acordo com Sambrook e cols. (1987) e incubados
no gelo por 5 minutos. A amostra foi transferida para uma cubeta de 0,2 cm (Gene Pulser,
Bio Rad) e submetida a choque elétrico em um eletroporador Micropulser Bio Rad. Em
seguida, a amostra foi transferida para um tubo contendo 250 pL de 2XYT. As etapas de

crescimento, plaqueamento e incubagdo a 37°C ocorreram conforme descrito no item 3.7.

= Minipreparacdo de plasmideo em placa

Colbnias positivas pra o fragmento de TcRBP48 obtidas em PCR de col6nia (como
descrito no item 3.7) utilizando os iniciadores TcAg48F e TcAg4831 foram selecionadas e
crescidas por 22 horas a 37°C, sob agitacdo constante (180 rpm), em 1200 pL de meio
2xYT liquido contendo 100ug/mL de ampicilina, em uma placa “deep well” (BioAgency).
Para estocagem em longo prazo, aliquotas da cultura foram congeladas a — 80°C na
presenca de glicerol 15%.

As células foram sedimentadas apds o crescimento, por centrifugacdo a 4000 rpm
por 6 minutos. Em seguida, lavadas com GET (glicose 20%; 0,5M EDTA pH 8; 1M Tris-
HCI pH 7,4) e lisadas com solucdo | (NaOH 0,2M; SDS 1%) na presenca de RNase. Apos
10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, adicionamos acetato de potéssio (KOAC)
3M. A mistura foi entdo mantida por 10 minutos em temperatura ambiente, seguidos de 30
minutos de incubacdo em estufa a 90°C e 10 minutos no gelo. A placa foi centrifugada a
4000 rpm por 9 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para uma placa filtro
Millipore fixada no topo de uma placa de fundo V e centrifugado por 6 minutos a 4000
rpm. A placa Millipore foi removida ap0s a centrifugacdo. O DNA plasmidiano presente no

filtrado na microplaca fundo V foi precipitado com Isopropanol (Merck), por 45 minutos a
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4000 rpm, lavado com alcool 70% (Merck) por 10 minutos a 4000 rpm, ressuspendido em

agua MilliQ e dosado em gel de agarose 1%.

= Sequienciamento

Os fragmentos de TcRBP48 clonados no vetor pCR2.1 foram seqlienciados em
ambas as direcdes, utilizando o método descrito por Sanger (1977) através do sequienciador
automatico MegaBACE 1000 (Amersham Pharmacia Biotech).

As reacOes de seqlienciamento foram feitas com o kit DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit, segundo as normas do fabricante (Amersham Pharmacia
Biotech). Nas reacfes foram utilizados cerca de 400ng de DNA e 5pmol de iniciador M13
forward -40 ou M13 reverse. A amplificagéo foi realizada no termociclador Mastercycle
gradient (Eppendorf), através de um programa de 35 ciclos de desnaturacéo (95°C, 20 seg),
anelamento (50°C, 15 seg) e extenséo (60°C, 1 min 20 seg).

Apds, a amplificacdo, os produtos fluorescentes foram precipitados com etanol e
injetados no sequenciador, onde foram submetidos a eletroforese e analisados através do

programa “Sequence analizer”.

e Analise das sequiéncias
As sequéncias foram alinhadas pelo programa MultAlin — Multiple Sequence

Alignment (Corpet, 1988) e analisadas manualmente.

3.23 PCR DOS LOCOS DE MICROSSATELITES

A partir do DNA genémico total extraido dos parasitas tratados com cloreto de
cadmio e peroxido de hidrogénio, foram realizadas amplificacdes de regibes de
microssateélites.

A amplificacdo do DNA de microssatélites em Trypanosoma cruzi foi, inicialmente,
descrita por Oliveira e colaboradores (1998). As seqiiéncias dos iniciadores utilizados para
a amplificacdo especifica de cada um dos 11 locos de microssatélites (AAAT, TAT, AAT,
TAC15, SCLE10, SCLE11, MCLEO1, MCL03, MCL05, MCL08, MCLF10), assim como
os tampdes utilizados nas reacles, estdo descritos nas tabelas | e I1. Em todos os casos, um

dos iniciadores do par foi marcado com fluoresceina na sua extremidade 5°.
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A mistura de reacdo (15uL) foi constituida de 1 unidade de Taqg Polimerase, tampéo
1X, 3pmol de cada iniciador, 200 UM de dNTPs e 2,5 ng de DNA.
Os ciclos de amplificagdo foram realizados no termociclador PT100 (MJ Resarch)
através do seguinte programa:
i. 5 minutos de desnaturacéo inicial a 94°C;
ii. 34 ciclos de desnaturagdo (94°C por 30 segundos), anelamento (53°C por
30 segundos) e extensdo (72°C por 1 minuto);

iii.  Nova desnaturacdo, anelamento e uma extenséo final de 10 minutos.

3.24 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA CORADO PELA
PRATA

Aliquotas de 5uL do material amplificado foram analisadas através de eletroforese
em gel de poliacrilamida 5% ndo desnaturante, corado por nitrato de prata, segundo o
protocolo descrito por Sanguinetti e cols (1994). O gel foi fixado por 10 minutos a
temperatura ambiente em solucdo 10% etanol e 0,5% acido acético, seguida de uma
incubacdo de 10 minutos em solucdo 0,15% de nitrato de prata, 5% etanol e 0,25% acido
acetico. A revelacéo foi feita em solucdo 3% NaOH (p/v) e 0,1% formaldeido a 37% (v/v)
durante o tempo necessario para o aparecimento da bandas. A revelacdo foi interrompida

com solucdo de fixacédo e o gel foi fotografado.

3.25 DETERMINACAO DO PERFIL ALELICO DE MICROSSATELITES

Para a determinacdo do tamanho dos alelos de microssatélites, uma aliquota de
0,25uL a 2uL do produto da PCR foi desnaturada a 90°C por 3 minutos e, depois,
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante (8M uréia) no
sequenciador automatico de DNA (ALF — Pharmacia). A corrida foi feita por 5 horas, a
50°C.

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

tamanho conhecido, que foi utilizado como padréo interno da corrida.
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Os resultados obtidos em forma de cromatograma foram analisados com o auxilio
do programa “Allelink” (versdo 1.0, Pharmacia-Biotech). Os fragmentos de tamanho
conhecido (padrdes internos e externos) foram corretamente alinhados e os tamanhos dos

alelos foram calculados.
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4. RESULTADOS

EFEITOS DO CADMIO EM Trypanosoma cruzi
Sabe-se que o cddmio tem um efeito inibitorio especifico sobre o reparo de erros de

pareamento em leveduras e este efeito foi também observado em um ensaio in vitro com
proteinas humanas componentes do MMR (Jin et al, 2003). Estudos preliminares com
cisplatina e 4gua oxigenada indicam que o cddmio inibe o reparo de erros de pareamento
também em T. cruzi (Augusto-Pinto, 2004). Em uma célula, o sistema de reparo de erros de
pareamento esta diretamente relacionado ao controle de sua taxa de mutacéo (revisado por
Hsieh, 2001). Resolvemos entédo investigar o efeito do cadmio sobre a taxa de muta¢do em
T. cruzi. Como ndo existe na literatura qualquer outro trabalho a respeito de cadmio e T.
cruzi, decidimos inicialmente verificar o comportamento deste parasita quando cultivado na

presenca de uma dose subletal de cadmio.

TRATAMENTO DE DIFERENTES CEPAS DE T.cruzi COM CLORETO DE
CADMIO
As cepas JG, CL Brener e Colombiana foram cultivadas por 60 dias na presenca de

3uM de cloreto de cadmio. Esta dose foi selecionada porque permitia uma sobrevivéncia
média de 80% da cultura, em cinco dias de tratamento, em todas as cepas estudadas, de
acordo com dados preliminares de Augusto-Pinto (2004). No entanto, ao longo do
tratamento, pudemos observar que as cepas ndo responderam a presenca de CdCl, de
maneira semelhante, sendo Colombiana e CL Brener as cepas mais sensiveis a esta droga e
JG, a cepa mais resistente, em termos de sobrevivéncia (ver tabela V1)

O fato de a cepa JG apresentar uma resisténcia maior ao cadmio quando comparada
a CL Brener e Colombiana, nos levou a questionar se durante o tratamento desta cepa
estaria havendo selecdo de celulas resistentes ao cadmio, gerando assim, uma populacéo
resistente de JG. Para testarmos essa hipotese, foi realizado um ensaio de sobrevivéncia em
concentragdes crescentes de cloreto de cadmio com a cultura de JG previamente tratada,
possivelmente resistente. A sobrevivéncia foi comparada a de uma cepa JG que nédo havia
entrado em contato prévio com cadmio. Conforme pode ser visto na figura 6, ndo houve
diferenga significativa de sobrevivéncia entre as culturas, indicando que ndo houve selegdo

de células resistentes.
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Figura 6 — Investigacdo sobre a selecdo de uma populacdo da cepa JG resistente a
cadmio. Foi analisada, através da contagem de células vivas em camara de Newbauer, a
sobrevivéncia em concentracfes crescentes de cadmio, de epimastigotas da cepa JG
possivelmente resistentes ao caddmio, devido a um tratamento prévio com esta droga por 60
dias. Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes, as barras
representam o desvio padrdo. JG —R (¢): cultura de JG previamente exposta a 3 pM de

CdCl;, por 60 dias; JG (m): cultura de JG sem contato prévio com cadmio.
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No entanto, como ja foi dito, diferencas significativas na sobrevivéncia entre as
cepas tratadas por cinco dias com 3uM de CdCl, ndo foram observadas por Augusto Pinto
(2004). Para tentarmos entender a diferenca no crescimento que observamos entre a cepas
ao longo do tratamento, realizamos curvas de crescimento com JG e Colombiana na
presenca de 3uM de CdClI, por sete dias. Conforme pode ser observado na figura 7, em
curto prazo ndo houve diferenca de crescimento entre as duas cepas, 0 que indica que a
diferenca observada por nos deve-se a um tratamento continuo das cepas com uma dose

subletal de cadmio.

