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Resumo 

O conteúdo genético de um organismo está continuamente exposto a agentes que 

danificam a molécula de DNA, causando mutações ou comprometendo suas funções. 

Complexos mecanismos de reparo ou tolerância a danos no DNA ajudam a manter 

baixas as taxas de mutação em uma célula e a garantir a integridade do seu genoma. 

Neste trabalho, estudamos o reparo de DNA em dois parasitos humanos, Schistosoma 

mansoni e Trypanosoma cruzi, causadores da esquistossomose e da Doença de Chagas 

no Brasil. Esses parasitas são expostos a diferentes agentes genotóxicos ao longo do 

ciclo de vida e necessitam, portanto, apresentar diversos mecanismos de adaptação. 

Através da estratégia de complementação funcional heteróloga, isolamos um cDNA de 

S. mansoni capaz de complementar bactérias deficientes na via de reparo por excisão de 

bases (BER). O sequenciamento do cDNA indicou homologia ao gene ScIMP4 de 

Saccharomyces cerevisiae, que está envolvido no metabolismo de RNA. Construímos 

uma linhagem mutante de S. cerevisiae, que codifica a proteína IMP4 truncada e 

verificamos que esta apresenta sensibilidade acentuada a MMS. Observamos ainda que 

o gene IMP4 de S. mansoni foi capaz de complementar parcialmente a levedura 

mutante, indicando homologia funcional entre os genes IMP4 do verme e da levedura. 

Na segunda etapa deste trabalho, estudamos mecanismos de reparo de DNA 

possivelmente associados à geração de variabilidade genética em T. cruzi. Nosso grupo 

demonstrou previamente a existência de três isoformas (A, B e C) da proteína TcMSH2 

em T. cruzi. Esta proteína é o principal componente da via de reparo de erros de 

pareamento (MMR) em eucariotos. Através de ensaios in vivo com cisplatina, MNNG e 

H2O2, na presença de cloreto de cádmio (em concentrações que inibem especificamente 

o MMR), obtivemos novos indícios de que as cepas que codificam a isoforma A de 

TcMSH2 apresentam MMR mais eficiente, quando comparadas a cepas que codificam a 



 

 

isoforma C desta proteína, e isto pode estar relacionado com a maior variabilidade 

genética vista nas últimas. Para estudar mecanismos de resposta a danos oxidativos em 

T. cruzi, caracterizamos o possível ortólogo de OGG1 no parasito. Vimos que a 

expressão do alelo TcOgg1A é tóxica em bactérias e que a superexpressão deste no 

clone CL Brener aumenta sua sensibilidade ao tratamento com H2O2. Ainda, realizamos 

uma busca por homólogos funcionais de MutT em T. cruzi. Nossos resultados indicam 

que os alelos Ndx1 e Ndx4, que apresentam o domínio Nudix, não complementam 

bactérias deficientes em MutT. Também observamos que a superexpressão de EcMutT 

em T. cruzi aumenta a sobrevivência dos parasitos em resposta ao tratamento com H2O2 

e reduz os níveis de 8-oxoG após estresse oxidativo. Finalmente, desenvolvemos um 

sistema repórter capaz de avaliar a taxa de mutação em T. cruzi. O ensaio, realizado em 

meio semi-sólido, baseia-se na seleção de mutantes resistentes a neomicina, que 

revertem uma mutação inserida no gene neo introduzido no genoma do parasito. Os 

resultados obtidos em um ensaio preliminar indicam a viabilidade da metodologia, 

através da qual seremos capazes de determinar a taxa de mutação em diferentes cepas de 

T. cruzi, assim como avaliar o efeito de diferentes agentes mutagênicos no parasita. 

 

  



 

 

Abstract 

Cells have evolved a complex set of mechanisms to appropriately respond to 

genotoxic damage, ensuring genomic stability. Such responses retain mutation rates in 

an acceptable level, through a fine-tuning balance between genome maintenance and 

generation of genetic variability. In this work, we studied some features of the DNA 

repair machinery of Schistosoma mansoni and Trypanosoma cruzi, the causative agents 

of schistosomiasis and Chagas disease in Brazil. Both parasites need to adapt to distinct 

environments, and are consequently exposed to various DNA damaging agents. Using a 

functional heterologue complementation strategy, we have isolated a S. mansoni cDNA 

that complements Escherichia coli mutants defective in the DNA base excision repair 

(BER) pathway. This cDNA has sequence homology to a gene involved in the RNA 

metabolism pathway, the ScIMP4 gene of Saccharomyces cerevisiae. To establish 

whether the S. mansoni cDNA could complement yeast mutants ScIMP4-defective, we 

constructed a yeast haploid strain containing a truncated Imp4p gene which shows 

MMS sensitivity. The functional homology between the ScIMP4 gene and the cDNA 

from S. mansoni was verified by partial complementation of the mutant yeast with the 

worm’s gene. As a second goal, we studied T. cruzi DNA repair mechanisms possibly 

involved in the generation of genetic variability in this protozoan parasite. We have 

previously demonstrated that polymorphisms in the TcMSH2 locus, which encodes a 

key component of the mismatch repair (MMR), result in three different protein isoforms 

present in the T. cruzi population. Using cisplatin, MNNG and H2O2 in vivo assays 

performed with cadmium, which in sub lethal concentrations inhibits specifically the 

MMR, we provided evidences that TcMSH2A-expressing parasites have increased 

MMR activity when compared to parasite strains expressing TcMSH2C isoforms. To 

better understand the mechanisms involved in the oxidative DNA damage response in  



 

 

T. cruzi we  characterized the putative OGG1 ortologue in the parasite and showed that 

(i) TcOgg1A expression is toxic in bacteria and (ii) stably TcOgg1A transfected 

parasites have increased H2O2 sensitivity. Additionally, a search for candidates for a 

functional homologue of E. coli MutT in T. cruzi using the Nudix Box was attempted. 

We`ve found that expression of Ndx1 or Ndx4 was unable to suppress the high 

spontaneous mutagenesis of E. coli mutT-deficient strain and that EcMutT 

overexpressing parasites showed increased survival and decreased 8oxoG levels after 

H2O2 treatment. Finally, we developed a methodology to determine the mutation rate in 

T. cruzi. The assay is performed in semisolid medium plates and is based on the 

selection of clones that spontaneously reverts the neomycin-sensitive phenotype caused 

by a single base substitution in the neomycin resistance gene (neo) inserted into the 

parasite genome. Our preliminary results indicate that this experimental approach is 

functional since (i) clones that grew in neomycin containing plates have the mutation 

repaired as shown by DNA sequence, (ii) a proportionally higher number of clones able 

to grow in the presence of neomycin was observed after long-time culture in liquid 

medium and in cultures that were treated with a mutagenic agent. This methodology is 

now in place in our laboratory to be used to determine the mutation rate in distinct T. 

cruzi strains, as well as analyzing the effect of different mutagens in this parasite. 
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1.1. MECANISMOS MOLECULARES DE REPARO DE DNA E 

TOLERÂNCIA A ESTRESSE GENOTÓXICO       

A manutenção da integridade genômica e a adaptação a estresses genotóxicos 

são elementos fundamentais para garantir tanto a sobrevivência quanto a evolução de um 

organismo ou uma espécie. Ao longo da vida, os organismos são continuamente expostos a 

uma ampla variedade de agentes, provindos do ambiente ou de processos metabólicos 

endógenos, que causam danos em proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos nucléicos. Os 

eventos que provocam modificações no DNA incluem radiação, hidrólise (espontânea ou 

induzida), exposição a espécies reativas de oxigênio (ou ROS, do inglês Reactive Oxygen 

Species), de nitrogênio (RNS), além do contato com outras substâncias reativas, como 

agentes alquilantes e produtos da peroxidação de lipídeos (Lindahl, 1993; Tudek et al., 

2006; Olinski et al., 2007). Para conter essas ameaças e preservar a integridade genômica, 

os organismos dispõem de múltiplos mecanismos de reparo e prevenção de danos, os quais 

promovem a estabilidade do DNA, protegem o genoma de modificações potencialmente 

mutagênicas ou citotóxicas e garantem a transmissão acurada da informação genética 

(Lindahl e Wood, 1999; Hoeijmakers, 2001) (Figura 1).  

O conhecimento acerca dos mecanismos de reparo de DNA é essencial ao 

entendimento sobre como e por que o genoma de um indivíduo é afetado ao longo do seu 

tempo de vida e sobre como processos de reparo de DNA, RNA e nucleotídeos são 

eficientemente conduzidos, através de diferentes caminhos. Algumas proteínas de reparo 

são responsáveis pela sanitização do pool de nucleotídeos (revisto por Arczewska e 

Kusmierek, 2007). Outras proteínas, como metiltransferases e fotoliases, realizam a 

reversão direta de danos específicos no DNA: as primeiras atuam na desmetilação de   
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FIGURA 1 – Danos no DNA, mecanismos de reparo e consequências. (A): Exemplos 

de agentes que causam danos no DNA (porção superior), algumas lesões geradas por estes 

agentes (porção média) e mecanismos de reparo mais relevantes responsáveis por sua 

remoção ou correção (porção inferior). (B) Porção superior: efeitos agudos de danos no 

DNA na progressão do ciclo celular, que resultam em atraso em G1, S, G2 e M. Porção 

média: efeitos agudos no metabolismo de DNA, que resultam em morte celular. Porção 

inferior: consequências em longo prazo de injúrias no DNA, que incluem modificações 

permanentes na sequência de DNA (mutações de ponto, que afetam genes individuais, ou 

aberrações cromossômicas, que envolvem largas porções do cromossomo e podem afetar 

múltiplos genes) e seus efeitos biológicos. Abreviações: cis-Pt e MMC, cisplatina e 

mitomicina C, respectivamente (ambos fazem  crosslinking com DNA); (6–4)PP e CPD, 

fotoproduto 6–4 e dímero de ciclobutano pirimidina, respectivamente (ambos induzidos 

por luz UV). Figura adaptada de Hoeijmakers, 2001. 

A) B) 
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alguns tipos de bases modificadas (revisto por Nieminuszczy e Grzesiuk, 2007) e as 

últimas realizam, na presença de luz visível, a quebra de ligações incorretas entre bases 

consecutivas, causadas por luz UV (Kim et al., 1994; Sancar, 1994). Além disso, três 

grandes vias de reparo realizam a excisão de diferentes porções de DNA danificado 

(Figura 1): a via de reparo de erros de pareamento (ou MMR, do inglês Mismatch Repair) 

é responsável pela excisão de fragmentos de fita recém-sintetizada contendo bases 

incorretamente incorporadas (revisto por Hsieh e Yamane, 2008); a via de reparo por 

excisão de nucleotídeos (ou NER, do inglês Nucleotide-Excision Repair) realiza a excisão 

de regiões de DNA contendo lesões volumosas, que causam distorção na hélice de DNA, 

como aquelas causadas por luz UV (revisto por Nouspikel, 2009) e, finalmente, a via de 

reparo por excisão de bases (ou BER, do inglês Base-Excision Repair) atua na excisão de 

bases oxidadas, metiladas ou mal incorporadas presentes no DNA (revisto por Robertson et 

al., 2009). Bases lesionadas são também fontes de quebras no DNA, em uma das fitas 

(quebras de fita simples ou SSBs, do inglês Single-Strand Breaks) ou em ambas as fitas 

(quebras de fita dupla ou DSBs, do inglês Double-Strand Breaks) (Krokan et al., 1997; 

Caldecott, 2001). SSBs e DSBs também podem ser geradas por radiação ionizante, estresse 

oxidativo e colapso da forquilha de replicação, dentre outros (Mahaney et al., 2009). Essas 

lesões são principalmente reparadas por processos de recombinação. Estes podem ser 

acurados, quando utilizam DNA homólogo não danificado como molde para o reparo 

(recombinação homóloga ou HR, do inglês Homologous Recombination) (revisto por 

Nowosielska, 2007), ou imprecisos, quando realizam a junção de duas extremidades, 

usualmente sem homologia de sequência (NHEJ, do inglês Non-Homologous End Joining) 

(revisto por Mahaney et al., 2009) (Figura 1). Para que lesões não persistam no DNA que 

será transcrito ou replicado, algumas subvias de reparo dão preferência à correção de 

lesões presentes em fitas transcricionalmente ativas, em um processo denominado Reparo 
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Acoplado à Transcrição (ou TCR, do inglês Transcription-Coupled Repair) (revisto por 

Tornaletti, 2009). Além disso, algumas lesões promovem “atrasos” na progressão do ciclo 

celular, permitindo que o reparo ocorra antes da replicação (revisto por Toyoshima, 2009) 

(Figura 1). 

As vias de reparo de DNA estão universalmente presentes nas células e são 

extremamente conservadas. Apesar da proteção oferecida por seus diversos mecanismos, 

alguns danos escapam ao reparo e causam erros na replicação e transcrição, promovendo 

mutagênese, morte celular, envelhecimento e doenças diversas. De acordo com as 

consequências que geram, as lesões são classificadas como mutagênicas (quando realizam 

pareamentos incorretos) ou citotóxicas (quando bloqueiam a replicação). Para contornar os 

efeitos citotóxicos de lesões que bloqueiam a atividade de DNA polimerases replicativas 

(ou polimerases de alta fidelidade), as células dispõem de DNA polimerases alternativas, 

que realizam um processo conhecido como síntese translesão (ou TLS, do inglês 

Translesion Synthesis). Com sítio catalítico menos restrito, essas polimerases conseguem 

replicar através de lesões e distorções na molécula de DNA (revisto por Bebenek e Kunkel, 

2004). A baixa especificidade catalítica dessas polimerases possibilita, no entanto, a 

incorporação errônea de nucleotídeos em DNA não danificado, o que pode resultar em 

mutações pontuais (Bavoux et al., 2005). 

1.2.  DANOS ENDÓGENOS NO DNA E VIAS DE REPARO      

Modificações de bases, de tipos diversos, podem ser causadas por fatores 

exógenos (ambientais) ou endógenos. Sabe-se que processos celulares normais geram 

danos no DNA, da mesma natureza, porém em maior frequência, que aqueles gerados por 

fatores ambientais (Jackson e Loeb, 2001). Estima-se que 20 000 lesões sejam produzidas 
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por dia, por célula de mamífero, em decorrência de danos endógenos. A maioria delas 

consiste em desaminações, hidrólises espontâneas de ligações N-glicosídicas (que geram 

sítios abásicos ou sítios AP), metilações e danos causados por ROS, RNS e produtos de 

peroxidação de lipídeos. Outras são causadas por erros no metabolismo de DNA, como a 

formação de SSBs e DSBs pelo colapso da forquilha de replicação e a introdução de 

nucleotídeos modificados durante a replicação (Lindahl, 1993; Drablos et al., 2004; Tudek 

et al., 2006; Olinski et al., 2007). Desde bactérias a eucariotos, o reparo de danos 

endógenos no DNA é realizado predominantemente pelo BER, que corrige um número 

estimado de 10 000 lesões por dia em células de mamíferos (Nakamura et al., 1998; 

Lindahl e Wood, 1999). 