4.3. DESENV~OLVENDO UMA METODOLOGIA PARA ANALISAR A TAXA DE
MUTACAO EM Trypanosoma cruzi
Até o momento, ndo existe na literatura qualquer descricdo sobre uma metodologia

capaz de determinar diretamente a taxa de mutacdo em T. cruzi. A dificuldade no
desenvolvimento de tal metodologia deve-se ao fato de que este parasita ndo cresce
adequadamente em meio de cultura sélido. Dessa forma, para investigarmos o efeito do
cadmio sobre a taxa de mutacdo em T. cruzi, deveriamos elaborar uma estratégia que nos
permitisse analisar diretamente a taxa de mutacdo em diferentes cepas deste parasita.

Além disso, o desenvolvimento desta metodologia seria interessante, pois nos
permitiria observar se existe diferenca na taxa de mutacdo entre as diferentes cepas de T.
cruzi. Foi demonstrado por Augusto-Pinto et al (2003) que a eficiéncia do MMR em
condicdes de estresse é diferente entre cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes grupos.
Como este sistema de reparo esta diretamente associado a taxa de mutacdo em varios
organismos (revisado por Schofield e Hsieh, 2003), nos perguntamos se a diferenca no
MMR entre as cepas seria refletida em sua taxa de mutagéo.

Grande parte dos ensaios de mutacdo descritos na literatura baseiam-se em mutantes
reversiveis capazes de crescer em um meio de cultura seletivo (Hampsey, 1991;Gee et al,
1994; Josephy, 2000). O ensaio desenvolvido por nos se baseia na reversdo de uma
mutacdo no gene gfp inserido no genoma de T. cruzi através de transfeccdo com um vetor
apropriado. O gene gfp foi escolhido porque codifica para uma proteina que emite
fluorescéncia facilmente detectavel em laboratdrio. A mutacdo inserida resulta na producéao
de uma proteina truncada que ndo emite fluorescéncia. A reversdo da mutacdo pode ser

observada através da analise de fluorescéncia de uma cultura em estudo.
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Figura 7 — Crescimento de JG e Colombiana na presenca de cloreto de cadmio. O
crescimento de epimastigotas das cepas JG e Colombiana de T.cruzi na presenca de 3uM de
CdCl, foi acompanhado por sete dias. A analise do crescimento foi feita através da
contagem de células vivas em cdmara de Newbauer. Cada ponto representa a média de trés
experimentos independentes e as barras representam o desvio padrdo. (#): JG ndo tratada;
(m): JG cultivada na presenca de 3uM de CdCl,; (A): Colombiana ndo tratada; (x)

Colombiana cultivada na presenca de 3uM de CdCl,,
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e Construcao dos vetores pPROCKGFP E pPROCKGFPstop
O vetor de expressdo de T. cruzi pPROCKGFP foi obtido por Augusto-Pinto (néo

publicado) a partir de modificacbes no plasmideo pPROCKAmaGFP (Da Rocha et al.,
2003), gentilmente cedido por Wanderson da Rocha. O vetor pPROCKGFP (figura 4)
contém em sua seqiiéncia um fragmento do gene de B-tubulina que apresenta um sitio
interno para a enzima de restricdo Not I. O vetor linearizado com esta enzima e utilizado
para transfectar células de T. cruzi é capaz de se integrar ao genoma do parasita, em um dos
varios locos de B-tubulina, através de recombinacdo homologa. Para permitir a selecdo de
células transfectadas, o vetor pPROCKGFP contém o gene HIGR |, que codifica para
higromicina fosfotransferase, que inativa o antibiotico Higromicina B. Além disso, o vetor
apresenta uma regido promotora do gene de rRNA e as regides intergénicas e 3’UTR do
gene GAPDH, regides estas necessarias ao correto processamento do transcrito de gfp.

Uma mutacéo foi inserida no gene gfp para a construgéo do vetor pPROCKGFPstop.
A mutacdo C — T na posi¢ao 230 do gene resultou na geracdo de um cédon de terminagao
precoce, em fase com o codon de iniciacdo da sequéncia de mMRNA. A mutacdo foi obtida
através da técnica de Mega Primer (Sarkar e Sommer, 1990), esquematizada na figura 8.
Inicialmente foi realizada a amplificacdo de um fragmento do gene gfp utilizando o
iniciador GFPTAALL, que se anela a regido que serd modificada e contém, em sua
sequéncia, a alteracdo que se deseja produzir. O fragmento de aproximadamente 250 pb,
amplificado pelos iniciadores AMAS5’UTR e GFPTAAI11 foi utilizado como iniciador,
juntamente a AMA3’UTR, em uma segunda PCR, que amplificou o gene gfp em toda a sua
extensdo. O gene gfp mutado foi subclonado no vetor pPGEMT, retirado por digestdo com as
endonucleases de restricdo Xbal e Xhol e entdo clonado em pROCK digerido pelas mesmas
enzimas.

A mutagdo no gene gfp do plasmideo pPROCKGFPstop foi confirmada atraves de
seqiienciamento utilizando os iniciadores GFP5’e GFP3’ especificos para o gene. A figura
9 mostra a sequiéncia parcial de gfp, contendo a alteragdo C — T na posigdo 230. Gragas ao
cédon de terminacdo precoce, em fase com o cédon de iniciacdo, o gene mutado codifica

para um peptideo de 68 aminoacidos, como mostrado na figura 9b.
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Figura 8 — Esquema representativo da técnica de “Mega Primer” para obtencdo da
mutacdo em ponto no gene gfp. Inicialmente, um fragmento do gene GFP foi amplificado
utilizando-se um iniciador contendo a mutacdo desejada, que se anela a uma regido interna
do gene (P2) e um iniciador que se anela a uma extremidade do gene (P1). O fragmento
produzido nesta PCR, o qual contém a mutagdo, foi utilizado como iniciador (“mega
primer”) em uma segunda etapa de amplificagdo, juntamente com o iniciador P3. Nessa
etapa, o gene gfp é amplificado em toda sua extensdo. As seqiiéncias dos iniciadores estéo
representadas por retdngulos azuis. A mutacao esta representada em vermelho; o gene gfp,

em verde e os produtos de amplificagcdo, em amarelo.
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Figura 9 — Insercdo de um codon de terminacdo precoce no gene de gfp. (A)

Comparacdo da sequéncia do gene gfp mutado (GFPmut) a sequiéncia do gene original,

obtida pelo programa BLASTN. Em vermelho, destaca-se a mutacdo de C para T na

posicdo 230. (B): Comparacdo da seqiiéncia de aminoacidos das proteinas GFP selvagem e

GFP mutada. O alinhamento foi feito pelo programa MultAlin (Corpet, 1988).
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TRANSFECCAO DE PARASITAS DAS CEPAS CL BRENER E
COLOMBIANA COM OS VETORES DE GFP
Culturas de epimastigotas das cepas CL Brener e Colombiana foram transfectadas

com 30 pg dos plasmideos pPROCKGFP e pROCKGFPstop linearizados por Not I. As
celulas transfectadas foram selecionadas através de cultivo em meio LIT contendo
200pg/mL do antibidtico Higromicina B. A sele¢do ocorreu entre quatro e oito semanas,
quando as células do controle negativo (eletroporadas com agua, apenas) morreram na
presenca do antibiotico.

As linhagens transfectadas das cepas CL Brener e Colombiana apresentavam
morfologia, mobilidade e crescimento normais, conforme observado ao longo do seu
cultivo.

Apbds o periodo de selecdo, os parasitas transfectados foram analisados em
microscopio de fluorescéncia, com filtro para FITC, para visualizacdo de GFP. Conforme
esperado, nas culturas de CL Brener e Colombiana transfectadas com pROCKGFPstop néo
havia células apresentando fluorescéncia verde. De maneira surpreendente, porém, nas
culturas transfectadas com pROCKGFP e selecionadas em higromicina nao foram
detectados parasitas emitindo fluorescéncia verde.

As culturas transfectadas foram também fixadas e submetidas a contagem e anéalise
pelo citbmetro de fluxo (FACScan), que é capaz de dividir uma populacdo de células em
sub-populacbes com diferentes niveis de fluorescéncia. De acordo com nossa observacdo
prévia em microscopio de fluorescéncia, ndo foram detectadas subpopulacdes verdes em
nenhumas das culturas transfectadas.

Uma das possiveis explicacdes para o fato de ndo termos detectado fluorescéncia
verde nas culturas transfectadas com o gene gfp selvagem seria a auséncia de integracéo
deste gene no genoma das células. Para verificarmos essa hipotese, realizamos uma
extracdo do DNA total dessas células e uma PCR com iniciadores especificos para gfp a
partir do DNA extraido. Conforme pode ser visto na figura 10, o gene gfp ndo foi
amplificado a partir do DNA de CL Brener e Colombiana transfectadas com pROCKGFP,
indicando que ndo houve a integracdo genémica esperada. Por outro lado, houve
amplificacdo a partir do DNA das células transfectadas com pROCKGFPstop, indicando
que a integracdo ocorreu. Novos experimentos de transfeccdo com o plasmideo contendo

gfp selvagem estdo sendo conduzidos.
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CL Brener

Colombiana

GFP

Figura 10 — Verificacdo da presenca de gfp no DNA de culturas de CL Brener e
Colombiana transfectadas. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Produto de
PCR a partir do DNA gendmico de epimastigotas de CL Brener (A) e Colombiana (B)
transfectadas com pROCKGFP e pROCKGFPstop, utilizando iniciadores especificos para
0 gene gfp. A seta indica o fragmento amplificado de tamanho correspondente ao esperado.
GFPstop: DNA de células transfectadas com pROCKGFPstop; GFP: DNA de células
transfectadas com pROCKGFP; 1kb: padrdo de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder).
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ANALISE DA TAXA DE MUTAGAO
De posse de células modificadas de Trypanosoma cruzi possivelmente expressando

0 gene gfp contendo uma mutag&o, iniciamos experimentos de analise de fluorescéncia para
determinarmos a taxa de reversdo desta mutacdo especifica nas cepas CL Brener e
Colombiana. A deteccédo de possiveis mutantes revertentes emitindo fluorescéncia verde foi
feita em aparelno FACScan. Uma vez que € conhecido que estes parasitas emitem
autofluorescéncia, foi estabelecido um limite no sinal em FL1, de tal forma que as celulas
que emitiram fluorescéncia maior de 10° em FL1 foram consideradas verdes. Este limite foi
determinado apds a aquisicdo e analise em FACScan do padrdo de fluorescéncia de uma
cultura de T. cruzi contendo células com fluorescéncia verde, expressando gfp, gentilmente
cedida por Simone Pires. Inicialmente, foi analisada uma cultura de CL Brener selvagem,
sem o gene gfp. Conforme ja observado anteriormente (DaRocha et al, 2003), mesmo na
auséncia de gfp foi possivel detectar em média 300 células apresentando sinal dentro da
faixa que foi estabelecida como limite para células verdes, em um total de 1 000 000
celulas, o que foi considerado ruido do experimento.

As mutacOes do tipo substituicdo de bases, que sdo nosso alvo de estudo, séo
geradas durante eventos de replicacdo (Kornberg e Barker, 1991). Dessa forma, espera-se
um aumento do numero de mutantes em uma cultura, na medida em que as células véo
sofrendo duplicagdes, ou seja, uma cultura mais “antiga” deve apresentar mais mutantes
que uma cultura “nova”. Para verificarmos nossa proposicao, linhagens da cepa CL Brener
transfectadas com pROCKGFPstop e selecionadas em higromicina foram mantidas em
cultivo e apo6s 15 e 60 dias o numero de possiveis mutantes foi determinado através da
analise das culturas no FACS. Conforme pode ser visto na tabela IV, o numero de células
que possivelmente sofreram mutacGes que reverteram a parada prematura na traducdo de
GFP foi proporcional ao tempo de cultivo, ou seja, quanto mais tempo em cultura, mais
eventos celulares emitindo fluorescéncia na faixa “verde” foram detectados pelo FACS.

Embora os dados sejam preliminares, utilizamos os mesmos realizar uma estimativa
da taxa de mutacdo em CL Brener. Utilizando o modelo de distribuicdo de Lea e Coulson
(1949), a partir do numero de mutantes observado, determinamos o nimero provavel de
eventos de mutacdo ocorridos. A taxa de mutacdo foi calculada considerando-se o periodo

de cultivo, o tempo de duplicacdo da cepa e 0 nimero provavel de eventos de mutacéo.
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Tabela 1V — Estimativa da taxa de mutacdo em linhagens de CL Brener transfectadas com

gfp mutado
Cepa Periodo de cultivo na N de células em Taxa de
presenca de 1000 000 emitindo mutagao***
higromicina* fluorescéncia
FL1> 10**
CL Brener _ 300 £ 100 (2)**
CL Brener 15 dias 500£0 (2) 5,44 x 10°°
PROCKGFPstop
60 dias 1400 + 0 (3) 5,73x10°°

A fluorescéncia de linhagens de CL Brener transfectadas com pROCKGFPstop cultivadas
em meio LIT contendo higromicina foi analisada em FACScan. *O periodo de quatro
semanas de selecdo em higromicina ndo foi considerado. ** O valor representa a média de
eventos, seguido do desvio padrdo. O numero entre parénteses indica a quantidade de
repeticBes realizadas. *** A taxa de mutacdo foi calculada a partir do nimero provavel de
mutacodes, através do modelo descrito por Lea e Coulson (1949).
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Dessa forma, obtivemos uma taxa média de mutacdo em CL Brener igual a 5,6 x.10°. é
interessante notar que as taxas de mutagdo estimadas a partir das culturas de 15 e 60 dias

foram muito semelhantes entre si.

46. TRATAMENTO DAS CULTURAS TRANSFECTADAS COM CdCl; E H,0,
De posse de uma metodologia capaz de determinar diretamente a taxa de mutacéo

em linhagens transfectadas, partimos para a investigacdo sobre os efeitos do cadmio na taxa
de mutacdo em diferentes cepas de Trypanosoma cruzi. Para tanto, tratamos as culturas de
CL Brener transfectadas com 0 pPROCKGFPstop e selecionadas em higromicina com 3uM
de CdCl; por 15 e 60 dias. Além do cadmio, as células foram simultaneamente tratadas com
50uM de H,0,. A agua oxigenada causa lesGes oxidativas no DNA, que sao reparadas pelo
MMR (Colussi et al, 2002; Mazurek et al, 2002). Dessa forma, a presenca desta droga
acentuaria os possiveis efeitos causados pelo cadmio de inibicdo do sistema de reparo de
erros de pareamento. A concentracdo de 50uM de adgua oxigenada foi escolhida por resultar
em uma baixa taxa de mortalidade nas culturas (cerca de 20% de morte), independente da
cepa, de acordo com estudo de sensibilidade realizado por Augusto-Pinto (2004).

Apds o tratamento com cadmio e a agua oxigenada, as culturas foram observadas
em microscopio de fluorescéncia com filtro para FITC. Ndo foram observadas células
emitindo fluorescéncia verde em nenhum dos tratamentos. As células foram entdo fixadas e
submetidas a analise pelo aparelho FACS. O resultado da analise esta esquematizado na
tabela V. O nimero de células verdes nas populacbes transfectadas com gfp mutado,
expostas a cadmio e peréxido de hidrogénio aumentou significativamente, tanto em CL
Brener, quanto em Colombiana. O numero de mutac6es foi estimado a partir do nimero de
mutantes, segundo Lea e Coulson (1949), e utilizado para o calculo da taxa de mutag&o.

A taxa de mutacdo em CL Brener na presenca dos agentes mutagénicos foi estimada
em 8,3 x 10°®. Este valor consiste na média das taxas calculadas para os tratamentos de 15 e
60 dias. O tratamento com as drogas aumentou a taxa de mutacdo em cerca de 1,5 vezes em
relacdo as células cultivadas na auséncia das agentes mutagénicos.

Foi realizado o mesmo tratamento (3uM de CdCl, e 50uM de H,0,) em linhagens
da cepa Colombiana transfectadas com o vetor contendo gfp mutado e selecionadas em

higromicina. As células foram tratadas com as drogas por um periodo de 15 dias e
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Tabela V — Mutagdo em células transfectadas tratadas com agentes genotoxicos.

Cepa Cultivo Células verdes** Taxa de
em 1000 000 mutacao***
CL Brener Sem tratamento (2)* 300 £ 100 -
CL Brener 3uM CdCl, + 50pM H,0, 650 + 500 8,64 x 10 °
PROCKGFPstop 15 dias (2)
Sem tratamento 500 + 0 5,44 x10 °
15 dias (2)
3uM CdCl; + 50uM H,O, 1900 £ 300 7,96 x 10 °
60 dias (3)
Sem tratamento 1400 + 0 573x10 °
60 dias (3)
Colombiana 3uM CdCl; + 50uM H,O, 3700 £ 700 50x 107
pROCKGFPstop 15 dias (3)
Sem tratamento 1600 + 420 1,89 x 10
15 dias (2)

Anélise em aparelho FACScan da fluorescéncia de células transfectadas com gfp™ e tratadas
com cadmio e peréxido de hidrogénio. *O namero entre parénteses indica a quantidade de
repeticdes. **Foram consideradas verdes as células que apresentaram fluorescéncia FL1
maior que 10%. O nUmero de mutantes verdes representa a média de experimentos
independentes, seguido do desvio padrdo. * A taxa de mutagdo foi calculada foi calculada a
partir do nimero médio de mutantes de acordo com o modelo descrito por Lea e Coulson
(1949).
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submetidas aos mesmos procedimentos de analise de fluorescéncia realizados com CL
Brener. De maneira semelhante, ndo foram visualizadas células fluorescentes verdes nas
culturas de Colombiana tratadas através da observacdo em microscépio de fluorescéncia.
Em relacdo a analise feita através do FACS da emissdo de fluorescéncia pelas células
fixadas, foram detectadas varias células emitindo luz na faixa determinada como verde
(FL1>10%). Apesar de ndo possuirmos o padrdo de fluorescéncia da cepa Colombiana
selvagem, ndo transfectada, calculamos as taxas de mutacédo a partir dos dados iniciais de
aquisicdo de células transfectadas. Observamos um aumento de cerca de 2,6 vezes na taxa
de mutacédo das células tratadas com cadmio e dgua oxigenada, em relacdo as culturas ndo
tratadas.

Assim, de acordo com nossos dados, o tratamento com 0s agentes mutagénicos
aumentou a taxa de mutacdo nas linhagens transfectadas em uma proporcdo detectavel
através da metodologia desenvolvida neste trabalho. Nao sabemos, no entanto, se este
aumento € devido ao efeito do cadmio sobre 0 MMR ou do efeito da &gua oxigenada sobre

a estabilidade gendémica, ou um conjunto dos dois efeitos.