1.2.1.  REPARO POR EXCISÃO DE BASES (BER) 

O reparo por excisão de bases (ou BER) é a via predominante de 

processamento de pequenas lesões de bases, como aquelas geradas por danos oxidativos e 

agentes alquilantes (Lindahl e Wood, 1999). Esta via funciona como uma série de 

complexos transientes de reparo que se formam em um sítio de lesão no DNA (Hitomi et 

al., 2007). À medida que a lesão é processada, novas proteínas são recrutadas (e 

alternadas) e ocorre a progressão do processo de reparo (Wilson e Kunkel, 2000). A 

formação dos complexos protéicos no BER é mediada por interações entre proteínas e 

influenciada por modificações pós-traducionais. Ambos os eventos promovem alterações 

na especificidade e/ou na eficiência catalítica das proteínas da via (revisado por Almeida e 

Sobol, 2007). 

O BER é normalmente definido como uma via de reparo iniciada por DNA 

glicosilases específicas (mono ou bifuncionais) e continuada por uma das duas subvias: via 

curta (short-patch BER), mecanismo mais comum, onde apenas 1 nucleotídeo é 
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substituído, ou via longa (long-patch BER), onde 2 a 13 nucleotídeos são substituídos 

(Lindahl e Wood, 1999;).  

A via curta, quando iniciada por uma glicosilase monofuncional, envolve a 

remoção da base modificada (lesionada ou mal pareada) com a formação de um sítio 

abásico (AP ou apurínico/apirimidínico). Esta etapa é acompanhada da hidrólise do sítio 

AP por uma AP endonuclease (APE1), que catalisa a incisão da fita lesionada, deixando 

um terminal 3’-OH e um grupo desoxirribose-fosfato na outra extremidade (5’-dRP). A 

DNA polimerase  (pol), em seguida, insere um único nucleotídeo no gap formado e 

remove o grupamento dRP (através de sua atividade liásica), preparando a fita para a 

ligação por uma DNA ligase (Lig I ou Lig IIIA/XRCC1) (Wood et al., 2005) (Figura 2). 

No entanto, algumas lesões (como bases oxidadas) são primariamente 

removidas por DNA glicosilases bifuncionais, que apresentam uma atividade adicional de 

3’ AP liase. Além de excisar a lesão, a glicosilase bifuncional pode realizar a incisão do 

esqueleto de DNA a 3’ do sítio danificado, deixando (após uma reação de -eliminação) 

um aldeído α,-insaturado no terminal 3’ e grupamento fosfato no terminal 5’ (5’-P). A 

atividade 3’ fosfodiesterase de APE1 cliva o terminal 3’ como preparação à extensão por 

pol , seguida da ligação (Bruner et al., 2000). 

A via longa do BER ocorre quando o grupamento presente no terminal 5’ é 

refratário à atividade liásica de pol. Neste caso, as polimerases  ou δ/ε, associadas à 

PCNA e várias outras proteínas (como Fen1, PARP1, LigI), realizam a síntese de DNA 

para o preenchimento do gap, resultando em deslocamento de 2 a 13 bases da fita anterior 

(o fragmento deslocado é denominado flap). A síntese é seguida por clivagem do segmento 

deslocado por uma flap endonuclease (Fen1), passo esse que precede a ligação da fita 

(Figura 2) (Lindahl e Wood, 1999). 
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FIGURA 2 – Via de Reparo por Excisão de Bases. Representação das vias curta e longa 

do BER, iniciadas por uma DNA glicosilase, seguida pela incisão da fita por APE1. O 

processamento do terminal 5’ e o preenchimento do gap são feitos pela pol na via curta. 

A quebra é selada pelo complexo XRCC1/LigIIIα. Na via longa, o terminal 5’ é refratário à 

atividade de pol e o complexo de reparo é modificado. A incorporação de nucleotídeos é 

feita por pol ou pol/, acompanhada por deslocamento de fita. A fita deslocada é 

removida por Fen1. A ligação é feita por Lig1. Adaptado de Almeida e Sobol, 2007. 
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Alternativamente, o reparo pelas proteínas do BER pode ser iniciado por 

hidrólise espontânea da ligação N-glicosídica, que gera sítios AP, ou pela presença de 

quebras no DNA (SSBs) que apresentem terminais diferentes de 3’-OH e 5’-P (revisado 

por Almeida e Sobol, 2007). 

1.2.2.   DANOS CAUSADOS POR AGENTES ALQUILANTES            

Agentes alquilantes são substâncias químicas que introduzem grupos metil ou 

etil em átomos de nitrogênio ou oxigênio disponíveis nas bases do DNA (Figura 3), 

produzindo inúmeras lesões potencialmente citotóxicas e mutagênicas, que causam atraso 

na replicação, bloqueio na transcrição ou disparam vias de ckeckpoints ou apoptose 

(revisto por Nieminuszczy e Grzesiuk, 2007). Além de dispersos no ambiente, agentes 

alquilantes são gerados no meio intracelular, como produtos do metabolismo normal. De 

acordo com o modo de ação, são divididos em dois tipos: SN1, que reagem com átomos de 

oxigênio e nitrogênio (ex.: MNNG ou N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina) e SN2, que 

alquilam nitrogênios, principalmente (ex.: MMS ou metilmetano sulfonato). Em geral, 

átomos de nitrogênio que realizam ponte de hidrogênio em fitas dupla de DNA (ex.: N
3
 da 

citosina ou N
1
 da adenina) estão protegidos da ação de agentes alquilantes (Falnes e 

Rognes, 2003), porém são prontamente atacados em DNA de fita simples ou RNA (revisto 

por Drablos et al., 2004). Dentre as substâncias endógenas que metilam espontaneamente o 

DNA, destaca-se a SAM (S-adenosilmetionina), principal doador biológico de 

grupamentos metila (Lu, 2000), além de produtos de peroxidação de lipídios e nitrosação 

de glicinas (Shuker e Margison, 1997; Garcia-Santos et al., 2001).  

O principal produto de metilação de DNA é a 7-metilguanina (7meG). Essa 

modificação não é mutagênica nem citotóxica, porém enfraquece a ligação N-glicosídica 

da base, resultando na formação de sítios AP, ou favorece a abertura do anel de imidazol,   
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FIGURA 3 – Possíveis sítios de alquilação de bases no DNA. Setas vermelhas indicam 

sítios alquilados pela maioria dos agentes; setas verdes indicam os principais sítios 

modificados por agentes do tipo SN1 e setas roxas indicam os principais sítios de atuação 

de agentes SN2 em DNA de fita simples. Adaptado de Nieminuszczy e Grzesiuk, 2007. 
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gerando a lesão altamente mutagênica 7me-FapyG. (Tudek et al., 1992). As lesões 3-

metiladenina (3meA) e O
6
-metilguanina (O

6
-meG) são as maiores responsáveis pelos 

efeitos biológicos dos agentes metilantes em DNA de dupla fita (Singer, 1976). A 3-meA, 

talvez o mais tóxico produto de metilação, é um potente bloqueador de replicação e resulta 

em indução de TP53, parada de ciclo celular em fase S, aberrações cromossômicas e 

apoptose (Engelward et al., 1998). A O
6
-meG é uma lesão mutagênica, que faz pareamento 

incorreto com a timina durante a replicação, provocando transições GCAT.  

1.2.3.   RESPOSTA CELULAR A AGENTES ALQUILANTES                          

Para conter os efeitos citotóxicos e mutagênicos dos agentes alquilantes, as 

células valem-se principalmente de dois mecanismos: (i) reparo direto das lesões por 

metiltransferases (que transferem grupamentos metila não-nativos das bases lesionadas 

para resíduos de aminoácidos internos) ou desmetilases oxidativas e (ii) excisão de lesões 

metiladas por glicosilases específicas do BER (revisado por Nieminuszczy e Grzesiuk, 

2007). Além disso, o MMR atua no reconhecimento e correção de erros de pareamento 

envolvendo bases metiladas, como a O
6
-meG (revisado por Casorelli et al., 2008). Os dois 

primeiros mecanismos fazem parte de uma resposta adaptativa a agentes alquilantes 

presente em E. coli, induzida após exposição a pequenas doses desses reagentes. Altamente 

conservada, a resposta adaptativa (ou resposta Ada) envolve quatro genes em E. coli: Ada, 

AlkA, AlkB e AidB (revisado por Kleibl, 2002). O componente-chave dessa resposta é o 

produto do gene Ada, uma proteína multifuncional que ativa a própria expressão e a dos 

outros três genes, além de apresentar atividade O
6
G-metiltransferase. Em eucariotos, a 

homóloga de Ada é a proteína MGMT ou O
6
-metilguanina DNA metiltransferase. Essa 

enzima “suicida” remove o grupo metil da posição O
6
 da guanina e o transfere para um 

resíduo interno de cisteína. Ao fazê-lo, a proteína torna-se irreversivelmente inativa 
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(Lindahl e Wood 1999). A glicosilase AlkA reconhece e remove um amplo espectro de 

lesões, incluindo a 3-meA. A proteína AlkB (e seus homólogos ABH em humanos) é uma 

dioxigenase dependente de Fe
+2

, que repara especificamente lesões geradas por agentes 

SN2 (como 1meA e 3meC) em DNA de fita simples ou RNA (tRNA, rRNA, ou mRNA) 

(Falnes et al., 2002; Aas et al., 2003). O papel da proteína AidB ainda é incerto. Alguns 

autores sugerem que a proteína atue na degradação de agentes alquilantes endógenos e na 

proteção de DNA contra tais substâncias (Bowles et al., 2008). Conforme mencionado, a 

conservação dos mecanismos adaptativos ao longo da evolução evidencia a importância do 

reparo de danos de alquilação. 

1.2.4.   DANOS CAUSADOS POR ESTRESSE OXIDATIVO               

A oxidação, no que diz respeito à modificação de bases, representa o principal 

fator endógeno de danos ao DNA, sendo estimada a formação de 10 000 bases oxidadas 

por dia por célula de mamífero. Mais de cem tipos diferentes de modificações causadas por 

ROS no DNA já foram identificadas, incluindo lesões de bases, sítios AP, lesões de 

desoxirribose, quebras de fita simples, quebras de fita dupla e crosslinks, muitas das quais 

apresentam propriedades citotóxicas e/ou mutagênicas (Cadet et al., 1997).  

Espécies reativas de oxigênio (ROS) são constantemente formadas na célula 

como produtos secundários da respiração aeróbica. Ao longo da cadeia transportadora de 

elétrons, ocorre a passagem de elétrons por várias moléculas receptoras, sendo a energia 

livre resultante dessas transferências parcialmente captada na forma de ATP. O oxigênio 

molecular (O2), o último a receber os elétrons, é normalmente reduzido a H2O. A redução 

incompleta de O2, por outro lado, dá origem ao radical ânion superóxido (O2
 –

). Este 

apresenta baixa reatividade, porém, quando escapa da cadeia transportadora, provoca 

efeitos adversos por ser convertido a peróxido de hidrogênio (H2O2) pela enzima 
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superóxido dismutase (SOD) e, em seguida, a radical hidroxila (OH), que apresenta 

altíssima reatividade (Michiels et al., 1994). O ânion O2
 – induz ainda a formação de OH 

pela reação de Haber-Weiss (O2


 

–
 + H2O2  O2 + OH + OH-). A molécula de H2O2 

também pode ser reduzida a H2O pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase. No 

entanto, na presença de metais como ferro e cobre, pode ser reduzida a OH por uma 

reação do tipo Fenton (H2O2 + Fe
+2

  OH + OH- + Fe
+3

). Esses são os principais 

exemplos da geração endógena das espécies reativas de oxigênio de maior importância 

biológica (O2
 –

, H2O2 e OH). Além da cadeia respiratória, ROS são formadas como 

subprodutos do metabolismo de biomoléculas ou produzidas durante a resposta 

inflamatória, por macrófagos, neutrófilos e eosinófilos (revisado por Valko et al., 2006). 

Ainda, são decorrentes da exposição da célula a fatores ambientais, como raios X e raios  

(que produzem OH pela radiólise da água) e substâncias químicas diversas. 

Conforme mencionado, o aumento intracelular de ROS causa danos a diversas 

biomoléculas e caracteriza uma situação de estresse oxidativo. No curso da evolução, os 

organismos desenvolveram diferentes estratégias para minimizar os efeitos deletérios de 

danos oxidativos (ou reduzir o custo do próprio metabolismo), incluindo um intricado 

sistema de defesa antioxidante (composto por SOD, glutationa peroxidase, catalase, 

peroxiredoxinas) (Finkel e Holbrook, 2000) e diversos mecanismos de reparo do DNA, dos 

quais se destaca o reparo por excisão de bases (BER) (Friedberg et al., 1995). Dentre os 

diversos danos causados por ROS no DNA, o BER está envolvido no reparo de lesões em 

bases, erros de pareamento, sítios AP e quebras de fita simples (Friedberg et al., 1995). 
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1.2.5.   8-OXOG E SISTEMA GO       

Dentre os quase 50 tipos identificados de lesões de base causadas por estresse 

oxidativo, a lesão 8-oxoG (8-oxoguanina ou 7,8-dihidro-8-oxoguanina, muitas vezes 

referida como GO) (Figura 4) é uma das mais abundantes e bem caracterizadas 

(Dizdaroglu et al., 2002). A 8-oxoG é formada em altas quantidades, pela reação de 

diferentes moléculas oxidantes com o DNA, mas principalmente pelo radical OH 

(Devasagayam et al., 1991). Apresenta propriedades mutagênicas, devido à capacidade de 

realizar pareamento com a adenina durante a replicação (Figura 4), o que pode resultar, 

predominantemente, em alta frequência de transversões GCTA (Wood et al., 1992). 

Altas concentrações de 8-oxoG são encontradas no DNA nuclear e mitocondrial de 

diferentes tipos de células, embora seus valores basais absolutos, que refletem o balanço 

entre a geração contínua da lesão e sua remoção, sejam controversos (Collins et al., 1997). 