4.7. INIBICAO DA ATIVIDADE ATPASICA DE TcMSH2 POR CADMIO

Através da andlise de reversdo de uma mutacdo presente no gene gfp, verificamos
que o cadmio, na presenca de agua oxigenada, foi capaz de aumentar a taxa de mutacdo em
linhagens transfectadas das cepas CL Brener e Colombiana. Este resultado, juntamente com
os dados preliminares obtidos por Augusto-Pinto (2004) apresentados anteriormente,
sugere que o cadmio realmente atue como inibidor do sistema de reparo de erros de
pareamento em T. cruzi. Para investigarmos de maneira mais direta o efeito do cadmio
sobre 0 MMR em T. cruzi, estudamos o efeito do cadmio sobre a atividade ATPésica das
proteinas recombinantes TcMSH2 de CL Brener e Colombiana. Conforme discutido
anteriormente, a proteina MSH2 é um dos principais componentes do MMR em eucariotos
(revisado por Nakagawa et al, 1999). As proteinas TcMSH2 recombinantes obtidas em
fusdo com a proteina de ligacdo a maltose (MBP) eram derivadas das cepas CL Brener e
Colombiana. Essas proteinas (gentilmente cedidas por Alice Machado Silva) foram

expressas em E. coli e purificadas por cromatografia de afinidade. A atividade ATPasica
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das proteinas foi testada na presenca de 10 uM de CdCl,. O ensaio de atividade consistiu na
incubacdo das proteinas purificadas com ATP marcado radiativamente em seu fosfato
gama, por duas horas a 37°C, na presenca de tampdo de ATPase e 10 uM de cadmio. O
produto da reacdo foi corrido em gel de poliacrilamida e exposto a um filme radiolégico.
Na figura 11, a clivagem do ATP pode ser observada pela diminuig¢do da intensidade da
banda correspondente ao ATP no gel e aumento da intensidade da banda correspondente ao
fosfato gama. O resultado foi comparado a atividade de TcMSH2 na auséncia de CdCls,.
Conforme pode ser observado na figura, a presenca de 10 pM de CdCl, diminuiu a
atividade ATPésica da proteinas recombinantes TcMSH2 de CL Brener e Colombiana.
Como controle, o ATP foi incubado com a proteina MBP para certificarmos que a clivagem
ndo era devido a MBP. O ATP também foi incubado na auséncia de proteinas, para
excluirmos a possibilidade de degradacéo.

Este resultando indica que o cadmio inibe diretamente 0 MMR de T. cruzi, através
da inibicdo parcial da atividade ATPasica de TCMSH2.

4.8. EFEITOS DO CADMIO E AGUA OXIGENADA SOBRE SEQUENCIAS NO
GENOMA DE T. cruzi
Foi observado que o tratamento com cadmio e &gua oxigenada foi capaz de

aumentar a taxa de mutacdo em células transfectadas de T. cruzi. Além disso, verificamos
que o cadmio diminui a atividade ATPasica da proteina recombinante TcMSH2, o que
sugere que este metal atue como inibidor especifico do MMR em T. cruzi, assim como em
leveduras. Decidimos entdo investigar se marcadores de variabilidade em T. cruzi descritos
na literatura seriam capazes de detectar a instabilidade gendmica gerada em T. cruzi pela
exposicdo a estes agentes mutagénicos. Os marcadores genéticos de instabilidade utilizados
neste trabalho foram: (i) o gene multicopia TcRbp48 e (ii) regiGes de microssatélites.

O gene TcRbp48 codifica para uma proteina antigénica de ligacdo a RNA (DaRocha
et al, 2002), altamente variavel em cepas de T. cruzi, especialmente em cepas do grupo Il e
cepas hibridas (Cerqueira, 2004). A alta variabilidade de antigenos de parasitas &€ um dos
mecanismos de escape ao sistema imunoldgico do hospedeiro (DiNoia et al, 1998;
Zambrano-Villa et al, 2002)). Os microssatélites sdo regides repetitivas no DNA presentes

no genoma de eucariotos Regides de microssatéelites em Trypanosoma cruzi foram descritas
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CL Col CL  Col CL Col MBP (-
Tempo(h) 0 0 2 2 02 0 2 0 2 0 2

ATP—‘--- ”-\“

Pi — | e -
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Figura 11 — Atividade ATPasica de TcMsh2 recombinante na presenca de cadmio.
Autoradiografia do gel de poliacrilamida 20% mostrando ATP antes (Oh) e depois (2h) da
incubagdo com proteinas recombinantes TcMsh2 de Colombiana ou CL Brener em fusdo
com MBP, na presenca ou auséncia de 10uM CdCl,. A proteina MBP foi utilizada como
controle. Col: TcMsh2 de Colombiana; CL: TcMsh2 de CL Brener; C — controle sem

proteina; Pi: fosfato gama.
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por Oliveira et al, (1998) e Pimenta, (2002). As taxas de mutacao nesses locos séo bastante
altas porque as repeticdes de nucleotideos provocam derrapagem da DNA polimerase sobre
a regido, durante a replicacdo (Schlotterer e Tautz, 1992), formando alcas de DNA néo
pareado que, se ndo corrigidas pelo sistema de reparo de DNA (Kunkel, 1993), resultam no
ganho ou perda de uma unidade repetitiva, fendmeno denominado instabilidade de
microssatélites (ver figura 12).

Para o estudo destes marcadores, culturas de epimastigotas de T. cruzi das cepas CL
Brener, Colombiana e JG foram inicialmente tratadas com 3uM de CdCl, e 50uM de H,0,
por diferentes periodos de tempo. Os tratamentos realizados, assim como as respostas das
diferentes cepas aos tratamentos, estdo esquematizados na tabela V1. Pode-se observar a
maior resisténcia da cepa JG ao tratamento com cadmio, conforme discutido anteriormente.
Por outro lado, todas as cepas se mostraram igualmente sensiveis ao tratamento com 50uM
de H,O, Apds o tratamento, 0 DNA das culturas foi extraido para a realizagdo das analises

de instabilidade gendmica.

4.8.1 BUSCA POR INSTABILIDADE DE MICROSSATELITES
Foram amplificados onze locos de regibes de microssatélites descritas em

Trypanosoma cruzi (locos AAT, TAC15, TAT, AAAT, MCLEO1, MCL03, MCLO5,
MCLO08, MCLF10, SCLE10 e SCLE11) (Oliveira et al, 1998, Pimenta, 2002) para analise
de instabilidade, a partir do DNA genémico extraido de culturas de epimastigotas das cepas
JG, CL Brener e Colombiana, submetidas aos varios tratamentos com cadmio e/ou agua
oxigenada ja descritos.

Os onze locos foram amplificados com iniciadores fluorescentes e os produtos das
amplificacbes foram submetidos a eletroforese em gel desnaturante no seqlenciador
automatico de DNA (A.L.F.). Os cromatogramas gerados foram analisados através do
programa “Allelink”. Nao foi detectada instabilidade de microssatélites em nenhum dos
locos analisados, em nenhuma das trés cepas, submetidas aos tratamentos com 0s agentes
mutagénicos cadmio e agua oxigenada.

Augusto-Pinto et al (2003) verificaram instabilidade no loco MCLEOQ1 em linhagens
das cepas JG e CL Brener (T. cruzi Il) tratadas com 600 uM de H,O, por cinco dias. N&o

verificamos, no entanto, instabilidade neste loco, como pode ser observado nas figuras 13,
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DNA

~—~—€3E3EAEREH— polimerase
derrapagem alcas de fita simples -~ 26 v

Figura 12 - Instabilidade de regiGes de microssatélites. As repeticGes de pequenas
sequéncias de nucleotideos podem provocar a formacédo de alcas de fita simples durante a
replicacdo, devido a derrapagem da DNA polimerase em regides repetitivas. Estas alcas sao
geralmente reparadas pelo sistema de reparo de erros de pareamento. Caso contrério,
resultam na geracdo de alelos de tamanho maior ou menor que o alelo original, fenbmeno

conhecido como instabilidade de microssatélites.
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Tabela VI — Resposta relativa, em termos de sobrevivéncia, das cepas JG, Colombiana e

CL Brener aos tratamentos a que foram submetidas.

Tratamento JG Colombiana CL Brener
3 UM de CdCl, (60 dias) ++++ ++ ++

50 uM de H,0, (60 dias) ++ ++ ++

3 UM CdCl, + 50 uM H,0, +++ + +

(30 dias, tratamento simultaneo)

3 uM CdCl; (30 dias) ++++ ++ -
+ 50 uM H,0, (5dias)

As cepas foram tratadas com 3 uM de cadmio e 50 uM de &gua oxigenada por diferentes
periodos de tempo. O simbolo (+) representa crescimento relativo e o simbolo (-)

representa morte celular.