Em Escherichia coli, três diferentes enzimas, que constituem o Sistema GO, 

cooperam simultaneamente para prevenir a mutagênese espontânea causada pela 8-oxoG: 

Fpg, MutY e MutT (Michaels e Miller, 1992) (Figuras 5 e 6). Fpg é uma DNA glicosilase 

bifuncional que reconhece e remove especificamente a lesão 8-oxoG quando pareada a 

citosina (Boiteux et al., 1987). Seu homólogo funcional em eucariotos é a enzima Ogg1, 

que também apresenta atividade AP liásica e realiza excisão da base seguida pela clivagem 

do DNA a 3` do sítio AP por uma reação de  eliminação (van der Kemp et al., 1996). Em 

mamíferos, a clivagem da fita parece não ser efetivamente realizada por Ogg1 em 

condições fisiológicas, já que a atividade AP liásica desta enzima é bastante baixa (Bjorâs 

et al., 1997). Na verdade, a atividade glicosilásica de Ogg1 parece ser estimulada (e a sua 

atividade AP liásica desfavorecida) por proteínas de etapas subsequentes da via de reparo, 

como APE1 e XRCC1 (Hill et al., 2001). Este fato é consistente com o mecanismo de   
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A)

 

 

 

FIGURA 4 – A lesão 8-oxoguanina. (A) Oxidação da guanina em C
8
 por espécies 

reativas de oxigênio (ROS). (B) 8-oxoG pareada com dC em um par de bases tipo Watson-

Crick. Linhas pontilhadas indicam prováveis pontes de hidrogênio. (C) 8-oxoG na 

conformação syn pareada a dA (anti) em um pareamento do tipo Hoogsteen.  

  

B) C) 
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FIGURA 5 – Sistema GO: Fpg e MutY. O estresse oxidativo gera a lesão 8-oxoG (ou 

GO) no DNA. Essa lesão pode ser removida pela glicosilase Fpg (Ogg1) e o reparo 

subsequente restaurar o par GC original. Caso a lesão não seja removida antes da 

replicação, é provável que polimerases replicativas incorporem A frente a GO. MutY 

remove a adenina erroneamente inserida do par A:GO. As polimerases que participam do 

reparo são menos propensas a erro durante a síntese translesão e podem gerar um par 

GO:C, substrato de Fpg.  
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FIGURA 6 – Sistema GO: Fpg, MutY e MutT. A oxidação do pool de nucleotídeos 

pode gerar 8-oxo-dGTP. Caso 8-oxo-dGTP não seja hidrolisada a 8-oxo-dGMP por MutT, 

pode ser incorporada frente a A, gerando o par A:GO, substrato de MutY. A ação de MutY 

remove a base molde (adenina), fixando a mutação ATGC. 8-oxo-dGTP também pode 

ser incorporada frente a C, gerando o par C:GO, substrato de Fpg. Adaptada de Slupska et 

al., 1996. 



 

Introdução Página 18 

“passagem de bastão” proposto para o BER, em que interações cooperativas entre enzimas 

e seus sucessoras coordenam as etapas sequenciais dessa via de reparo, prevenindo a 

formação de intermediários perigosos (Wilson e Kunkel, 2000). 

Alguns resíduos de 8-oxoG não são reparados por Fpg (ou Ogg1) e persistem 

no DNA até a próxima replicação. Nesses casos, considerando que polimerases replicativas 

preferencialmente incorporam adenina frente a 8-oxoG (de 5 a 200 vezes mais 

frequentemente que citosina), é alta a probabilidade de, em um segundo round de 

replicação, ocorrer uma transversão GCTA no local da lesão (Shibutani et al., 1991). 

Para minimizar este problema, a glicosilase MutY remove adenina do par 8-oxoG:A (e 

deve atuar antes do segundo round de replicação envolvendo a lesão), gerando um gap que 

será preenchido pelo BER (Figura 5) (Michaels et al., 1990). A síntese de DNA durante o 

reparo normalmente restaura o par 8-oxoG:C (uma vez que a polimerase envolvida no 

reparo incorpora C, preferencialmente), criando uma nova oportunidade para a retirada de 

8-oxoG por Fpg (Shibutani et al., 1991). Em eucariotos, os homólogos de MutY são as 

enzimas MYH (Slupska et al., 1996). 

O pool de nucleotídeos também é alvo de oxidação e GTPs são atacados por 

ROS, formando 8-oxodGTPS. Em E. coli, em condições de estresse oxidativo, 

nucleotídeos presentes no pool são, na verdade, os principais alvos de oxidação pelo 

radical OH (Nunoshiba et al., 2002). Quando 8-oxo-dGTP é erroneamente incorporado 

frente à adenina no molde de DNA, a ação da glicosilase MutY favorece a fixação da 

transversão ATCG, pois remove a base correta do par 8-oxoG:A, a adenina (Tajiri et al., 

1995). Dessa forma, é importante que nucleotídeos oxidados, principalmente 8-oxo-

dGTPs, sejam eliminados do pool de nucleotídeos. Essa função é realizada pela terceira 

proteína do sistema GO, a hidrolase MutT, que previne a incorporação de 8-oxodGTP no 
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DNA, hidrolisando o trifosfato oxidado a monofosfato (8-oxo-dGMP) (Maki e Sekiguchi, 

1992). Em eucariotos, os homólogos funcionais de MutT são as enzimas MTH1 (Sakumi, 

et al., 1993). Em leveduras, que não apresentam MTH1, proteínas com domínio Nudix 

realizam a “limpeza” do pool de nucleotídeos (Nunoshiba et al., 2004).  

A importância do sistema GO pode ser evidenciada pelo elevado fenótipo 

mutador apresentado por E. coli deficientes nos genes fpg, mutY e mutT. As frequências de 

transversões GCTA e ATGC são até 800 vezes maiores em E. coli duplo mutantes  

fpg- mutY- (Michaels e Miller, 1992) e até 1000 vezes maiores em mutantes mutT-, quando 

comparadas às células selvagens (Akiyama et al., 1987). 

1.3. O REPARO DE ERROS DE PAREAMENTO (MMR) 

1.3.1.  O MMR EM PROCARIOTOS 

O reparo de erros de pareamento (ou MMR) é uma via de reparo que corrige 

bases mal pareadas no DNA após a replicação (revisado por Wu et al, 2004). A replicação 

é uma importante fonte de mutações, visto que a DNA polimerase incorpora um erro de 

pareamento a cada 10
4
 – 10

5
 nucleotídeos adicionados (Thomas et al.,  1991). A atividade 

revisora da enzima corrige alguns, mas não todos os erros. O reparo de erros de 

pareamento consiste no reconhecimento da base mal pareada, excisão do segmento de 

DNA que contém o erro e a síntese da região removida utilizando a fita parental como 

molde.  

Oito diferentes tipos de erros de pareamento podem ser gerados durante a 

replicação, além de estruturas em forma de alça resultantes de inserções ou deleções de 

nucleotídeos em uma das fitas de DNA. O MMR reconhece com eficiência a maioria dos 
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erros, retirando-os do genoma recém replicado. É necessário que haja uma coordenação 

entre o MMR e a replicação do DNA, para que seja feito o direcionamento do reparo à fita 

recém sintetizada (Bowers et al, 2001). 

Em procariotos, as proteínas MutS, MutL e MutH, exclusivas do MMR, atuam 

no reconhecimento, ligação e clivagem da lesão (Figura 7). O homodímero de MutS 

reconhece e liga-se especificamente ao erro de pareamento no DNA (ou a alças de inserção 

e deleção) e, com o gasto de 2 ATPs, recruta o homodímero de MutL, que então recruta 

MutH. Como MutH permanece ligada à sequência GATC, sua ligação com MutL forma 

uma alça no DNA. MutL ativa MutH, que cliva o DNA a 5’ da sequência GATC, na fita 

não metilada. Uma helicase desenovela as fitas e uma exonuclease degrada a região que 

contém o erro. A região é novamente sintetizada por uma DNA polimerase e DNA ligase 

(Marra e Schar, 1999). 

1.3.2.  O MMR EM EUCARIOTOS              

A via de MMR foi conservada durante a evolução, porém não é inteiramente 

conhecida em eucariotos. A complexidade dessa via nesses organismos é maior que a 

encontrada em procariotos, de modo que há ainda mais dúvidas quanto aos detalhes do 

processo de reparo. Existem vários homólogos de MutS e MutL em eucariotos, 

denominados MSH e MLH (Figura 8). Essas proteínas formam heterocomplexos que 

exercem funções múltiplas, tais como reconhecimento e reparo de erros de pareamento, 

alças de inserções ou deleções e junções de Holliday. É interessante notar a presença de 

MSH2 na maioria dos heterocomplexos funcionais, indicando o papel central que executa 

no MMR eucarioto (Alani et al, 1997). A interação com homólogos de MutL e outras 

proteínas altera a especificidade de MHS2, permitindo que ela atue em substratos variados 

e vias diversas. Apesar de homólogos eucarióticos de MutH não terem sido encontrados, 
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FIGURA 7: MMR em procariotos. Para a correção de bases mal incorporadas, é 

necessária distinção entre a fita molde e a fita recém sintetizada. Em procariotos, logo após 

a replicação, as adeninas no contexto GATC estão metiladas apenas na fita molde. O 

processo de reparo se inicia com a ligação do homodímero de MutS ao erro de pareamento. 

Então, MutL é recrutada e ativa MutH, que cliva a fita não metilada a 5` da sequência 

GATC mais próxima (acima ou abaixo do erro de pareamento). O fragmento desde o local 

de clivagem até o erro de pareamento é removido por uma exonuclease, auxiliada por uma 

helicase e por proteínas de ligação a fita simples. A distância entre o mismatch e o sítio 

GATC pode chegar a 1000 pb, o que torna o MMR um processo bastante dispendioso. 

Adaptada de The Cell, 4ª edição. 
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FIGURA 8 – Representação esquemática do MMR eucariótico. (A) As proteínas MutL 

e MutS procarióticas apresentam cinco e sete ortólogos em eucariotos, respectivamente. 

(B) Em eucariotos, as proteínas MSH e MLH formam complexos heterodiméricos que 

reconhecem vários tipos de substratos, dentre eles: erros de pareamento, quebras de fita 

simples geradas por processos de recombinação homóloga e junções de Holliday, 

representadas na figura, nessa ordem. Adaptada de Nakagawa et al., 1999. 
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um trabalho recente (Kadyrov et al., 2006) demonstrou que, ao menos em humanos, a 

função de MutH seria suprimida pelo heterodímero MLH1-PMS2, que apresenta uma 

atividade endonucleásica ativada por erros de pareamento (entre outros fatores) e afinidade 

in vitro de 10 a 20 vezes maior por fitas descontínuas de DNA, em relação a fitas contínuas 

(Figura 9).  

Além da correção de erros de pareamento após a replicação do DNA, diversas 

proteínas do MMR participam de outros processos celulares, como o disparo de vias de 

apoptose após o reconhecimento de determinadas lesões (como as causadas por MNNG, 

cisplatina e UVB) (revisado por O`Brien e Brown, 2006) o reconhecimento de lesões 

oxidativas no DNA (Boiteux et al., 2002; Colussi et al., 2002; Macpherson et al., 2005; 

Russo et al., 2007), a regulação de eventos de recombinação entre sequências divergentes 

(Rayssiguier et al., 1989; Emmanuel et al., 2006), dentre outros. A capacidade de 

reconhecimento de diversas estruturas no DNA é conferida pela interação das proteínas do 

MMR entre si e com fatores acessórios, como Rad1 e Rad10, dentre outros (Nakagawa et 

al., 1999). 

1.3.3. O PAPEL DO MMR DO REPARO DE 8-OXOG          

Apesar do papel principal do Sistema GO no controle da mutagênese por         

8-oxoG, estudos sugerem cada vez mais que o MMR é uma importante via alternativa de 

controle dos níveis de 8-oxoG no DNA. O heterodímero de MSH2-MSH6 é capaz de 

reconhecer a lesão em determinados contextos, tanto em células humanas quanto em 

Saccharomyces cerevisiae e E. coli (Macpherson et al., 2005, Boiteux et al., 2002; 

Wyrzykowski e Volkert, 2003). Além disso, estudos com camundongos deficientes em 

MSH2 (De Weese et al., 1998; Egashira et al., 2002; Russo et al., 2007) mostram uma 

redução no reparo de 8-oxoG, após exposição à radiação ionizante, e aumento no nível  
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FIGURA 9: MMR em eucariotos. (A) Iniciação do MMR pelos complexos MutS-α 

(MSH2-MSH6) MutS- (MSH2-MSH3), através do reconhecimento do erro de 

pareamento ou de alça de fita simples, seguido pelo recrutamento do complexo MutLα 

(MLH1-PMS2). Nas etapas seguintes, de excisão e ressíntese, tem sido sugerida a 

participação de PCNA, DNA polimerase / e helicase I. Adaptada de Bellacosa, 2001. 

  

A)  Iniciação  

B)  Excisão e ressíntese 
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desta lesão em diversos tecidos, indicando a participação de MSH2 na correção de danos 

oxidativos. Resultados obtidos por Colussi e colaboradores (2002) com células de 

mamíferos sugerem que MSH2 removeria 8-oxoG incorporada no DNA a partir do pool de 

nucleotídeos, e não proveniente da oxidação de guaninas no DNA. Um estudo posterior 

(Russo et al., 2004) reforça esses dados, quando mostra que o fenótipo mutador de 

linhagens celulares Msh2 
-/-

 ou Msh6 
-/-

 é abolido pela superexpressão de MTH1, homólogo 

de MutT, que retira guaninas oxidadas do pool de nucleotídeos. 

1.4. TAXA DE MUTAÇÃO  

Apesar de o reparo de DNA ser crucial para a manutenção da integridade 

genômica em todos os organismos, o surgimento de variação no conteúdo genômico, 

gerando novos caracteres, que podem permitir maior adaptação a novas condições 

ambientais, também é essencial para o sucesso evolutivo. Sem mutações, seria impossível 

alcançar adaptação. 

A taxa de mutação espontânea em um organismo (expressa em número de 

mutações por genoma por replicação) é relativamente constante entre diferentes 

organismos, com diferentes tamanhos de genoma (Drake et al., 1998) e reflete o balanço 

entre os processos químicos e biológicos que geram as mutações e os processos biológicos 

que suprimem as mutações (Glassner et al., 1998). Esse balanço pode eventualmente ser 

alterado, promovendo fenótipos mutadores ou antimutadores.  

Fenótipos mutadores podem ser gerados por um conjunto de fatores como: 

defeitos em vias de reparo de DNA (Miller, 1996), elevada exposição a agentes 

mutagênicos, defeitos na atividade revisora de DNA polimerases (Scheuermann e Echols, 

1984), síntese translesão propensa a erros (Lawrence, 1994; Roche et al., 1994), entre 
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outros. Dentre eles, alterações em mecanismos de controle da fidelidade de replicação do 

DNA (incluindo a inativação do MMR ou a indução de polimerases propensas a erro) 

parecem ser os principais responsáveis por aumentos na taxa de mutação e geração de 

variabilidade (Tenaillon et al., 2001).  

Um fenótipo mutador pode conferir vantagem seletiva em ambientes adversos, 

através da maior geração de variabilidade e, portanto, maior adaptabilidade ao meio. No 

entanto, uma vez que a maioria das mutações são deletérias ou neutras, o acúmulo de 

mutações indesejadas, promovido por um fenótipo mutador, pode resultar em perda de 

fitness. Dessa forma, quando o ambiente se torna constante, o fenótipo mutador já não é 

mais favorável à célula adaptada e as células devem, assim, perder a característica 

mutadora (o que pode ser obtido, por exemplo, através da transferência horizontal de 

genes). Alternativamente, o próprio estresse ambiental pode ser a fonte de um fenótipo 

mutador transiente, suficiente para gerar variabilidade justamente no momento em que ela 

é necessária (Kang et al., 2006). Os mecanismos através dos quais o estresse ambiental 

aumenta a frequência de mutações são o dano direto no DNA e, principalmente, a indução 

de respostas globais de tolerância, como a síntese translesão propensa a erros ou a 

regulação negativa de genes do MMR, através da ativação de respostas SOS. 

Técnicas de análise da taxa de mutação já foram descritas para vários 

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 mutagênese “LacZ” 

(Cupples, 1989), baseia-se na reversão de mutações específicas no gene que codifica para a 

β-galactosidase, enzima que catalisa a hidrólise de lactose gerando glicose e galactose. As 

várias linhagens de E. coli LacZ
– 

do sistema de Miller contém diferentes mutações que se 

revertem por um evento específico de transição, transversão ou frameshift. Os revertentes 
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LacZ
+
 são capazes de crescer em meio mínimo contendo lactose como fonte de carbono e 

assim podem ser selecionados e quantificados em meio sólido. Portanto, este sistema pode 

ser utilizado para testar diretamente a especificidade da mutação. Em Salmonella 

typhimurium, o ensaio de Ames (Gee, 1994) também é capaz de detectar e classificar 

mutações do tipo substituição simples de um par de bases. Cada linhagem de S. 

typhimurium apresenta uma única mutação no operon da histidina, sendo, portanto incapaz 

de crescer em meio sem este aminoácido. Mutações específicas restauram o fenótipo 

selvagem e os mutantes crescem em meio seletivo formando colônias de fácil detecção. O 

mesmo princípio se aplica ao ensaio de mutagênese em Saccharomyces cerevisiae descrito 

por Hampsey (1991). As linhagens de leveduras descritas contêm mutações no gene CYC1, 

que codifica para uma unidade do citocromo C. As leveduras CYC1
 –

 não são capazes de 

crescer em meio contendo apenas fontes de carbono não fermentáveis. As mutações são 

revertidas por substituições específicas e os mutantes são selecionados em meio sólido 

seletivo. 

1.5. REPARO DE DNA EM ORGANISMOS PATOGÊNICOS          

Apesar de todas as espécies conhecidas apresentarem proteínas de reparo de 

DNA, o conhecimento acerca dessas vias tem sido produzido principalmente em estudos 

com bactérias, leveduras, camundongos e em humanos. No entanto, tendo em vista a 

importância do sistema de reparo, novos estudos têm surgido envolvendo também outros 

organismos. Particularmente, o entendimento das vias de reparo em organismos 

patogênicos pode auxiliar uma melhor compreensão da biologia desses organismos e a 

obtenção de novos alvos para desenho de drogas. 
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1.5.1. TRYPANOSOMA CRUZI E A DOENÇA DE CHAGAS              

O Trypanosoma cruzi é o protozoário causador da Doença de Chagas, uma 

enfermidade crônica que afeta cerca de 18 milhões de pessoas nas Américas do Sul e 

Central, principalmente. O T. cruzi é transmitido aos humanos através das fezes 

contaminadas de insetos triatomíneos hematófagos, por transfusão sanguínea, infecção 

congênita, ou mais raramente, através de transplante de órgãos, acidentes de laboratório e 

alimentos contaminados (Lambrecht, 1965; Prata, 2001). 

Sob condições naturais, o ciclo de vida do T. cruzi alterna entre um hospedeiro 

invertebrado, um dos mais de 130 hemípteros da família Reduviidae, e um hospedeiro 

vertebrado mamífero, incluindo mais de 100 espécies, de diferentes ordens. A distribuição 

geográfica dos hospedeiros, associada à preferência do inseto por fontes de sangue 

específicas define dois ciclos de transmissão de T. cruzi: um ciclo selvagem envolvendo 

animais silvestres e um ciclo (peri)doméstico em que animais domésticos e humanos atuam 

como reservatórios do parasita. 

A doença causada pela infecção humana por T. cruzi apresenta um quadro 

clínico bastante variável. Após a infecção pelo parasita, ocorre uma curta fase aguda, 

caracterizada por alta parasitemia e sintomas geralmente brandos e inespecíficos, o que 

dificulta o reconhecimento do contágio. A infecção evolui então para uma fase crônica, 

com baixa parasitemia e um curso clínico imprevisível, que vai desde a ausência de 

sintomas até formas graves, com envolvimento cardiovascular e/ou gastrointestinal (Prata, 

2001). 

As razões dessa diversidade de sintomas ainda são desconhecidas, mas 

acredita-se que grande parte seja determinada por variações genéticas do T. cruzi, que 
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apresenta uma estrutura populacional bastante heterogênea. Aspectos ambientais, 

nutricionais e imunológicos do hospedeiro também podem ser a causa da variedade de 

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

1.5.2. VARIABILIDADE INTRA-ESPECÍFICA EM T. CRUZI    

Isolados de T. cruzi apresentam uma alta heterogeneidade em parâmetros 

biológicos como morfologia, cinética de crescimento, tropismo tecidual, curso da infecção 

em modelos experimentais, susceptibilidade a quimioterápicos, constituição antigênica e 

propriedades bioquímicas, dentre outros. Estas variações também são encontradas no 

genoma, como demonstrado por uma série de estudos independentes, baseados em dados 

bioquímicos e moleculares (revisado por Macedo et al, 2004). Dentre eles destacam-se as 

análises de polimorfismo de isoenzimas (Miles et al, 1977), de fragmentos gerados por 

enzimas de restrição (RFLP) (Morel et al, 1980), de DNA mitocondrial (Vago et al, 1996), 

mini-éxon e DNA ribossômico (Souto et al, 1996), microssatélites (Macedo et al, 2001), 

além de análise por RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) de regiões 

aleatoriamente amplificadas do genoma (Tibayrenc et al, 1993) e análise de variabilidade 

de genes nucleares que codificam proteínas, tais como DHFR (Machado e Ayala, 2001) e o 

gene TcMSH2 (Augusto-Pinto et al, 2003). 

Apesar da grande variabilidade genética, os estudos desses marcadores 

sugerem a existência de duas linhagens filogenéticas principais dentro da espécie T. cruzi, 

denominadas T. cruzi I e T. cruzi II. Até o momento, espécies possivelmente híbridas, que 

não podem ser classificadas como T. cruzi I ou T. cruzi II permanecem identificadas como 

T. cruzi, apenas, sem outro tipo de especificação, até que novos estudos consigam elucidar 

as relações filogenéticas deste grupo. Mais recentemente, extensas análises de diferentes 
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marcadores sugeriram a existência de uma terceira linhagem independente de T. cruzi 

(Freitas et al., 2006).  

Um possível cenário para a evolução das atuais linhagens desse parasita, em 

que pelo menos três grupos ancestrais teriam existido (T. cruzi I, II e III) foi proposto por 

nosso grupo (Freitas et al., 2006). Eventos de hibridização teriam ocorrido entre T. cruzi II 

e III, produzindo linhagens híbridas atuais como a linhagem CL Brener, a qual teve seu 

genoma totalmente sequenciado (El-Sayed et al., 2005). Essas hibridizações teriam sido 

ocasionais e subsequentemente estabilizadas por eventos frequentes de propagação clonal. 

De modo interessante, T. cruzi III teria sido o doador de material citoplasmático nessas 

hibridizações e T. cruzi II/III doadores de material nuclear (uma vez que todos os híbridos 

analisados até o momento possuem mitocôndria característica de T. cruzi III e material 

nuclear característico de T. cruzi II/III). De fato, eventos de hibridização entre cepas de T. 

cruzi já foram demonstrados em laboratório (Gaunt et al., 2003). 

Nos últimos anos, estudos sugerem que a variabilidade genética presente entre 

as cepas do grupo II é maior que aquela presente entre as cepas do grupo T. cruzi I (Brisse 

et al., 2001, Buscaglia e DiNoia, 2003; Mathieu-Daude et al., 2007; Cerqueira et al., 

2008). Vários estudos demonstram ainda a associação preferencial de T. cruzi I com o ciclo 

silvestre e T. cruzi II com o ciclo doméstico da doença de Chagas (Fernandes et al., 1999 e 

Freitas et al., 2005). É possível que a maior diversidade genética das cepas de T. cruzi II 

esteja relacionada à sua maior adaptação ao ciclo doméstico, uma vez que a variabilidade 

facilitaria o escape ao sistema imunológico humano (Machado et al., 2006). 
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1.5.3. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA GERAÇÃO DE VARIABILIDADE 

EM T. CRUZI                

Apesar do grande volume de dados descrevendo a variabilidade genética da 

espécie e propondo a classificação das diferentes cepas, poucos estudos foram realizados 

buscando identificar os mecanismos responsáveis pela geração de variabilidade em T. 

cruzi. O entendimento desses mecanismos é necessário para que possamos compreender 

melhor a interação desse parasita e seus hospedeiros vertebrados. 

Ao invadir células do hospedeiro, o T. cruzi escapa dos danos causados por 

uma eventual resposta imune humoral, porém ainda necessita de uma estratégia para 

garantir a eficiência da infecção e adaptação aos diferentes hospedeiros e às flutuações nas 

condições dentro do próprio hospedeiro. Um alto nível de polimorfismos parece 

representar uma potente arma para aumentar as chances de sobrevivência do parasita 

nessas condições, pois proporcionaria um meio de adesão a uma grande variedade de 

moléculas na membrana da célula hospedeira, além de favorecer o escape à resposta imune 

do hospedeiro (Frasch, 2000). Um estudo recente sugeriu que a frequência de mutações de 

ponto ao acaso em sequências codificadoras para genes nucleares tende a ser menor que 

em sequências de genes codificadores de proteína de superfície (Azuaje et al., 2007), o que 

está de acordo com a hipótese da variabilidade como mecanismo de invasão/adaptação ao 

hospedeiro. Alem disso, Cerqueira e colaboradores (2008) realizaram análises das 

sequências de genes de duas famílias multigênicas (Amastina e TcAg48) presentes no 

genoma de T. cruzi, possivelmente relacionadas a mecanismos de evasão do sistema imune 

do hospedeiro e observaram que genes que codificam Amastina (uma glicoproteína de 

superfície de amatigotas) e TcAg48 (uma proteína de ligação a RNA reconhecida pelo soro 

de pacientes chagásicos), dispostos em cluster no genoma do parasito, apresentam alta 



 

Introdução Página 32 

variabilidade intragenômica. De modo interessante, a variabilidade dessas sequências é 

ainda maior em cepas de T. cruzi II, quando comparadas a cepas de T. cruzi I. 

Nosso grupo de pesquisa tem procurado compreender como a variabilidade 

genética é gerada em T. cruzi, buscando compreender o papel do metabolismo de DNA 

nesse processo. A ausência (ou baixa frequência) de recombinação sexuada implica em 

refinados mecanismos de controle entre o surgimento de mutações e processos de 

manutenção da estabilidade do genoma do parasito. Dessa forma, desenvolvemos estudos 

sobre MMR, BER, Sistema GO, recombinação homóloga e síntese translesão em T. cruzi, 

além de estudos sobre genes e proteínas dessas vias.  

1.5.4. METABOLISMO DE DNA EM T. CRUZI        

É bem conhecida a participação do reparo de DNA em processos como 

mutagênese e recombinação, que podem ser importantes para a geração de variabilidade 

em T. cruzi. A maioria dos genes que codificam componentes da maquinaria de reparo de 

DNA foi identificada após o sequenciamento do genoma de T. cruzi (El-Sayed et al., 

2005), porém poucos estudos foram desenvolvidos acerca deste tema. 

i. MMR  

As primeiras indicações de que T. cruzi possuía um MMR funcional foram 

obtidas através da clonagem e caracterização, nesse tripanossomatídeo, do gene MSH2, 

principal componente da via de reparo de erros de pareamento em eucariotos (Augusto-

Pinto et al., 2001; Augusto-Pinto et al., 2003). Posteriormente, um conjunto 

funcionalmente completo de genes envolvidos nessa via de reparo foi identificado através 

da análise da sequência completa do genoma desse organismo (El-Sayed et al., 2005).  
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O gene TcMSH2 é um gene de cópia única, que possui uma fase aberta de 

leitura de 962 aminoácidos, uma identidade considerável com seus homólogos eucarióticos 

e é expresso constitutivamente em todos os estágios do ciclo de vida do parasito (Augusto-

Pinto et al., 2001). O estudo com TcMSH2 de diferentes cepas de T. cruzi revelou a 

presença de polimorfismos na sequência desse gene, que indicam a existência de três 

isoformas da proteína MSH2 na espécie (TcMSH2A, TcMSH2B e TcMSH2C) (Augusto-

Pinto et al., 2003). Estes resultados sustentam a divisão da espécie T. cruzi em três 

linhagens principais (T. cruzi I, II e III), uma vez que cada isoforma é codificada por um 

desses grupos (Figura 10) (Augusto-Pinto et al., 2003).  

Estudos posteriores compararam a ocorrência de instabilidade de 

microssatélites, após tratamento com peróxido de hidrogênio, entre linhagens celulares que 

codificam diferentes isoformas de TcMSH2 (Augusto-Pinto et al., 2003, Machado-Silva, 

2008). Os resultados indicaram que linhagens que codificam a isoforma C de TcMSH2 (T. 

cruzi II) apresentam menor eficiência no MMR, sob condições de estresse, quando 

comparadas a linhagens que apresentam a isoforma A (T. cruzi I) (Augusto-Pinto et al., 

2003, Machado-Silva, 2008). Estes dados estão de acordo com a maior variabilidade 

genética encontrada em linhagens do tipo II, uma vez que o MMR está diretamente 

relacionado ao controle da taxa de mutação em uma célula (Machado et al., 2006). 