RESULTADOS 56

Auto-Scaled Data w Size [Bases] |

o~ CL Brener {(sem tratamento)

=

CiH

%ﬂﬁﬂfﬁ

s N

I I I I I I I I I I
110 120 130 140 130 160 170 180 190 200

Figura 13 — MCLEO1 em CL Brener. Eletrofluorograma obtidos através do sequienciador
automatico de DNA (ALF) mostrando os picos correspondentes aos fragmentos
fluorescentes amplificados por PCR do loco de microssatélite MCLEQ1, a partir do genoma
de CL Brener submetida ou ndo a tratamento. A escala numerada corresponde ao tamanho
dos picos em pares de bases. (C/H): CL Brener tratada com 3uM CdCl, e 50uM H,0, por
30 dias; (C): CL Brener tratada com 3uM CdCl, por 60 dias; (H): CL Brener tratada com
50uM H,0, por 60 dias.
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Figura 14 — MCLEO1 em JG. Eletrofluorograma mostrando os picos correspondentes aos
fragmentos fluorescentes amplificados por PCR do loco de microssatélite MCLEOQ1, a partir
do genoma de JG submetida ou ndo a tratamento. A escala numerada corresponde ao
tamanho dos fragmentos em pares de bases. (C/H 1): JG tratada com 3uM CdCl, por 30
dias e 50uM H,0; por 5 dias; (C/H 2): CL Brener tratada com 3uM CdCl, e 50uM H,0,
por 30 dias; (C): JG tratada com 3uM CdCl, por 60 dias; (H): JG tratada com 50uM H,0,
por 60 dias.
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Figura 15 - MCLEOl1 em Colombiana. Eletrofluorograma mostrando os picos
correspondentes aos fragmentos fluorescentes amplificados por PCR do loco de
microssatélite MCLEQ1, a partir do genoma de Colombiana submetida ou néo a tratamento.
A escala numerada corresponde ao tamanho dos fragmentos em pares de bases. (C/H 1):
Colombiana tratada com 3uM CdCl, por 30 dias e 50uM H,0O, por 5 dias; (C/H 2):
Colombiana tratada com 3uM CdCl, e 50uM H,0, por 30 dias; (C): Colombiana tratada
com 3uM CdCl; por 60 dias; (H): Colombiana tratada com 50uM H,O, por 60 dias.
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Figura 16 — TAC15 e MCLF10 em JG e Colombiana. Eletrofluorogramas contendo os
picos correspondentes aos fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos locos de
microssatélite TAC 15 (A) e MCLF10 (B), a partir do genoma de Colombiana e JG,
submetidas ou ndo a tratamento. Os numeros correspondem ao tamanho dos fragmentos em
pares de bases (pb). Col: Colombiana, NT: sem tratamento, C/H: tratamento com 3uM
CdCl;, por 30 dias e 50uM H,0, por 5 dias; H1: tratamento com 50uM H,0, por 60 dias;
H2: tratamento com 60uM H,0, por 5 dias.
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Figura 17 — MCLO03 em Colombiana e JG. Eletrofluorograma mostrando 0s picos
correspondentes aos fragmentos fluorescentes amplificados por PCR do loco de
microssatélite MCLO03, a partir do genoma de Colombiana e JG submetidas ou ndo a
tratamento. Os nimeros em vermelho correspondem ao tamanho dos fragmentos em pares
de bases. NT: sem tratamento, C/H: tratamento com 3uM CdCl;, por 30 dias e 50uM H,0;

por 5 dias;
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Figura 18 — TAT e AAT em Colombiana e JG. Eletrofluorograma mostrando os picos
correspondentes aos fragmentos fluorescentes amplificados por PCR dos locos de
microssatélite TAT (A) e AAT (B), a partir do genoma de Colombiana e JG submetidas ou
ndo a tratamento. Os nimeros em vermelho correspondem ao tamanho dos fragmentos em
pares de bases. COL: Colombiana; NT: sem tratamento, C/H: tratamento com 3 uM CdCl,
por 30 dias e 50 UM H,0; por 5 dias;
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14 e 15, que mostram o perfil alélico deste loco em CL Brener, JG e Colombiana,
respectivamente. As figuras seguintes (16, 17 e 18) mostram o perfil de alguns dos outros
locos estudados.

O resultado obtido através da andlise de regides de microssatélites indica que as
concentragcdes de agentes mutagénicos utilizadas ndo foram capazes de gerar instabilidade

gendmica em niveis detectaveis por este marcador.

4.8.2 ANALISE DO GENE RBP48 DA CEPA COLOMBIANA
Para o estudo de variabilidade no antigeno TcRBP48, escolhemos a cepa

Colombiana (T. cruzi 1) porque estudos anteriores mostraram que esta cepa, assim como
outras cepas do grupo | analisadas, apresentam uma baixa variabilidade na seqiiéncia deste
antigeno (Cerqueira et al, 2004). Pretendiamos investigar, portanto, se o cadmio, na
presenca de agua oxigenada, seria capaz de aumentar a variabilidade de TcRBP48 em
Colombiana em niveis detectaveis pelo seqiienciamento de algumas dezenas de clones.

A partir do DNA gendmico de uma cultura da Colombiana exposta a 3uM de CdCl,
por 30 dias e 50uM de H,O, por cinco dias, foi amplificada uma regido de
aproximadamente 250pb do gene que codifica para o antigeno TcRBP48. O produto
amplificado foi clonado no vetor pCR2.1 (Invitrogen), utilizado para transformar bactérias
eletrocompetentes. A eficiéncia de clonagem foi em torno de 80%, de acordo com anélise
feita por PCR de coldnia (figura 19).

Noventa e seis coldnias isoladas resultantes da transformacdo foram selecionadas e
tiveram seus plasmideos purificados e sequenciados automaticamente em ambas as
direcdes. Foram obtidas as seqiiéncias “forward” e “reverse” de 42 dos 96 clones
sequienciados. Estas foram alinhadas entre si e com a seqiiéncia “consenso” de TcRbp48 de
Colombiana, obtida por Gustavo Cerqueira (2004) e analisadas quanto a presenca de
mutagdes em ponto. Foi encontrada apenas uma mutagéo de ponto dentre todos os clones
analisados, indicando que a presencga dos agentes mutagénicos cddmio e agua oxigenada,
ndo gerou instabilidade suficiente para ser detectada por este marcador. A figura 20 mostra
o0 alinhamento e a mutacéao do tipo transi¢do encontrada no clone B6 na posi¢édo 184.
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Figura 19 — PCR de col6nia para TcRBP48. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo mostrando o produto de PCR de col6nia com os iniciadores TcAg48F e TcAg4831.
Os numeros de 1 a 11 correspondem a onze col6nias isoladas escolhidas aleatoriamente e
testadas As setas indicam os fragmentos de tamanho esperado (250 pb). 1kb: padréo de

peso molecular (1kb plus DNA Ladder); ®: branco da reagao.
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TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGLGGAGARGAAGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
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TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGLGGAGARGAAGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGCGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGCGCTGCCARGGCCCCCGCACCEA
TGCCARCARGCCTGCATCCARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGRCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGLGGAGARGAAGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGCGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGAAGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARTGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGLGGAGARGAAGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGCGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGTGCCGARGGCGGAGARGARGGGCGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATC-AAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATC-AAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCOGCGCCGARGGCGGAGARGAAGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATC-ARGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATC-AAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCTGCCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGLGGAGARGAAGGGLGCTGCCARGGCCCCCGCACCCA
TGCCARCARGCCTGCATCCAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGARGCCTGTCGCCARGGCTCCCGLGCCGARGGCGGAGARGARGGGLGCTGC~-ARGGGCCCCGCACCCA
TGCCAARCARGCCTGCATCcAAGCCTGCCGCCARGCCCGCTGCGAAGCCT GeCGCCARGGCTCCCGCGCCGARGGCGGAGARGAAGGGLGCTGCcARGG:CCCCGCACCCA

Figura 20 — Sequéncias de TcRBP 48. (Continua).
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Figura 20 —

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

I I
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTRCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGOGGL TGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGLGGL TGLCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACAACGGLETTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGL TGLGCCCARGC CAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTRCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGOGGL TGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGLGGL TGLCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACAACGGLETTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGL TGLGCCCARGC CAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTRCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGL TGCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGLGGL TGLCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACAACGGLETTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGL TGLGCCCARGC CAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTRCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGOGGL TGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGLGGL TGLCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACAACGGLETTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGL TGLGCCCARGC CAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTRCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGOGGL TGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGLGGL TGLCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACAACGGLETTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGL TGLGCCCARGC CAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTRCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAARTCACARCGGCTTGTA
AARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGOGGL TGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGCGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGLGGL TGLCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACAACGGLETTGTA
ARGCTGCTGCCCCTECTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGLT! 'TEEDEEEHHTEHEHHEEEDTTETH
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCG i
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGOGGL TGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGL!
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGCGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCG
AARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGCTGCTGOGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGLGL
AARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGC TATGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCACCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTRCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCA-GGCTGCTGOGGCTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGCGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGCCAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGCTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGLGGL TGLCGCCCARGCCAGC TGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAATCACAACGGLETTGTA
ARGCTGCTGCCCCTGCTCCCARGGE TGLTGCGGLTGCGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCARTCACARCGGLTTGTA
ARGCTGCTGCCCCTECTCCCARGGC TGCTGLGGLTGLGCCCARGC CAGCTGTGAGGGACGCARAGCAGCGCTCTGATGCCGCCAARTCACARCGGCTTGTA

Sequiéncias de TcRBP 48. Alinhamento da seqliéncia de nucleotideos de 42

clones de TcRBP48 de Colombiana tratada com 3uM CdCl, e 50uM H,0, (col _CH)
seqlienciados nas diregdes “forward” (F) e “reverse” (R). Col: seqiiéncia de TcRBP48 de

Colombiana ndo tratada. A mutagdo T — C encontrada esta circulada.
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A variabilidade genética do Trypanosoma cruzi foi bastante estudada até o
momento, sendo hoje bem reconhecida a sua alta variabilidade intra-especifica (revisado
por Macedo et al, 2004). Isolados de T. cruzi apresentam alta heterogeneidade de
pardmetros bioldgicos como morfologia, tropismo tecidual, curso da infecc¢éo,
susceptibilidade a quimioterapicos, dentre outros (revisado por Macedo e Pena, 1998;
Macedo et al, 2001; Devera et al, 2003). Essa variabilidade representa o acumulo de
mutaces ao longo de toda a evolucdo da espécie. Nao sabemos, entretanto, a maneira
como essa variabilidade é gerada. Acredita-se que o reparo de DNA, associado a altas taxas
de mutacdo, esteja envolvido na geracdo dessa variabilidade (Augusto-Pinto, 2004).
Augusto-Pinto et al (2003) obtiveram evidéncias indicando que cepas de T. cruzi
pertencentes ao grupo Il e cepas hibridas apresentam uma menor eficiéncia no sistema de
reparo de erros de pareamento, em condicdes de estresse, em relacdo a cepas pertencentes
ao grupo |. Essa diferenca poderia estar correlacionada com diferencas na variabilidade
gendmica encontrada entre cepas pertencentes aos grupo T. cruzi | e 11, 0 que, por sua vez
poderia ser um dos fatores que contribuiram para a associacdao preferencial de cepas do
grupo Il com a doenca de Chagas (Fernandes et al, 1998, 1999, Zingales et al, 1998). Como
forma de investigar se a diferenca na eficiéncia do MMR entre as diversas cepas de T. cruzi
seria refletida nas taxas de mutagdo, iniciamos este projeto, tentando desenvolver uma
metodologia que nos permitisse determinar diretamente a taxa de mutacdo em T. cruzi.
Além disso, essa metodologia nos permitiria verificar o efeito de possiveis agentes

mutagénicos sobre a taxa de mutacao nas diferentes cepas deste parasita.

O céadmio foi 0 agente mutagénico selecionado para o estudo de mutacdo em T.
cruzi, devido a descoberta recente de que este metal inibe especificamente o reparo de erros
de pareamento em leveduras (Jin et al, 2003). Apesar de possuirmos evidéncias indiretas
indicando que esta inibi¢cdo também acontece em T. cruzi, através dos estudos preliminares
realizados por Augusto-Pinto (2004), a investigacdo acerca do efeito direto do cddmio

sobre a taxa de mutacdo em T. cruzi ndo havia sido ainda descrita na literatura.

N&o encontramos também, na literatura, qualquer metodologia descrita para analise

de taxa de mutacdo em T. cruzi. Isso se deve ao fato de que esta espécie ndo cresce
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adequadamente em meio de cultura sélido, o que dificulta o processo de selecdo de
mutantes. Técnicas de analise da taxa de mutacéo ja foram descritas para varios organismos
(revisado por Gatehouse, 1987; Gee et al, 1994; Josephy, 2000; Gollapudi e Krishna, 2000;
Heddle et al, 2003). Em Escherichia coli, o ensaio de mutagénese “LacZ” (Cupples, 1989),
baseia-se na reversdo de mutag¢des especificas no gene que codifica para a B-galactosidase,
enzima que catalisa a hidrélise de lactose gerando glicose e galactose. As varias linhagens
de E. coli LacZ do sistema de Miller contém diferentes mutacdes que se revertem por um
evento especifico de transicdo, transversdo ou “frameshift”. Portanto, este sistema pode ser
utilizado para testar diretamente a especificidade da mutagdo. Os revertentes LacZ® s&o
capazes de crescer em meio minimo contendo lactose como fonte de carbono e assim
podem ser selecionados e quantificados em meio sélido. Em Salmonella typhimurium, o
ensaio de Ames (Gee, 1994) também é capaz de detectar e classificar mutagdes do tipo
substituicdo simples de um par de bases. Cada linhagem de S. typhimurium apresenta uma
unica mutacdo no operon da histidina, sendo, portanto incapaz de crescer em um meio sem
este aminoécido. MutacGes especificas restauram o fenétipo selvagem e os mutantes
crescem em meio seletivo formando coldnias de facil deteccdo. O mesmo principio se
aplica ao ensaio de mutagénese em Saccharomyces cerevisiae descrito por Hampsey
(1991). As linhagens de leveduras descritas contém mutagcfes no gene CYC1, que codifica
para uma unidade do citocromo C. As leveduras CYC1 ~ ndo sdo capazes de crescer em
meio contendo apenas fontes de carbono ndo fermentaveis. As mutacfes sdo revertidas por

substituicdes especificas e 0s mutantes sdo selecionados em meio solido seletivo.

Planejamos entdo uma metodologia para analise da taxa de mutacdo em T cruzi
baseada na reversdo de uma mutacao presente no gene gfp inserido no genoma do parasita.
A proteina GFP de Aequorea victoria vem sendo amplamente utilizada como marcador no
estudo de fenbmenos celulares em varios eucariotos (Gerdes, 1996), incluindo T. brucei
(Vaidya, 1997), Leishmania (Beverley, 1996) e Plasmodium (VanWye, 1997), gragas a sua
relativa facilidade de deteccéo visual e a sua natureza ndo invasiva. Esta proteina de 238
aminoacidos emite fluorescéncia verde apds receber energia de uma fosfoproteina ativada
por célcio. Sua estrutura secundaria é caracterizada por um croméforo central, cercado por

uma estrutura de B-barril. O croméforo, formado pelos aminoacidos Ser®, Tyr® e Gly®’, se
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forma espontaneamente, através de modificacbes dos aminoacidos envolvidos (Cody,
1993).

A expressdo de genes exdgenos em Trypanosoma cruzi jA é bem caracterizada
(Teixeira, 1998; DaRocha, 2003). Esta especie faz parte de um grupo que divergiu cedo na
evolucdo dos eucariotos e apresenta caracteristicas peculiares no mecanismo de controle da
expressdo génica. A transcricdo dos genes nos tripanosomatideos, assim como nos
procariotos, é policistronica, na qual sdo gerados pré-mRNAs que serdo processados no
nucleo para formar mMRNAs maduros monocistronicos. S8o necessarios dois eventos pos-
transcricionais para a producdo dos mRNA maduros: 1) a adicdo da cauda de poli-A a
extremidade 3' do mRNA, 2) a adi¢do de uma seqiiéncia conservada de RNA denominada
splice leader (SL) na extremidade 5' do mRNA, através de uma reacdo conhecida como
trans-splicing. Esta reacdo € garantida por uma curta seqiiéncia consenso de polipirimidinas
presente na regido intergénica que precede o sitio de adicdo de SL (Matthews et al, 1994).
Um dinucleotideo AG situado abaixo das polipirimidinas € utilizado como sitio aceptor da
SL. A sequéncia de splice leader é encontrada somente em tripanosomatideos e em
nematodeos, € idéntica em todos os MRNA de um mesmo organismo, porém difere para
cada espécie (Zeng e Donelson, 1990). Os tripanosomatideos, assim como procariotos, nao
possuem introns na grande maioria dos seus genes. O T. cruzi é capaz de expressar genes
exogenos inseridos em seu genoma através de transfeccdo com vetores de expressao
contendo uma regido promotora, para assegurar o alto nivel da transcricdo, e regides
contendo sinais necessarios ao processamento adequado do RNA mensageiro, como 0s

sitios de poliadenilacdo e aceptor da seqliéncia SL.

O vetor de expressdo em T. cruzi pPROCKGFP, derivado do vetor pPROCKAmMaGFP,
produzido e gentilmente cedido por Wanderson da Rocha (Da Rocha et al., 2003), contém
todos 0s componentes necessarios a expressao de um gene exdgeno em T. cruzi. A idéia de
se utilizar o gene gfp deveu-se a facilidade de detecgé@o de celulas expressando a proteina,
que emitem uma fluorescéncia verde e podem ser visualizadas em microscopio de
fluorescéncia com o filtro adequado ou detectadas por um citdmetro de fluxo (FACS). A

proteina GFP clonada neste vetor apresenta uma modificacdo na sequéncia de aminoacidos



DISCUSSAO 70

de modo a otimizar a deteccdo de sua fluorescéncia pelo aparelho FACS e seu
enovelamento (Cormack, 1996). No vetor linearizado com a enzima de restricdo Not I, o
gene gfp, assim como os elementos regulatorios, sdo flanqueados pelo gene da B-tubulina.
Dessa forma, apds a eletroporacéo das células com o vetor linearizado, espera-se que ocorra
a integracdo do cassete no genoma do parasita, através de recombinacdo homologa, em um
loco do gene da B-tubulina. O fato de este gene apresentar mais de uma copia no genoma de

T. cruzi aumenta ainda mais as chances de integracao.

O gene gfp foi mutado pela presenca de um codon de terminacdo precoce em sua
sequéncia e a mutacdo confirmada por sequenciamento. O gene mutado expressa uma
proteina truncada, de 68 amino&cidos. Apesar de a proteina truncada conter os aminoacidos
que formam o cromdforo, ela ndo emite fluorescéncia, pois o enovelamento correto e a
emissdo de fluorescéncia pelo cromdéforo s6 ocorrem quando a proteina apresenta sua forma
nativa (Ormo, 1996). Ja foi demonstrado também que a perda de mais de sete aminoacidos
do C-terminal de GFP leva a perda total de fluorescéncia (Dopf, 1996). A mutacdo
consistiu na substituicdo de C por T na posic¢ao 230 da seqliéncia do gene. O codon CAA,
que codificava para o aminoacido glutamina, foi entdo substituido pelo codon TAA, de
terminacdo. A glutamina faz parte de uma hélice 310, que se forma ap6s o cromoforo. Néao
sabemos se as possiveis mutagdes T— A ou T— G, que gerardo os codons AAA e GAA,
que codificam para lisina e glutamato, respectivamente, serdo capazes de gerar uma
proteina funcional, ou seja, que emita fluorescéncia no comprimento de onda esperado, ja
que foi visto que alteracdes de aminoacidos que flanqueiam o cromo6foro podem resultar em
perda ou ganho de fluorescéncia (Cormack, 1996). Para analisarmos esta questdo, a
populacdo de possiveis células mutantes revertentes detectada pelo FACS deve ser
enriquecida, através da selecdo (ou “cell sorting”) das células que emitem fluorescéncia
dentro da faixa estipulada. De posse dessa populagdo enriquecida de células que sofreram
mutacdo em gfp, realizaremos reagdes de PCR para amplificar e sequenciar o gene de gfp

para verificar quais foram as mutacdes.