Comparações entre as sequências protéicas das três isoformas de TcMSH2 

mostraram a existência de substituições de aminoácidos em importantes domínios 

funcionais da proteína, como os responsáveis pela ligação ao mismatch e pela atividade 

ATPásica (Augusto-Pinto et al., 2003; Machado-Silva, 2008). De fato, ensaios in vitro com 

TcMSH2 recombinante (Figura 11) indicaram que a isoforma A apresenta maior eficiência 

na atividade ATPásica, quando comparada à isoforma C (Machado-Silva, 2008). Além   
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FIGURA 10 – Isoformas de TcMSH2 nas diferentes linhagens de T. cruzi e possíveis 

correlações com a eficiência do MMR, diversidade genética e taxa de mutação. 
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FIGURA 11 - Atividade ATPásica de TcMSH2. Gel de poliacrilamida 20% revelado em 

filme de fotografia mostrando o produto da reação de 5 µCi de [-
32

P]ATP com 2 pmol de 

TcMSH2C-MBP, em tampão apropriado, na ausência (linhas 1, 2 e 3) ou presença de 10 

µM de CdCl2 (linhas 4 e 5); o produto da reação de 5 µCi de [-
32

P]ATP com 2 pmol de 

TcMSH2A-MBP (linhas 6 a 8) ou com 2 pmol de MBP (linhas 9 e 10). A hidrólise de ATP 

é evidenciada pelo aparecimento de uma banda correspondente a Pi, indicada pela seta. O 

controle negativo foi realizado pela incubação de ATP a 37
 o

C em tampão de reação, na 

ausência de qualquer proteína (linhas 11 e 12). A radiação emitida pela banda 

correspondente ao ATP detectada pelo filme de fotografia foi quantificada, e seus valores 

relativos estão apresentados na tabela. (Fonte: Machado-Silva, 2008). 

  

Proteína Tempo de Reação ATP (%) 

TcMSH2 C 
0 h 100 

2 h 71,1  +  5 

TcMSH2 C         
+ CdCl2 

0 h 100 

2 h 101,7 + 5,24 

TcMSH2 A 
0 h 100 

2 h 42,6  +  5,46 
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disso, foi visto que concentrações micromolares de cloreto de cádmio inibem a atividade 

ATPásica de TcMSH2C (Machado-Silva, 2008), o que está de acordo com dados na 

literatura que mostram que o cádmio, quando presente em baixas concentrações, é um 

inibidor especifico do MMR, possivelmente pela inibição da atividade ATPásica de 

complexos envolvendo MSH2 (MSH2/MSH3 e MSH2/MSH6) (Jin et al., 2003; Clark e 

Kunkel, 2004; Slebos et al., 2006; Banerjee e Flores-Rozas, 2005). 

Ensaios de tolerância à cisplatina e MNNG (Campos et al., artigo em 

preparação) utilizando quatro cepas de T. cruzi (Figura 12), também indicam maior 

eficiência do MMR em cepas que codificam a isoforma A de TcMSH2. Os fenótipos de 

tolerância à cisplatina (Fink et al., 1996) e a MNNG (Adamson et al., 2005) estão 

associados à baixa eficiência do MMR. Isto acontece porque proteínas do MMR (incluindo 

MSH2) podem atuar como sensores de determinados danos no DNA (como os causados 

por agentes alquilantes, como o MNNG, ou por drogas quimioterápicas, como a 

cisplatina), executando importante papel na ativação de checkpoints de ciclo celular e 

indução de apoptose quando esses danos ultrapassam certo limite crítico. Os ensaios 

mostram que cepas pertencentes ao grupo T. cruzi I apresentaram maior sensibilidade em 

resposta ao tratamento com cisplatina ou MNNG, quando comparadas às cepas T. cruzi II. 

Recentemente, estudos com TcMSH2 em um sistema heterólogo (linhagens de 

Trypanosoma brucei nocautes contendo o gene MSH2 deletado) indicaram ainda a 

participação de TcMSH2 na resposta ao estresse oxidativo, de maneira independente de 

MLH1 (Machado-Silva, 2008). De fato, já é conhecida a participação de MSH2 no 

reconhecimento de erros de pareamento envolvendo lesões oxidativas (Ni et al., 1999). 

Dessa forma, Campos e colaboradores (artigo em preparação) analisaram também a 

sobrevivência das cepas JG, Esmeraldo, Silvio e Colombiana em resposta ao estresse 

oxidativo gerado por peróxido de hidrogênio (H2O2). Os resultados (Figura 12D)  
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A) 

 

 

B) 

 

 

FIGURA 12 – Resposta de diferentes cepas de T. cruzi ao tratamento com cisplatina, 

MNNG e H2O2. Figura adaptada do artigo em preparação dos autores Priscila Campos, 

Carolina Furtado, Carlos Machado e Santuza Teixeira 
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C) 

 
 

D) 

 
 

 

 

Figura 12 – Continuação.  
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mostraram que as cepas Silvio e Colombiana responderam melhor ao tratamento com H2O2 

(maior sobrevivência na condição de estresse), quando comparadas às cepas JG e 

Esmeraldo, novamente sugerindo maior eficiência da atividade de TcMSH2 em linhagens 

T. cruzi II.  

ii. Outras vias de reparo ou tolerância a danos no DNA 

Em relação a proteínas de T. cruzi envolvidas no reparo por excisão de bases, 

nosso grupo caracterizou recentemente as DNA polimerases  e -PAK (Lopes et al., 

2008). Ambas apresentam atividades de DNA polimerase e dRP liase e uma localização 

mitocondrial incomum. A TcPol-PAK é capaz de realizar síntese através de 8-oxoG e a 

TcPol discrimina entre dNTPs e ddNTPs. Os dados indicam que ambas cooperam para 

manter a integridade do DNA mitocondrial, através da atuação em mecanismos múltiplos 

como o BER, preenchimento de gaps e síntese translesão.  

Várias polimerases pertencentes à via de síntese translesão vêm sendo 

estudadas em T. cruzi (Rajão et al., 2009, de Moura et al., 2009). Estas enzimas 

especializadas aparentam ter um importante papel na evolução e na adaptação de 

organismos a ambientes hostis, uma vez que elas são capazes de causar mutações, de 

replicar DNA contendo lesões e ainda de atuar no reparo do DNA (Prakash et al., 2005).  

Uma das polimerases estudadas foi a DNA Polimerase Kappa (TcPol) que, 

diferentemente dos ortólogos descritos em outros eucariotos, possui localização 

mitocondrial (Rajão et al., 2009). Essa proteína é capaz de polimerizar através de 8-oxoG 

in vitro, além de realizar síntese de DNA em um intermediário da recombinação, e parece 

estar envolvida na resistência do parasito a estresse oxidativo e à radiação gama, atuando 

em processos de recombinação homóloga. Além disso, é capaz de estender diferentes tipos 
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de erros de pareamento, o que pode evidenciar um importante papel adaptativo desta 

proteína, uma vez que tolera o surgimento de alterações (variabilidade genética) na 

sequência de um determinado gene. 

Em relação aos processos de recombinação, foi demonstrado por nosso grupo 

que o T. cruzi é capaz de sobreviver a altas doses de radiação gama (Regis-da-Silva et al. 

2006). Este tipo de radiação induz quebras duplas no DNA nuclear e mitocondrial, as quais 

são reparadas principalmente por recombinação homóloga neste parasito, uma vez que não 

possui a via NHEJ (El-Sayed et. al 2005). A resposta do T. cruzi frente à radiação gama é 

caracterizada por três estágios: (i) interrupção do crescimento da cultura e indução de 

genes do reparo por recombinação; (ii) aumento das taxas de reparo de DNA e (iii) 

inibição das proteínas do reparo por recombinação. Parasitos superexpressando TcRad51 

(que possui um papel crucial na recombinação homóloga) ou TcPolK apresentaram maior 

recuperação do crescimento após a irradiação, quando comparados a parasitos selvagens 

(Regis-da-Silva et al., 2006, Rajão et al., 2009). 

Dentre todas as particularidades encontradas no metabolismo de DNA em T. 

cruzi, talvez as mais distintas sejam aquelas relacionadas ao seu DNA mitocondrial. 

Diferentemente de outros organismos eucariotos, o DNA mitocondrial dos 

tripanosomatídeos (kDNA) está organizado em uma estrutura extremamente complexa, a 

qual requer a participação de um grande número de enzimas para completar todas as etapas 

de sua replicação (Liu et al., 2005). Várias enzimas que em outros eucariotos se encontram 

localizadas no núcleo, nos tripanosomatídeos apresentam localização mitocondrial. A 

mitocôndria de mamíferos, por exemplo, possui apenas uma DNA polimerase – Pol 

(Hudson e Chinery, 2006) – enquanto em tripanosomatídeos já foi verificada a presença de 

pelo menos sete – Pol, Pol, Pol-PAK, Pol IA, Pol IB, Pol IC e Pol ID (Klingbeil et al., 
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2002; Saxowsky et al., 2003; Rajão et al., 2009; Lopes et al., 2008). Cada uma destas 

polimerases possui um papel específico na duplicação do kDNA. De fato, estudos em T. 

brucei mostram que a inibição de um destes genes compromete a duplicação do 

cinetoplasto (Klingbeil et al., 2002). Isto mostra que o metabolismo do kDNA, além de ser 

um processo que demanda uma maquinaria enzimática complexa, é essencial para a vida 

de tripanosomatídeos. Uma vez que os tripanosomatídeos possuem apenas uma 

mitocôndria, uma eficiente duplicação do kDNA é crucial para a divisão da célula. Assim, 

o bloqueio de forquilhas de replicação causado por lesões de 8-oxoG poderia ser letal para 

o T. cruzi. A atividade de síntese translesão realizada por TcPol-PAK e TcPol poderia 

permitir que a replicação do kDNA progredisse mesmo na presença de lesões causadas por 

estresse oxidativo. Enquanto a TcPol-PAK está localizada principalmente no centro do 

“disco” do cinetoplasto (Saxowsky et al., 2003), a TcPol possui sua localização mais 

concentrada nos sítios antipodais, onde também se localiza a TcPol. 

Neste trabalho, um dos objetivos principais foi investigar supostas variações na 

eficiência de reparo de DNA entre linhagens de T. cruzi que apresentam diferentes níveis 

de variabilidade genética, com ênfase em vias de correção de erros de pareamento (MMR) 

ou de danos oxidativos. Dentro dessa proposta, alvejamos estudar os possíveis efeitos 

destas vias sobre a taxa de mutação nessas linhagens. Por isso, um segundo objetivo foi 

desenvolver um sistema para análise da taxa de mutação em T. cruzi. Além disso, visamos 

caracterizar alguns mecanismos de controle da mutagênese promovida por estresse 

oxidativo neste organismo, em especial, enzimas do Sistema GO. 

 

 



 

Introdução Página 42 

1.5.5. O SCHISTOSOMA MANSONI E A ESQUISTOSSOMOSE   

No Brasil, o trematódeo Schistosoma mansoni é o principal agente causador da 

esquistossomose, uma das mais importantes doenças parasitárias em áreas tropicais e 

subtropicais (Neves, 2004). Endêmica em 76 países, a esquistossomose infecta mais de 200 

milhões de pessoas, sendo que destas, 120 milhões apresentam sintomas. A 

esquistossomose também pode ser causada por outras espécies do gênero Schistosoma 

(Figura 13), sendo que a espécie infectante determina a sintomatologia da doença (Neves, 

2004). Apesar da mortalidade pela parasitose ser relativamente baixa (20.000 mortes por 

ano), ela representa uma ameaça aos países em desenvolvimento, pois apresenta caráter 

debilitante e incapacitante (Engels et al., 2002). 

O S. mansoni causa a esquistossomose intestinal e hepatoesplênica (Savioli et 

al., 1997) e seu ciclo de vida caracteriza-se pela alternância de fase sexuada no hospedeiro 

vertebrado e fase assexuada no hospedeiro invertebrado (moluscos gastrópodes do gênero 

Biomphalaria), como mostra a figura 14. 

Tentativas de controle e erradicação da esquistossomose não mostram bons 

resultados (Doenhoff et al., 2002; Wilson e Coulson, 2006). No Brasil, o praziquantel tem 

sido utilizado de maneira eficaz no controle da morbidade pela esquistossomose, porém 

não reduz sua prevalência, pois não evita novas infecções. Além disso, existem evidências 

que sugerem o desenvolvimento de resistência ao praziquantel em S. mansoni (Doenhoff et 

al., 2002, Fenwick et al., 2003). Dessa forma, torna-se necessária a identificação de novos 

alvos para drogas, vacinas e diagnósticos da doença, além do esclarecimento das bases 

biológicas de processos como resistência do parasita a drogas, diversidade antigênica, 

infectividade e patologia. 
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FIGURA 13– Distribuição global da esquistossomose. Fonte: Gryseels et al., 2006. 
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FIGURA 14 – Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. As setas vermelhas indicam os 

estágios de vida do parasito fora do hospedeiro vertebrado, e as setas em azul os estágios 

internos. (1) Ovos eliminados nas fezes liberam miracídios (2) que penetram o caramujo 

(3). Miracídios se transformam em esporocistos (4) que dão origem à várias cercarias (5), 

essas penetram no homem pela pele (6) e transformam-se em esquistossômulos (7). Nessa 

fase, o parasito atinge a circulação (8) e chega ao sistema porta-hepático onde atinge 

maturidade sexual (9). Os vermes adultos acasalados (10) migram para veias mesentéricas 

onde realizam a oviposição. Fonte: adaptado de Center for Disease Control 

(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx). 
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A concentração de esforços em estudos de genômica e genômica funcional dos 

vermes parasitas do gênero Schistosoma visa atingir tais objetivos (LoVerde et al., 2004). 

Até o momento, mais de 19 000 novos genes do parasita já foram descobertos 

(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/T_release.pl?gudb=s_mansoni). Muitos 

deles (cerca de 75%), no entanto, têm funções desconhecidas, por não apresentarem 

homologia com genes já descritos de outras espécies (Wilson et al., 2006). Dessa forma, 

torna-se necessária a caracterização funcional desses genes. 

1.5.6. PÓS-GENÔMICA DO SCHISTOSOMA MANSONI              

A pesquisa em biologia de esquistossomos ainda sofre com várias dificuldades 

experimentais: (i) esses parasitos têm ciclo de vida complexo, que envolve dois 

hospedeiros distintos e diversos estágios de vida; (ii) esquistossomos não se multiplicam in 

vitro e (iii) apresentam tecidos distintos que ainda não são cultivados in vitro (Wilson et 

al., 2006; Van Hellemond et al., 2007). Além disso, ainda não foi possível a produção de 

vermes transgênicos, o que dificulta a obtenção de nocautes.  

Vários grupos têm buscado contornar essas dificuldades, através de diferentes 

metodologias. Dentre elas, destacam-se a manipulação ou silenciamento gênico por 

interferência de RNA (RNAi) (Boyle et al., 2003; Ndegwa et al., 2007; Geldhof et al., 

2007), a comparação da expressão gênica diferencial por microarray (Dillon et al., 2006; 

Fitzpatrick et al., 2005; Waisberg et al., 2008), a análise serial da expressão gênica 

(SAGE) para caracterizar o desenvolvimento do verme (Williams et al., 2007) e a 

caracterização do proteoma por eletroforese bidimensional combinada com espectrometria 

de massa (Curwen et al., 2004; revisado por Van Hellemond et al., 2007). Além destes, 

novos procedimentos estão sendo desenvolvidos, como a transformação na linha germinal 

de S. mansoni (Beckmann et al., 2007) e a análise de expressão gênica por microdissecção 



 

Introdução Página 46 

microscópica a laser (Jones et al., 2007). Entre os trabalhos realizados pelo nosso grupo, 

uma técnica muito utilizada foi a caracterização funcional de produtos gênicos através da 

complementação funcional de leveduras nocaute. 

1.5.7. REPARO DE DNA EM S. MANSONI        

Ao longo de seu complexo ciclo de vida, o S. mansoni necessita se adaptar a 

diferentes ambientes e, consequentemente, é exposto a diferentes agentes que danificam o 

DNA. Este organismo é exposto, por exemplo, à luz UV e poluentes químicos em seus 

estágios de vida livre, e a radicais livres provenientes do sistema imune, quando se 

encontra dentro de um hospedeiro vertebrado. A grande disponibilidade de sequências de 

S. mansoni geradas pelos projetos genoma e transcriptoma permitiu identificar genes e 

transcritos relacionados ao processo de reparo ou de tolerância a danos no DNA do 

parasito. No entanto, poucos estudos específicos acerca desses processos foram realizados. 

Na verdade, há apenas dois trabalhos sobre o tema: o primeiro trabalho (Silva et al., 2006) 

analisa a expressão das enzimas RAD6, UBC13 e MMS2 em diferentes fases do ciclo de 

vida de S. mansoni. Essas proteínas, envolvidas no processo de ubiquitinação de PCNA 

(Hoege et al. 2002), estão relacionadas com o mecanismo de síntese translesão. Através de 

RT-PCR, os autores mostraram que essas proteínas são expressas em todas as fases 

analisadas do parasito (verme adulto, ovos, cercária, esquistossômulo e caramujos 

infectados), indicando a importância dessa via de tolerância a danos no DNA no parasito. 

Outro trabalho (Ruelas et al., 2007) mostra que o reparo de danos por luz UV (UVB) em 

miracídios e esporocistos de S. mansoni ocorre principalmente através do processo de 

fotoreativação (reparo de DNA pela exposição a luz visível após a luz UVB), e não pelo 

NER, o que indica que os danos gerados por UVB são principalmente dímeros de 

pirimidina-ciclobutano 
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Neste trabalho, com o objetivo de identificar e caracterizar genes de S. mansoni 

envolvidos no reparo de DNA e/ou tolerância a danos no DNA, utilizamos a estratégia de 

complementação funcional heteróloga de bactérias deficientes em diferentes vias de reparo 

e uma biblioteca de cDNA do verme adulto. A complementação funcional foi empregada 

com sucesso em diferentes organismos (Augusto-Pinto et al., 2003) e está ancorada na alta 

conservação que os genes envolvidos no reparo de DNA mantiveram ao longo da 

evolução.
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OBJETIVO GERAL 

Investigar alguns aspectos do metabolismo de DNA relacionados à geração de 

variabilidade genética, vias de reparo ou mecanismos de tolerância a danos no DNA nos 

parasitos humanos Trypanosoma cruzi e Schistosoma mansoni. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Identificar e caracterizar genes de S. mansoni envolvidos no reparo e/ou tolerância 

a danos no DNA causados pelo agente alquilante MMS; 

2. Comparar cepas de T. cruzi pertencentes às linhagens T. cruzi I e T. cruzi II, quanto 

à resposta a diferentes agentes mutagênicos (cisplatina, MNNG e cloreto de 

cádmio) e ao estresse oxidativo, buscando avaliar o papel do MMR e da proteína 

MHS2 nesse processo; 

3. Investigar um dos componentes da resposta ao estresse oxidativo no T. cruzi, a 

DNA glicosilase TcOgg1, através de estudos in vivo; 

4. Investigar a existência de atividade MutT-like em T. cruzi, através da 

complementação do fenótipo hipermutador de bactérias deficientes em mutT; 

5. Verificar os efeitos da superexpressão do gene mutT de E. coli em T. cruzi quanto à 

resistência do parasito ao estresse oxidativo e ao controle dos níveis de 8-oxoG no 

DNA nuclear e mitocondrial; 

6. Estabelecer um sistema de transfecção com gene repórter para avaliar a taxa de 

mutação em T. cruzi. 
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3.1 CÉLULAS E MEIOS DE CULTURA          

3.1.1  TRYPANOSOMA CRUZI        

Foram utilizadas, no presente estudo, cinco cepas de Trypanosoma cruzi: JG, 

Colombiana (clone Col1.7g2) e CL Brener, provenientes do laboratório do Prof. Egler 

Chiari, do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais, além 

de Silvio X10 clone 1 e Esmeraldo clone 3, gentilmente cedidas pela Profª. Bianca 

Zingales da Universidade de São Paulo. As culturas foram mantidas a 28
 o

C por passagens 

regulares em meio LIT (0,5% de liver digested neutralized, 0,5% de bactotriptona, 0,2% de 

dextrose, 0,4% de NaCL, 0,04% KCl, 0,8% de Na2HPO4, 20 µg.mL
-1

 de hemina, pH 7,3) 

esterilizado por filtração em filtro de 0,2 µm, suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Cultilab) e acrescido de penicilina (100 U.mL
-1

) e estreptomicina (100 µg.mL
-1

) 

(Invitrogen), como descrito previamente por Camargo (1964). 

3.1.2  ESCHERICHIA COLI           

As linhagens de Escherichia coli utilizadas neste estudo foram: DH5α (supE44, 

lacU169, hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi1, relA1) (Hanahan, 1983) e AB1157 [F- thr-

1, leuB6, thi-1, argE3, his-G4, (gpt-proA), 62lacY1, galK2, xyl-5, ara-14, rpsL31, 

kdgK51 mtl-1, txs-33, supE44 (str
R
) rfbD1] (Bachmann, 1972), além das derivativas 

GC4803 (como AB1157, tag:alkA) (Clarke et al., 1984), AB1186 (como AB1157, uvrA6) 

(Bachmann, 1972), BW535 (como AB1157, xth, nfo, nth) (Cunningham et al., 1986), 

BH600 [como AB1157, leuB6::Tn10 (tet
R
)] e BH20 [como AB1157, fpg1::Tn5 (kan

R
)] 

(Boiteux & Huisman, 1989), provenientes do laboratório do Dr. Serge Boiteux 
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(Laboratoire de Radiobiologie de l’ADN, Département de Radiobiologie et 

Radiopathologie, Centre National de la Recherche Scientifique, France). 

As linhagens bacterianas foram cultivadas a 37
 o

C, sob agitação constante       

(180 rpm), em meio 2xYT (1,6% de triptona, 1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, pH 

7,0) (Sambrook, 1989) esterilizado por autoclavagem. Quando necessário, foram 

adicionados ao meio de cultura os antibióticos ampicilina (100 µg.mL
-1

), tetraciclina (12,5 

µg.mL
-1

), kanamicina (10 µg.mL
-1

) e estreptomicina (10 µg.mL
-1

). Para produção de meio 

2xYT sólido, foi adicionado 1,5% de ágar antes da autoclavação. O crescimento das 

bactérias em meio sólido foi feito em estufa a 37
 o

C. 

3.1.3  SACCHAROMYCES CEREVISIAE             

A cepa haplóide selvagem de Saccharomyces cerevisiae utilizada neste 

trabalho foi BY4735 (MATα, ade2:hisG, his3200, leu20, met150, trp163, ura3) 

(Brachmann, 1998). A cepa mutante CRIMP4 foi construída a partir de BY4735, conforme 

descrito em itens adiante. 

As leveduras selvagens foram crescidas a 30
 o

C, sob agitação constante       

(220 rpm), em meio rico YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose 

ou galactose, pH 7,0) esterilizado por autoclavagem. As leveduras modificadas foram 

crescidas nas mesmas condições, porém em meio mínimo seletivo SD (Synthetic Drop-Out 

Media) [0,5% de sulfato de amônio, 0,17% de YNB (yeast nitrogen base), pH 5,8], 

suplementado, conforme necessário, com adenina (200 mg.mL
-1

), leucina (1 g.mL
-1

), 

metionina (200 g.mL
-1

), triptofano (200 g.mL
-1

) e uracila (200 g.mL
-1

) (Bachmann, 1972). 

Para produção de meios YPD ou SD sólidos, foi adicionado ágar a 2% antes da 

autoclavação. O crescimento das leveduras em meio sólido foi feito em estufa a 30
 o
C. 
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3.2  AMPLIFICAÇÃO DE DNA POR PCR 

Os iniciadores utilizados neste trabalho (Tabela 1) foram sintetizados pela 

companhia Alpha DNA (Quebec, Canadá), diluídos em água deionizada e estocados a       

–20
 o

C em alíquotas na concentração de 200 pmol.µL
-1

. A utilização de cada iniciador está 

indicada na tabela 2. 

As amplificações de regiões específicas de DNA para clonagem em vetores 

plasmidianos foram feitas a partir de 50 ng de DNA genômico ou 2 ng de DNA 

plasmidiano, em reações de 20 µL contendo 5 pmol de iniciador forward, 5 pmol de 

iniciador reverse, 200 µM de cada dNTP, 1X de tampão IB (Phoneutria) [1,5 mM MgCl2, 

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,4), 0,1% Triton X-100] e 1U de Taq DNA polimerase 

(Phoneutria).  

Nas reações de amplificação feitas para confirmar a presença de insertos em 

clones transformados de bactérias (PCR de colônia), pequenas porções de colônias isoladas 

foram adicionadas a 10 µL de mix de reação contendo 2,5 pmol de cada iniciador 

específico, 200 µM de dNTPs, 0,5 U de Taq DNA polimerase e 1X de tampão IB. 

Nos procedimentos de PCR a partir de clones de leveduras transformadas, 

colônias isoladas foram transferidas para microtubos contendo 50 µL de mix de PCR 

composto de 15 pmol de cada iniciador específico, 200 µM de dNTPs, 1X de tampão IB e 

2,5 U de Taq DNA polimerase. Após a adição das células, os tubos foram vortexados por 

30 seg. 

Em algumas reações de amplificação, às quais denominamos “PCR de colônia 

de T. cruzi”, utilizamos como molde o DNA genômico de populações clonais de T. cruzi 

presente em baixo grau de pureza em uma alíquota (2-6 µL) de lisado celular. Essas  
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TABELA 1 – Sequência dos iniciadores utilizados neste trabalho 

Iniciador Sequência (5` 3`)
1
 

LEV1  TCCTTCTAATGACACACTAT 

LEV2 TCTTCCCTTCGTTCGTTTTG 

HIS311 AACCCTATACCTGTGTGGA 

DED1 GCTCCAAGAAACGAAAAGG 

IMP1 GGTGTTCCAACTTCTTTGAC 

IMP2 GGCAGTCCTTATGAATCTTC 

OggA.Xba-F TCTAGAATGTATTTTGCTAT 

OggA.Hind-R AAGCTTTCAGTTGTCTCTTTGCCC  

OggA.Xho-R CTCGAGTCAGTTGTCTCTTTGCCC  

Ndx1BamF GGATCCATGTTGAAGCGGTATGAA  

Ndx1HindR AAGCTTTTAACAAAACATCGTACTCAT  

Ndx4BamF GGATCCATGACTCTGACAACTCATGAT 

Ndx4HindR AAGCTTTCACTCCTGTTGCACTCGTGG 

mthEcoF GAATTCATGGCCGCGATGACTGCGAC  

mthHindR AAGCTTTCAGCTGGAGTTTTCCTTGT  
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muttXbaF TCTAGAATGAAAAAGCTGCAAATTGC 

muttPstR CTGCAGCTACAGACGTTTAAGCTTCGC  

muttXhoR CTCGAGCTACAGACGCTTAAGCTTCGCA 

RTmuttF GTAGGTATTATTCGCAACGAGA 

RTmuttR TTTCACCCATTTCAATTTTACCG 

NeostopXbaF TCTAGAATGTGATCGGCCATTGAA 

NeostopBamF GGATCCATGTGATCGGCCATTGAACA 

NeoBamF GGATCCATGGGATCGGCCATTGAACA 

NeoXhoR CTCGAGTCAGAAGAACTCGTCAAG 

NeoHindR AAGCTTTCAGAAGAACTCGTCAAG 

90neoF GGATCCATGACAATCGGCTGCTCTGATGC 

180neoF GGATCCATGAATGAACTGCAGGACGAGGC 

270neoF GGATCCATGGGAAGGGACTGGCTGCTATT 

Hx1-F TTCTTCAAAATATGCAGCGG 

NeoSeq-R ACAGGTCGGTCTTGACA 

(1) Os sítios de restrição estão sublinhados 
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TABELA 2 – Fragmentos amplificados pelos diferentes pares de iniciadores utilizados 

Pares de 

Iniciadores  

Fragmento amplificado 

(organismo) 
Utilização  

LEV1 e LEV2 
Gene IMP4  

(S. cerevisiae, cepa BY4735) 
Clonagem em pUC18 

LEV1 e HIS311 

Fragmento híbrido formado por parte do 

gene IMP4 e parte do cassete HIS  

(S. cerevisiae, linhagem CRIMP4) 

Verificação da disruptura de 

ScImp4 em leveduras CRIMP4 

IMP1 e IMP2 
Porção 5’ do gene IMP4 

(S. cerevisiae) 
RT PCR de leveduras 

DED1 e IMP2 

Fragmento híbrido formado por parte do 

gene DED1 e parte do gene IMP4 

(S. cerevisiae, linhagem CRIMP4) 

RT PCR de leveduras 

OggA.XbaF e 

OggA.HindR Alelo TcOgg1A 

(T. cruzi, clone CL Brener) 

Clonagem em pMAL c2G 

OggA.XbaF e 

OggA.XhoR 
Clonagem em pROCK_HIGRO 

Ndx1BamF e 

Ndx1HindR 

Ndx1 

(T. cruzi, clone CL Brener) 
Clonagem em pMAL c2G 

Ndx4BamF e 

Ndx4HindR 

Ndx 4 

(T. cruzi, clone CL Brener) 
Clonagem em pMAL c2G 

mthEcoF e mthHindR 
TcMTH 

(T. cruzi, clone CL Brener) 
Clonagem em pMAL c2G 

muttXbaF e     

muttPstR Gene MutT 

(E. coli, linhagem AB1157) 

Clonagem em pMAL c2G 

muttXbaF e muttXhoR Clonagem em pROCK_HIGRO 

RTmuttF e   RTmuttR 
Fragmento interno ao gene MutT         de 

E. coli 
RT PCR de T. cruzi 

NeostopBamF e 

NeoHindR 

Gene Neostop 

Clonagem em pMAL c2G 

NeostopXbaF e 

NeoXhoR  
Clonagem em pROCK_HIGRO 
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NeoBamF e 
NeoHindR  

Gene Neo Clonagem em pMAL c2G 

90neoF e 
NeoHindR  

Gene Neo truncado: deleção de 90 pb na 

porção 3’ 
Clonagem em pMAL c2G 

180neoF e 
NeoHindR 

Gene Neo truncado: deleção de 180 pb 

na porção 3’ 
Clonagem em pMAL c2G 

270neoF e 
NeoHindR 

Gene Neo truncado: deleção de 270 pb 

na porção 3’ 
Clonagem em pMAL c2G 

Hx1F e      

NeoSeq-R 
Fragmento híbrido contendo porção 3` 

do gene neostop  

Sequenciamento da porção 3` do 

gene neostop 
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reações continham 5 pmol de cada iniciador, 200 µM de dNTPs, 1X de tampão IB e 2U de 

Taq DNA polimerase em um volume final de 20 µL. 