As células foram transfectadas com os vetores pPROCKGFP e pROCKGFPstop e

selecionadas ap6s um periodo de cultivo na presenga do antibidtico Higromicina B. O
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periodo de selecdo das células de Colombiana transfectadas foi o dobro do verificado em
CL Brener. Acreditamos que essa selecdo lenta possa ser devida a uma baixa eficiéncia de
transfeccdo aliada a uma maior resisténcia de Colombiana ao antibiotico Higromicina. A
auséncia de células verdes nas culturas selecionadas transfectadas com pROCKGFP nos
levou a verificar se 0 gene gfp estava presente no genoma das células transfectadas com
este vetor. A reacdo de PCR, feita a partir do DNA total dos parasitas, mostrou que nédo
houve a integracio esperada do gene de gfp. E importante que tenhamos células
expressando o0 gene gfp selvagem, que sirva de controle aos nossos experimentos com a
proteina GFP mutada. Portanto, novos experimentos de transfeccdo com o gene gfp

selvagem estdo sendo conduzidos.

Os resultados da amplificacdo com iniciadores especificos sugerem que o gene gfp
mutado foi integrado ao genoma das células transfectadas. No entanto, existe a
possibilidade de o plasmideo estar sendo mantido no parasita na forma episomal. Caso
tenha ocorrido a integracdo, ndo podemos ainda afirmar se esta ocorreu no local esperado,
isto é, no loco de B tubulina. Para verificar se o local de integracdo corresponde ao loco de
tubulina pretendemos fazer uma hibridizacdo com sondas especificas para gfp e tubulina do
DNA dos transfectantes separado em bandas cromossdmicas por eletroforese em campo
pulsatil (PFGE). A realizacdo deste experimento ja esta em andamento. Obtivemos a
separacdo das bandas cromossémicas das células transfectadas e transferimos o material
para uma membrana filtro de nylon, no entanto, ainda ndo realizamos a hibridacdo com as
sondas radioativas. Além disso, experimentos de Northern blot para verificar a expressdo
do mRNA de gfp nos parasitas transfectados deverdo ser também realizados.

Foram realizados experimentos com as cepas transfectadas com o gene gfp mutado
visando determinar diretamente a taxa de mutacao nestas linhagens. A analise no FACS de
linhagens transfectadas da cepa CL Brener, indicou que o nimero de células que emitem
fluorescéncia verde aumenta com o tempo de cultivo. A partir de nimero de possiveis
mutantes detectados pelo FACS, calculamos a taxa de mutagédo, baseando-se no modelo de
Lea e Coulson (1949). Vale destacar que o numero de células emitindo fluorescéncia verde

detectadas pelo FACS representa 0 niUmero de mutantes na cultura, e ndo necessariamente o
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numero de mutacBes. O conjunto de células mutantes inclui aquelas que originalmente
sofreram mutacdo e as células resultantes da divisdo de outras que sofreram mutacéo
anteriormente. Lea e Coulson descreveram uma maneira de se estimar a quantidade de
mutacdes ocorridas em uma cultura a partir do nimero de mutantes observado. Dessa
forma, determinamos a taxa de mutacdo em CL Brener como sendo de 5,6 mutacfes a cada
10° nucleotideos. Essa taxa de mutacdo ndo apresentou variacdes significativas nas
linhagens transfectadas de CL Brener cultivadas por periodos de tempo diferentes, o que
reforga a credibilidade dos nossos dados. Mesmo nas culturas de CL Brener selvagem
analisadas, foram detectadas células emitindo fluorescéncia dentro da faixa definida como
“verde”, 0 que ja era esperado, visto que epimastigotas de T. cruzi apresentam auto-
fluorescéncia. Outros pesquisadores ja haviam relatado a existéncia do fenémeno de auto-
fluorescéncia (DaRocha et al, 2003). No entanto, tentaremos diminuir este ruido, através de
otimizacdo das condicGes elétricas utilizadas na aquisicdo das ceélulas. Os dados
preliminares da analise no FACS de linhagens transfectadas da cepa Colombiana cultivadas
por 15 dias em meio LIT contendo higromicina B, também nos permitiu estimar a taxa de
mutacdo desta cepa em 1,9 mutacdes a cada 10° nucleotideos. O valor estimado da taxa de
mutacdo em Colombiana foi maior do que o valor obtido para a cepa CL Brener, o que €
um resultado inesperado, visto que Augusto-Pinto e cols. (2003) obtiveram evidéncias que
indicam que a cepa Colombiana apresenta um MMR mais eficiente que CL Brener.
Entretanto, vale ressaltar que ndo foi analisada no FACS uma populagcédo de Colombiana
selvagem, de modo que ainda ndo sabemos o quanto de ruido (ou auto-fluorescéncia) esta
sendo erroneamente considerado como “mutagdo” em nossos calculos, 0 que poderia estar
tornando a taxa calculada por n6s maior que a taxa real. Agora que temos as duas linhagens
(derivadas das cepas Colombiana e CL Brener) com as transfeccdes estaveis do gene gfp
mutado, pretendemos tembem realizar os experimentos de taxa de mutacdo com um
namero maior de réplicas. Somente ap0Os esses experimentos poderemos determinar com
maior seguranca os valores da taxa de mutagdo em cada uma das cepas. E interessante
observar que os valores por nos obtidos estdo bem acima dos valores de taxa de mutacéao
descritos para outros organismos que variam desde 1 mutagdo a cada 10" nucleotideos a 1

mutacéo a cada 10 ® nucleotideos (revisado por Ellegren et al, 2003).
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O sistema de anélise de taxas de mutacdo desenvolvido neste trabalho nos permitiu
ainda verificar, em diferentes cepas de T. cruzi, o efeito na taxa de mutacdo, da exposicao
de epimastigotas a agentes mutagénicos. Observamos que o tratamento simultaneo de
linhagens transfectadas das cepas CL Brener e Colombiana com cadmio e 4gua oxigenada
aumentou a taxa de mutagdo em ambas as cepas. Nao sabemos se este aumento deve-se a
presenca de apenas uma das drogas ou se ambas sdo necessarias para 0 aumento da
mutagénese. Para esclarecer esta questdo pretendemos realizar no futuro tratamentos com
as drogas separadamente. Entretanto, independente de qual droga tenha causado o aumento
da taxa de mutacdo, fica evidenciado o grande potencial da metodologia por nés elaborada,
pois ela apresenta alta sensibilidade, além de fornecer dados consistentes com o tempo de

cultivo e exposicdo a agentes mutagénicos.

Apds a observacdo dos resultados que indicam que o cadmio, na presenca de agua
oxigenada, pode gerar um aumento nas taxas de mutacdo de CL Brener e Colombiana, foi
realizado um ensaio na presenca de cadmio com a proteina recombinante purificada
TcMSH2. Duas isoformas de TcMSH2 foram obtidas atraves da clonagem dos genes
TcMSH2 derivado do genoma das cepas CL Brener e Colombiana, em fusdo com MBP
(Machado-Silva, dados ndo publicados), as quais foram gentilmente cedidas por Alice
Machado Silva, para investigarmos o efeito desse metal sobre a atividade de TcMSH2. A
proteina MSH2 é a principal componente do MMR em eucariotos, formando
heterocomplexos com outras proteinas do MMR, apresentando propriedades funcionais
especificas (revisado por Nakagawa et al, 1999). A proteina MSH2 apresenta atividade
ATPasica, possivelmente envolvida no processo de reconhecimento de erros de pareamento
(Selmane et al, 2003). Testamos a atividade ATPéasica de TcMSH2 na presenca de 10 uM
de cloreto de cadmio e verificamos que o cadmio foi capaz de inibir parcialmente essa
atividade. Clark e Kunkel (2004) relataram recentemente a inibi¢do por cadmio (na
concentracdo de 50uM) da atividade ATPasica do complexo MutSa, formado pelas
proteinas MSH2 e MSH6 de levedura. Por meio de estudos cinéticos os autores verificaram
que o cadmio aumenta o Ky, da enzima e diminui 0 K¢, 0 provoca uma reducao de seis
vezes na eficiéncia catalitica. Esta inibigdo poderia estar acorrendo por competi¢do do ion

Cd*? com o fon Mg*? pela ligagdo ao sitio ativo da enzima, ligacdo essa necessaria a
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hidrolise do ATP. Através de mutacGes que impediam a ligacdo de cada uma das proteinas
(MSH2 ou MSH6) ao ATP, estes autores verificaram que somente a mutacdo em Msh6
impediu o efeito inibitério do cddmio, indicando que esta proteina estaria sendo inibida por
cadmio, e ndo MSH2, o que difere do nosso resultado. Com base nesses dados, Clark e
Kunkel (2004) sugerem uma interacdo seletiva do cadmio com MSH6. Vale ressaltar
entretanto que residuos da proteina MSH2 contribuem para a formacao do sitio de ligacdo a
ATP de MSH6. Dessa forma, a atividade ATPasica de MSH6 poderia estar sendo inibida
também por interacbes do cadmio com MSH2.

Os nossos dados, obtidos através do estudo de taxas de mutacao, utilizando sistema
de reversdo em gfp, e do ensaio de atividade ATPasica da proteina recombinante TcMSH2,
apesar de ainda preliminares, indicam que o cadmio inibe 0o MMR em T. cruzi, promovendo
instabilidade genética. Decidimos entdo investigar a instabilidade gendmica gerada pelo
cadmio nas cepas de JG, CL Brener e Colombiana, através do estudo de marcadores
genéticos utilizados no estudo de variabilidade em Trypanosoma: o gene TcRBP48 e
regides de microssatélites. Para isso, as cepas foram tratadas com cloreto de cddmio na
presenca ou auséncia de agua oxigenada por diferentes periodos de tempo. A agua
oxigenada provoca no DNA uma lesdo oxidativa altamente mutagénica, a 8-oxoguanina (8-
0x0-dG). Essa guanina modificada é capaz de se parear a adenina (A) e, caso ndo seja

reparada antes de uma etapa de replicacao, gera a mutacdo GC — TA, do tipo transversao.

O tratamento de linhagens das cepas JG, CL Brener e Colombiana de Trypanosoma
cruzi com 3uM de cddmio mostrou um comportamento diferente das cepas em resposta a
presenca de cadmio no meio de cultura por um longo periodo de tempo (algumas semanas).
A cepa JG apresentou maior resisténcia ao tratamento, enquanto as cepas CL Brener e
Colombiana tiveram uma morte mais acentuada na presenca deste agente mutagénico. Essa
diferenga na sobrevivéncia ndo foi observada em tratamentos em curto prazo realizados por
nos e ndo foi devido a uma selecdo de células JG naturalmente resistentes ao cadmio
presentes na cultura. Ainda ndo sabemos como explicar a maior resisténcia de JG a
exposicdo prolongada ao cddmio. Uma das hipdteses possiveis seria devido a um menor

acumulo de cadmio, ao longo do tratamento, em células JG, quando comparado ao acimulo
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em CL Brener e Colombiana. 1sso poderia ser explicado por um maior bombardeamento de
cadmio para fora da célula por parte de JG. O mecanismo de entrada de cadmio nas células
varia de acordo com o organismo. Em geral, os principais mecanismos de entrada desse
metal sdo difusdo facilitada e transporte ativo. O raio idnico do fon Cd*? é bastante
semelhante ao raio de Ca*? e ja foi descrita a entrada de cadmio por canais de calcio em
varios tipos de células (Braeckman et al, 1999). Dentre os sistemas de defesa das células
contra o cddmio destaca-se a sintese de proteinas como metalotioneinas (Hamer, 1986), que
se ligam a metais pesados e proteinas de choque térmico (Beyersmann e Hechtenberg,
1997). Ndo sabemos se a entrada de cadmio é menos eficiente em JG. Talvez estas células
apresentem, por exemplo, um namero menor de canais de calcio. Também & possivel que a
expressdo de proteinas como resposta ao cadmio seja mais eficiente nesta cepa. E
interessante notar que nao houve diferenca entre as cepas na sensibilidade a agua
oxigenada, durante o periodo estudado, o que demonstra que as drogas sdo metabolizadas

de forma diferente dentro da célula.

O estudo de estabilidade gendmica de JG, CL Brener e Colombiana apds o
tratamento com agentes mutagénicos, atraves da analise de microssatélites, mostrou que a
exposicao das cepas, por 30 ou 60 dias, a cloreto de cadmio e agua oxigenada, nas doses
selecionadas, ndo foi suficiente para gerar instabilidade nos microssatélites analisados.
Regibes de microssatélites de Trypanosoma cruzi foram inicialmente descritas por Oliveira
et al (1998). Os microssatélites sdo uma classe de DNA repetitivo disperso no genoma de
todos os eucariotos. Sdo caracterizados por repeticdes curtas (1 a 6 pares de bases), uma
apos a outra. As taxas de mutacdo nesses locos séo significativamente maiores que a taxa
de substituicdo de nucleotideos, o que justifica sua utilizacdo como marcadores genéticos
no estudo de variabilidade. Esta alta taxa de mutacdo deve-se a derrapagem da polimerase
sobre a regido, durante a sintese de DNA, formando al¢as de DNA n&o pareado (Schlotterer
e Tautz, 1992). A presenca de alcas néo corrigidas pelo sistema de reparo resulta no ganho
ou na perda de uma unidade repetitiva. Além disso, na maioria das vezes, 0os microssatélites
encontram-se em regides nao expressas do genoma, 0 que 0s torna livres de pressdo
seletiva. Os microssatélites utilizados neste trabalho, contém repeticbes de 2, 3 ou 4

nucleotideos. Procuramos variar o tamanho e o tipo das repeti¢fes, j& que alguns autores
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sugerem que a taxa de mutacéo de microssatélites pode variar dependendo do tamanho (Xu
et al, 2000) e até mesmo do motivo da repeticdo (Bachtrog et al, 2000). N&ao foi observada
instabilidade de microssatélites em nenhum dos onze locos aqui estudados. Para todos 0s
locos a reacdo de amplificacéo e a corrida dos fragmentos fluorescentes no ALF foram
repetidas uma ou duas vezes, para a confirmacdo do resultado. No loco MCLF10, cujo
perfil estd mostrado na figura 16, podemos perceber uma diminui¢éo na intensidade do pico
186 pares de bases em Colombiana submetida a tratamentos com agentes mutagénicos.
Essa diminuigdo poderia estar refletindo uma perda de heterozigozidade. No entanto, a
diminuicdo também ocorreu em Colombiana ndo tratada, em uma das repeticdes do
experimento (dado ndo mostrado). Isso se deve provavelmente a amplificacdo preferencial

de um dos alelos pela DNA polimerase.

O gene TcRPB48, que codifica para uma proteina antigénica de ligacdo a RNA
expressa em todas as formas do parasita, estd presente em varias copias no genoma de T.
cruzi, (DaRocha et al, 2002). A variabilidade de antigenos vem sendo muito estudada em
parasitas pois ela representa um mecanismo de escape ao sistema imune do hospedeiro
(DiNoia et al, 1998; Zambrano-Villa et al, 2002). Foi verificado em trabalhos anteriores
(Da Rocha, 2003b; Cerqueira, 2004) que a variabilidade no antigeno TcCRBP48 é maior em
cepas do grupo Il e cepas hibridas de T. cruzi, (representadas neste trabalho pelas cepas JG
e CL Brener) respectivamente, quando comparadas com cepas do grupo T. cruzi |
(representadas neste trabalho pela cepa Colombiana). As seqiiéncias de TcCRBP48 em cepas
do grupo 11, quando analisadas, apresentaram um alto nimero de transicdes e transversoes.
No entanto, as 41 seqiliéncias analisadas de TcRbp48 derivadas do genoma da cepa
Colombiana, além de outras duas cepas pertencentes ao T.cruzi | codificavam para uma
mesma sequéncia de aminoacidos, indicando uma baixa variabilidade deste antigenos

nessas cepas (Cerqueira, 2004).

O tratamento de uma cultura da cepa Colombiana (T. cruzi I) com 3uM CdCl; e
50uM de H,0, por 30 dias ndo foi capaz de gerar instabilidade na seqiiéncia de TcRbp48 ,
conforme observado através do sequienciamento de cerca de 40 clones de um fragmento do

gene TcRBP48, amplificados a partir do genoma das células tratadas. Foi encontrada apenas
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uma transi¢ao (T — C) nas seqli€ncias obtidas por nos, na posi¢ao 184. Podemos concluir
entdo que as doses de caddmio e agua oxigenada utilizadas, assim como o periodo de
tratamento, ndo foram suficientes para aumentar a variabilidade no gene TcRBP48 de
Colombiana, a um nivel detectavel através da técnica utilizada. O aumento do tempo de
tratamento com as duas drogas simultaneamente, nos parece inviavel, j& que ocorre uma
morte bastante acentuada das culturas de parasitas a partir da terceira semana de tratamento.
O aumento da concentragdo de cloreto de cddmio também se mostrou ineficiente, ja que a
cultura da cepa Colombiana n&o resistiu a doses de 10uM e 20uM CdCl, (dado ndo
mostrado).

Neste trabalho, fomos capazes de estabelecer uma metodologia baseada em reversao
de uma mutacdo em gfp que nos permitiu avaliar, de forma preliminar, a taxa de mutacéo
em diferentes cepas de T. cruzi. Além disso, observamos que a exposi¢do das cepas a
agentes mutagénicos é capaz de alterar essa taxa de mutacdo. A sensibilidade da
metodologia desenvolvida foi evidenciada pelo fato de que o mesmo tratamento ndo foi
capaz de gerar alteracBes quando analisamos marcadores classicos da variabilidade desse
parasita. Para determinarmos com maior seguranca o valor da taxa de mutagdo em cada
uma das cepas, pretendemos realizar um numero maior de aquisi¢bes no FACS de
linhagens de CL Brener e Colombiana transfectadas com gfp mutado, além de ajustar as
condicBes elétricas do aparelho durante as aquisi¢des, de forma a reduzir o ruido do
experimento. Além disso, é importante que tenhamos linhagens transfectadas com um vetor
contendo o gene gfp selvagem para servirem de controle de expressdo de GFP em nossos
experimentos. A partir de entdo, estudos sobre mutacdo com diferentes agentes
mutagénicos poderdo ser realizados. Por fim, pretendemos transfectar outras cepas de T.
cruzi, disponiveis em nossos laboratdrios, como JG, Silvio X-10 e Esmeraldo com o vetor
contendo gfp mutado e realizar as anélises de reversdo da muta¢do, como forma de se

estimar a taxa de mutagdo também nessas cepas.
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7.

PERSPECTIVAS
Realizar a analise em FACS de células transfectadas revertentes cultivadas em meio
LIT, por periodos maiores de tempo, com um nimero maior de replicatas, capaz de

validar o célculo da taxa de mutacéo;

Tratar células de JG, Colombiana e CL Brener com outros agentes genotdxicos e

efetuar estudos de mutacéo.

Verificar o local de insercdo do gene gfp mutado nas células transfectadas de CL

Brener e Colombiana, através de Southern blot de DNA separado em PFGE;

Verificar a expressao do gene gfp mutado nas células transfectadas de CL Brener e

Colombiana, através de Northern blot ou RT-PCR,;

Realizar o “sorting” das células que aparentemente apresentarem reversdo do
fendtipo mutante para a confirmacdo da reversdo da mutacdo, através do
sequenciamento de gfp;

Transfectar a cepa JG com o vetor pPROCKGFPstop;

Construir um novo vetor pPROCKGFP;

Transfectar JG, CL Brener e Colombiana com um vetor pPROCKGFP;
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