Todas as amplificações foram realizadas em termocicladores J. M. Research       

PTC-100. O programa de amplificação consistiu em: 

i. 5 min de desnaturação inicial a 94
 o
C; 

ii. 30 ciclos de desnaturação (94
 o

C por 1 min), anelamento (54
 o

C por 1 min) e 

extensão (72 
o
C por 1 min); 

iii. 10 min de extensão final a 72
 o
C. 

O produto das amplificações foi analisado em gel de agarose 1% na presença 

do padrão de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram corados com 

brometo de etídeo e analisados sob luz UV. 

3.3   SEQUENCIAMENTO DE DNA 

O sequenciamento de DNA plasmidiano ou de produtos amplificados por PCR 

foi feito em ambas as direções, de acordo com o método descrito por Sanger (1977), 

através do sequenciador automático MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Em cada reação 

foram utilizados 4 µL do kit DYEnamic ET Dye Terminator MegaBACE (GE Healthcare), 

5 pmol de iniciador específico forward ou reverse e quantidades variáveis de DNA molde 

(200 ng de DNA plasmidiano ou 50 ng de produtos de PCR purificados por PEG) O 

programa de amplificação, realizado no termociclador Mastercycle gradient (Eppendorf), 

consistiu em 35 ciclos de desnaturação (95
 o

C, 20 seg), anelamento (54
 o

C, 15 seg ) e 

extensão (60
 o

C, 80 seg). Após a amplificação, os produtos fluorescentes foram 
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precipitados com etanol (Sambrook, 1989) e injetados no sequenciador, de acordo com as 

especificações do fabricante. 

3.4   ANÁLISES IN SILICO      

Os resultados obtidos pelo sequenciamento de DNA foram analisados através 

do programa Phred, do pacote Phred-Phrap (Ewing et al, 1998), disponibilizado em 

http://helix.biomol.unb.br/phph. Sequências gênicas e protéicas foram alinhadas e 

examinadas através da interface Multalin (Corpet, 1988) em 

http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html. Resíduos conservados e não conservados 

de sequências protéicas foram destacados utilizando o programa BOXSHADE 3.21, 

disponível em (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). O programa ORF 

Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) foi utilizado na busca pela maior 

janela aberta de leitura em sequências de nucleotídeos e predição de sua sequência de 

aminoácidos. Sequências homólogas a diferentes ORFs foram encontradas com o 

programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

3.5 VETORES PLASMIDIANOS E CLONAGEM DE FRAGMENTOS DE 

DNA       

Os vetores plasmidianos utilizados neste trabalho foram pGEM
®

-T Easy 

(Promega) (Anexo 1), pROCK_HIGRO (DaRocha et al, 2004) (Anexo 2), pMAL-c2G  

(New England Biolabs) (Anexo 3), pUC18 (Amersham Biosciences) (Anexo 4), além dos 

vetores pDIS e pYEDP (ou pYEDP60-2-ADE2-URA3-GAL10-CYC1) (Anexo 5). Os 

últimos plasmídeos foram gentilmente cedidos pelo Dr. Francisco Nóbrega, da 

Universidade do Vale do Paraíba (UNIVAP), São Paulo. 
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Nas clonagens de DNA em vetor pGEM
®
-T Easy, uma alíquota (2,5 µL) dos 

produtos de PCR foi utilizada diretamente em reações contendo 50 ng do vetor, 3U de T4 

DNA Ligase e 1X do tampão Rapid Ligation Buffer [30 mM Tris-HCl (pH 7,8), 10 mM 

MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 5% PEG MW8000] em um volume final de 10 µL. As 

reações de clonagem ocorreram a 4
 o
C, por 16 horas. Todos os reagentes foram fornecidos 

pelo fabricante (Promega). 

As clonagens de produtos de PCR no sítio de SmaI do vetor pUC18 foram 

feitas utilizando o kit SureClone® Ligation Kit (Amersham Biosciences), que elimina a 

adenina presente nas extremidades 3` de produtos de PCR, conforme instruções do 

fabricante. 

As clonagens de DNA nos vetores de expressão pROCK_HIGRO, pMAL-c2G 

e pYEDP foram feitas por 16 horas, a 4
 o

C, em reações de 15 µL contendo 50 ng de vetor 

linearizado, 5U de T4 DNA Ligase (Invitrogen), 1X de tampão Reaction Buffer [50 mM 

Tris-HCl (pH 7,6), 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5% PEG 8000] (Invitrogen) 

previamente descongelado no gelo e vortexado, além do inserto, presente em uma razão 

molar de 3:1 em relação ao vetor. Os vetores foram previamente digeridos com o par 

apropriado de endonucleases de restrição, precipitados com PEG 25% e solubilizados em 

água; os insertos foram liberados do vetor pGEM
®
-T Easy pela digestão com as mesmas 

enzimas e purificados a partir de gel de agarose. As quantidades de inserto utilizadas foram 

calculadas através da seguinte fórmula: 

ng de inserto =  ng de vetor  x  tamanho do inserto (kb)  x  razão molar inserto:vetor 

                                                         tamanho do vetor (kb) 
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Uma alíquota de 3 µL do produto das ligações foi utilizada na transformação 

de bactérias eletrocompetentes. Um esquema ilustrativo acerca das construções 

plasmidianas deste trabalho pode ser visto nas figuras 15 e 16. 

3.6   TRANSFORMAÇÃO DE BACTÉRIAS ELETROCOMPETENTES        

Bactérias de diferentes linhagens (DH5α, AB1157, BH600, BH20, GC4803, 

AB1186 e BW535) foram tornadas eletrocompetentes para posterior transformação com 

DNA plasmidiano através da metodologia descrita por Sambrook (1989). Uma cultura de 

bactérias em fase exponencial de crescimento (DO600 entre 0,6 e 0,8) foi centrifugada a 

7500 g por 10 min e lavada três vezes com água deionizada a 4
 o

C. Em seguida, as células 

foram lavadas e solubilizadas em glicerol 10%, aliquotadas e armazenadas a – 80
 o
C. 

Uma alíquota de bactérias eletrocompetentes foi incubada por 10 min no gelo 

na presença do DNA de interesse. A mistura foi então transferida para uma cubeta Gene 

Pulser de 0,2 cm (BioRad) e submetida a um pulso elétrico de 2,5 kV (MicroPulser, 

BioRad). Após a eletroporação, as bactérias foram transferidas para microtubos de ensaio 

contendo 700 µL de meio 2xYT e incubadas por 45 min, a 37
 o

C, sob agitação constante 

(180 rpm). Após este período de crescimento, 200 µL da cultura foram plaqueados em 

meio 2xYT sólido suplementado com ampicilina. As placas foram incubadas a 37
 o

C por 

16 horas.  

Colônias de bactérias isoladas, resultantes de cada transformação, foram 

testadas quanto à presença dos plasmídeos com os insertos de interesse através de PCR de 

colônia, utilizando os iniciadores apropriados, conforme descrito no item 3.2. 
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FIGURA 15 – Estratégias de clonagem em pMAL-c2G e pROCK-HIGRO. O produto 

da PCR específica é diretamente clonado em pGEM-T


 easy e liberado por digestão com o 

par de enzimas apropriado (mostradas em itálico). O fragmento liberado pela digestão é 

purificado a partir de gel de agarose e clonado nos vetores pMAL-c2G ou 

pROCK_HIGRO, digeridos com o mesmo par de enzimas. Os vetores são utilizados na 

transformação de bactérias eletrocompetentes (DH5α, BH600, AB1157, BH20) ou 

transfecção de T. cruzi (cepa CL Brener). Antes da transfecção, o vetor pROCK é 

linearizado por digestão com NotI.  
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FIGURA 16 – Estratégia de clonagem em pYEDP. O produto da PCR é diretamente 

clonado em pUC18 e liberado por digestão com o BamHI e KpnI. O fragmento liberado 

pela digestão é purificado a partir de gel de agarose e clonado no vetor pYEDP, digerido 

com o mesmo par de enzimas. Os vetores são então utilizados na transformação de 

leveduras CRIMP4. 

de leveduras 
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3.7   OBTENÇÃO DE DNA PLASMIDIANO   

Colônias de bactérias contendo plasmídeos de interesse foram crescidas sob 

agitação por 16 horas, a 37
 o

C, em 4 mL de meio 2xYT, na presença de ampicilina. As 

células foram então sedimentadas por centrifugação a 10 000 g por 2 min, lisadas em meio 

alcalino e aproximadamente 20 µg do DNA plasmidiano foi purificado em coluna de 

afinidade utilizando o kit Wizard plus SV minipreps DNA purification system (Promega), 

de acordo com as instruções do fabricante. Nas extrações em larga escala foi utilizado o kit 

Wizard Max Prep (Promega) e cerca de 1 mg do plasmídeo de interesse foi obtido em alto 

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

sedimentadas por 10 min de centrifugação a 5 000 g, seguindo as determinações do kit. 

3.8   DIGESTÃO DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRIÇÃO        

As digestões de DNA plasmidiano foram realizadas nas proporções de 1,5 U de 

cada enzima de restrição para cada 1 µg de DNA, na presença de 100 µg.mL
-1

 de BSA 

(albumina bovina sérica) 1X do tampão especificado pelo fabricante, a 37
 o

C, por 16 horas. 

3.9   PURIFICAÇÃO DE DNA        

3.9.1   PURIFICAÇÃO DE BANDAS DE GEL DE AGAROSE 

Bandas relativas a fragmentos de DNA de interesse foram excisadas de gel de 

agarose 1%, corado com brometo de etídeo, e os fragmentos purificados por afinidade a 

uma membrana de sílica procedente do kit Concert Rapid Gel Extraction System (Gibco-

BRL), seguindo as instruções do fabricante. 
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3.9.2   PRECIPITAÇÃO DE DNA COM ETANOL       

As precipitações de DNA em solução foram feitas adicionando-se 2 volumes 

de etanol absoluto e 0,2 volume de acetato de sódio 3 M (pH 5,2) às soluções e incubando-

as por 16 horas a – 20
 o

C. O precipitado de DNA foi obtido após centrifugação a 20 000 g 

por 15 min a 4
 o

C. O DNA foi lavado duas vezes com etanol 70%, solubilizado em água e 

quantificado. 

3.9.3   PRECIPITAÇÃO DE DNA COM PEG       

As precipitações de produtos de PCR e de DNA de alto peso molecular produto 

de digestões foram feitas com polietilenoglicol (PEG). Inicialmente, foi adicionado às 

soluções 1 volume de PEG 25% sendo a mistura incubada por 15 min a 37
 o

C. Em seguida, 

o DNA foi precipitado por centrifugação a 20 000 g por 15 min a 4
 o

C, lavado 2 vezes com 

etanol 80%, ressuspendido em água e quantificado. 

3.10   DOSAGEM DE ÁCIDOS NUCLÉICOS EM SOLUÇÃO 

DNA e RNA em solução foram quantificadas utilizando o espectrofotômetro 

NanoDrop
TM

 NP 1000 (Thermo-Scientific) através da leitura da absorbância a 260 nm. O 

grau de pureza das amostras foi estimado pela razão entre as leituras em 260 nm e 280 nm. 

3.11   EXTRAÇÃO DE RNA E RT-PCR 

As extrações de RNA total foram feitas utilizando o reagente TRizol 

(Invitrogen). O RNA foi extraído a partir de 10
7
 células de T. cruzi (epimastigotas em fase 

exponencial de crescimento) ou 2 x 10
8
 células de S. cerevisiae (esferoplastos). Leveduras 

provenientes de culturas exponenciais foram convertidas a esferoplastos pelo tratamento 
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por 2 horas a 42
o
C com 25 mg de enzimas líticas de Rhizoctonia solani (Sigma Aldrich), 

em um tampão apropriado (1M de sorbitol, 0,1M de EDTA, pH7, 5). 

Inicialmente, cada cultura ou suspensão celular foi centrifugada (5 000 g, 15 

min, temperatura ambiente), e o sobrenadante foi descartado. As células foram lisadas pela 

adição de 1 mL de TRizol e a mistura foi incubada por 5 min à temperatura ambiente. Em 

seguida, foi adicionado 200 µL de clorofórmio ao lisado, que foi então homogeneizado e 

incubado por 3 min à temperatura ambiente. A separação da fase aquosa foi feita por 

centrifugação a 12 000 g por 15 min, a 4
 o

C. A fase aquosa incolor foi transferida para um 

novo tubo, onde foi adicionado 500 µL de álcool isopropílico. A mistura foi então 

incubada por 10 min à temperatura ambiente. O RNA foi precipitado por centrifugação a 

12 000 g, por 10 min, a 4
 o

C. O sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado foi 

lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% (7500 g, 5 min, 4
 o

C). O RNA foi 

ressuspendido em 60 µL de H2O tratada com DEPC (dietil pirocarbonato) e dosado. Em 

seguida, foi resolvido em gel de agarose 1,2% contendo formaldeído e corado com 

brometo de etídeo. 

Antes da síntese de cDNA, o RNA foi tratado com DNAse para remover 

contaminações com DNA genômico. Para tanto, 2 µg de RNA foram incubados por 15 min 

à temperatura ambiente com 1 unidade de DNAse (Invitrogen) e 1X de tampão de DNAse 

em um volume final de 10 µL. A reação foi interrompida pela adição de 1 µL de EDTA 

0,25 mM e aquecimento a 65 
o
C por 15 min. 

Cerca de 2µg do RNA tratado foi utilizado em reações de síntese de cDNA a 

partir de 500 ng de oligo (dT)12-18, através do kit illustra Ready-To-Go™ RT-PCR Beads 

(GE Healthcare), conforme recomendações do fabricante. A amplificação de fragmentos 
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específicos de cDNA foi realizada sequencialmente, na mesma reação, com 0,5 µM de 

cada iniciador. O programa de síntese de cDNA e amplificação consistiu em: 

(i) 42 
o
C por 25 min, 

(ii) 95 
o
C por 5 min, 

(iii) 40 ciclos de desnaturação (95
 o

C por 1 min), anelamento (50
 o

C por         

1 min) e extensão (72
 o
C por 1 min), 

(iv) 72
 o
C por 10 min. 

O controle negativo das reações foi feito na ausência de transcrição reversa, 

para a detecção de possíveis contaminações com DNA genômico (nestes tubos, o passo i 

consistiu em 10 min de aquecimento a 95 
o
C). O produto da RT-PCR foi analisado em gel 

de poliacrilamida 6%, corado por nitrato de prata, ou em gel de agarose 1%, corado com 

brometo de etídeo, de acordo com seu tamanho, na presença de padrão de peso molecular. 

3.12   OBTENÇÃO DE DNA GENÔMICO DE T. CRUZI 

O DNA genômico de epimastigotas da cepa CL Brener foi obtido em alto grau 

de pureza através de em três etapas principais: lise celular, desproteinização e precipitação, 

como descrito por Andrade e colaboradores (1999). Cerca de 1 x 10
8
 parasitos em fase 

exponencial de crescimento foram lavados três vezes com PBS, sedimentados a 1500 g por 

10 min a 4
 o

C e incubados com 200 L de solução de lise [0,5% SDS, 10 mM Tris-HCl 

(pH 8,0), 100 M EDTA] contendo 20 g.mL
-1 

de RNAse, por 1 hora a 37
 o
C. Em seguida, 

adicionou-se Proteinase K (100 g.mL
-1

) e o lisado foi incubado a 50
 o

C por 3 horas. A 

desproteinização ocorreu em três etapas. Na primeira delas, adicionou-se 200 L de fenol 

ao lisado, homogeneizando vagarosamente. Em seguida, a mistura foi centrifugada a    

1500 g, por 10 minutos, a 4
 o

C, gerando duas fases. A fase aquosa foi coletada e a não 
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aquosa, descartada. Na segunda etapa adicionou-se à fase aquosa 200 L de 

fenol/clorofórmio 1:1 (v/v) e foram repetidos os procedimentos de homogeneização, 

centrifugação e coleta da fase aquosa. A terceira etapa consistiu na adição de 200 L de 

clorofórmio e repetição dos demais procedimentos. A precipitação foi feita com etanol 

absoluto, conforme descrito no item 3.7. 

A extração de DNA genômico de T. cruzi em baixo grau de pureza para 

realização de “PCRs de colônia” (item 3.2) foi feita a partir de culturas de epimastigotas 

em fase estacionária de crescimento. Inicialmente, uma alíquota de 1 mL de cada cultura 

foi centrifugada a 5 000 g por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as 

células ressuspensas em 100 µL de água miliQ. A suspensão de células foi fervida por 10 

min e então centrifugada por 3 min a 11 000 g. O sobrenadante foi coletado e 

imediatamente utilizado na reação de PCR.  

3.13   TRANSFECÇÃO DE T. CRUZI      

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

acordo com protocolo descrito por DaRocha e colaboradores (2004). Como preparação 

para a etapa de transfecção, 100 µg do vetor pROCK_HIGRO contendo o inserto de 

interesse foram linearizados com NotI, precipitados com isopropanol e solubilizados em 

50µL de água miliQ estéril. Parasitos em fase exponencial de crescimento foram lavados e 

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

K2HPO4, 25 mM Hepes, 2 mM EDTA pH 8.0, e 5 mM MgCl2) a uma concentração final 

de 1 x 10
8
 células.mL

-1
. Em uma cubeta de eletroporação Gene Pulser de 0,2 cm          

(Bio-Rad), 400 µL da suspensão celular foram misturados aos 50 µL da solução de DNA 

de interesse. Em seguida foi aplicado o choque elétrico de dois pulsos de 0,3 kV e 500 µF, 
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intervalados por 30 segundos. As células foram então transferidas para garrafas de cultura 

contendo 5 mL de meio LIT completo onde sofreram seleção, por cerca de 6 semanas, 

através do cultivo na presença de 200 µg.mL
-1

 de higromicina. 

3.14   CURVAS DE SOBREVIVÊNCIA COM T. CRUZI      

Culturas de T. cruzi em fase exponencial de crescimento foram submetidas ao 

tratamento com diferentes drogas (MNNG, cisplatina, cloreto de cádmio, peróxido de 

hidrogênio, INALa, G418) por períodos determinados de tempo [48h, 72h ou 5 dias, 

conforme a(s) droga(s) utilizada(s)]. Em seguida, a sobrevivência das culturas foi 

determinada por contagem de células vivas em câmara citométrica, na presença do corante 

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

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

condições. 

Os ensaios foram feitos em placas de 24 poços, em triplicatas. De modo geral, 

cada poço apresentava inicialmente 1 mL de cultura à densidade de 1 x 10
7 

células.mL
-1

 

(em particular, culturas do clone Esmeraldo apresentavam densidade inicial de 1 x 10
6
 

células.mL
-1

; além disso, nos ensaios com G418, todas as culturas partiram da densidade 

de 5 x 10
6
 células.mL

-1
). Nos poços tratados, foi adicionada a quantidade apropriada da 

droga em estudo, em um volume fixo, solubilizada no solvente adequado. Nos poços 

controle, foi adicionado apenas o solvente, em um volume correspondente ao utilizado nos 

tratamentos. As placas foram vedadas, embaladas em papel alumínio e incubadas a 28 
o
C. 

Após o período de crescimento, as células vivas foram contadas em câmaras de Neubauer. 

As concentrações utilizadas de cada droga e o tempo de crescimento estão indicadas nas 

legendas das respectivas figuras. 
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O cloreto de cádmio (CdCl2) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) foram 

solubilizados em água estéril. Cisplatina e INALa (2-(1,3-dioxo-1H,3H-

benzo[de]isoquinolin-2-il) propionamida) foram solubilizadas em DMF; MNNG foi 

solubilizado em tampão citrato contendo 10% de acetona. Nos ensaios com INALa, antes 

da incubação a 28
o
C, as placas foram submetidas a 30 minutos de irradiação com luz 

branca (duas lâmpadas dicróicas de 400W, ou uma lâmpada fluorescente de 40W, 

localizadas a 15 cm da placa de cultura) para excitação da droga. 

3.15   CURVAS DE CRESCIMENTO COM T. CRUZI 

O crescimento de diferentes populações clonais de T. cruzi foi comparado por 

sete dias em meio líquido, na ausência de agentes mutagênicos, ou na presença de 50 µM 

de H2O2. Culturas contendo inicialmente 5 x 106 células mL
-1

 foram incubadas a 28
 o

C e 

contadas após 1, 2, 5 ou 7 dias de crescimento. O ensaio foi feitos em placas de 24 poços, 

em triplicatas, e cada poço apresentava inicialmente 1 mL de cultura. As culturas foram 

contadas em câmara citométrica na presença do corante vital Eritrosina. 

3.16   CLONAGEM DE PARASITOS EM MEIO ÁGAR SANGUE 

Diferentes populações de T. cruzi foram submetidas à clonagem em meio semi-

sólido, de acordo com a técnica descrita por Gomes e colaboradores (1991), com pequenas 

modificações. Parasitos em fase exponencial de crescimento foram plaqueados em 20 mL 

de meio Ágar sangue (0,75% de bacto-ágar, 48% de LIT completo, 48% de BHI, 2,5% de 

sangue desfibrinado) contendo 200 µg.mL
-1

 de higromicina ou 200 µg.mL
-1

 de G418. As 

placas foram embaladas individualmente em papel pardo e mantidas a 28
 o

C por cinco 

semanas. 
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Após este período, clones isolados crescidos nas placas foram transferidos, 

com a ajuda de um palito estéril, para 1 mL de meio LIT acrescido do antibiótico 

específico (higromicina ou G418, 200 µg.mL
-1

) em placas de 24 poços (1 clone por poço,   

1 mL por poço). Estas placas foram incubadas a 28
 o

C por sete dias. Ao fim deste período, 

transferiu-se 500 µL de cada um dos poços para garrafas de cultura contendo 5 mL de 

meio LIT acrescido de antibiótico. As populações clonais foram mantidas a 28
 o

C por 

repiques semanais, conforme descrito no item 3.1 

3.17   MARCAÇÃO DE 8-OXOG POR FITC-AVIDINA    

Os níveis de 8-oxoG em epimastigotas de diferentes culturas de T. cruzi foram 

acessados, após tratamento com H2O2, através do ensaio de marcação da lesão com avidina 

conjugada à fluoresceína isotiocianato (FITC). 

Parasitos em fase exponencial de crescimento foram sedimentados por 

centrifugação (5 000 g, 5 min) e lavados duas vezes com PBS 1X. Após a segunda 

lavagem, 1 x 10
7
 células foram tratadas com 200 µM de H2O2 em PBS por 20 min, 

protegidos da luz. Em seguida, a suspensão celular foi centrifugada, o sobrenadante 

descartado e as células ressuspensas em 600µL de solução de paraformaldeído a 4% em 

PBS. A suspensão foi incubada por 1h a 4
o
C, no escuro. Após esse período, as células 

foram lavadas três vezes: nas duas primeiras, com solução de NH4Cl a 50 mM em PBS; na 

terceira, com PBS 1X. Os parasitos foram então ressuspensos em PBS 1X e 20µL da 

suspensão foram aplicados em uma lâmina de vidro de oito poços (Lab-Tek
TM

 Chamber 

Slide, Nunc), onde foram incubados por 18 horas à temperatura ambiente, no escuro. Após 

a etapa de fixação, as células foram permeabilizadas com Triton X100 0,2% em PBS por 

15 min, lavadas duas vezes com PBS 1X e tratadas com RNaseA (0,1 mg.mL
-1

 em PBS) 
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por 15 min a 37
o
C. Em seguida, foram lavadas duas vezes com PBS 1X, incubadas com 

solução de bloqueio (soro fetal bovino a 5% em PBS) por 1 hora e então incubadas por 

mais 1 hora no escuro com FITC-Avidina diluída 1:200 em tampão apropriado (15 mM de 

azida sódica em PBS contendo 10% de tampão carbonato 0,5 M). As células sofreram três 

lavagens com PBS sendo então incubadas por 15 min com solução de iodeto de propídeo 

(100 µg.mL
-1

 em PBS) e lavadas mais 4 vezes com PBS 1X. A lâmina foi preparada com 

VECTASHIELD Mounting Medium with Propidium Iodide (PI) e visualizada em 

microscópio de fluorescência  

3.18   ENSAIO COM MTT         

Um total de 10
7
 epimastigotas, provenientes de culturas de T. cruzi em fase 

exponencial de crescimento, foram ressuspendidas em um volume de 480 µL de meio LIT 

completo e incubadas com 20 µL de solução de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil-tetrazole brometo] (5mg/mL em PBS 1X) a 28
 o

C por 18 horas. Em seguida, as 

células foram lisadas pela adição de 1 mL de solução de isopropanol:HCl (299:1 v/v). O 

lisado foi incubado por 30 min à temperatura ambiente. A mistura foi então vortexada e 

centrifugada a 5000 g por 10 min. O sobrenadante foi coletado e submetido à leitura de 

densidade óptica a 570 nm em espectrofotômetro.  

3.19   TRANSFORMAÇÃO DE LEVEDURAS 

A transformação de leveduras foi realizada segundo o método descrito por 

Gietz e Woods (2002). Células em crescimento exponencial foram coletadas por 

centrifugação (3000 g, 5 min) e repetidamente lavadas em água deionizadas. Em seguida, 

para cada transformação, adicionou-se ao precipitado celular (10
7 

células) 240 µL de PEG 
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3500 50%, 36 µL de LiAc (1M), 50 µL de DNA de esperma de salmão (2 mg.mL
-1

) 

fervido e resfriado rapidamente no gelo, e 1 µg de DNA de interesse em solução aquosa 

(em um volume máximo de 34 µL). A mistura de transformação foi homogeneizada, 

incubada por 30 min a 30
 o

C e então submetida a choque térmico a 42
 o

C por 30 min. Após 

uma breve centrifugação (3000 g, 30 seg), o sobrenadante foi retirado e o precipitado 

ressuspendido em 1 mL de água deionizada. Cerca de 100 µL desta suspensão celular 

foram plaqueados em meio seletivo apropriado (SD –HIS ou SD –HIS,URA).  

3.20   ENSAIOS IN VIVO COM LEVEDURAS 

Leveduras selvagens (BY4735) ou modificadas (CRIMP4) carregando 

diferentes construções plasmidianas foram testadas quanto ao crescimento e sensibilidade a 

hidroxiuréia, UV e MMS, conforme descrito a seguir. 

3.20.1 CRESCIMENTO EM PLACA 

A densidade celular de culturas em fase estacionaria de crescimento foi 

determinada por contagem de células em câmara de Neubauer. Em seguida, foi retirada 

uma alíquota de cada cultura (contendo cerca de 700 células), as quais foram espalhadas 

em placas de meio YNB-ágar (contendo 2% de glicose ou galactose). As placas foram 

incubadas por 48 ou 96h, em estufa a 30
 o

C. O crescimento das culturas foi avaliado pela 

capacidade de formação de colônias.  

3.20.2 CURVA DE CRESCIMENTO    

A densidade celular de culturas em fase estacionaria de crescimento foi 

determinada por contagem de células em câmara de Neubauer. As culturas foram então 
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diluídas em meio YNB-gli (contendo 2% de glicose) ou YNB-gal (contendo 2% de 

galactose) a uma densidade final de 5 x 10
6
 células/mL. As culturas diluídas foram 

incubadas a 30
 o

C, sob agitação (220 rpm), e a densidade celular das culturas foi avaliada 

por contagem de células, em diferentes intervalos de tempo. 

3.20.3 TRATAMENTO COM HIDROXIURÉIA (HU) 

A densidade celular de culturas em fase exponencial de crescimento foi 

determinada por contagem de células em câmara de Neubauer. As culturas foram então 

diluídas em meio YNB-gli (contendo 2% de glicose) ou YNB-gal (contendo 2% de 

galactose) a uma densidade final de 7,4 x 10
4
 células/mL. Cada suspensão foi distribuída 

em 24 poços de uma placa de 96 poços (135 µL por poço). Cada poço recebeu também 15 

µL de solução de hidroxiuréia (a 0M, 0,5M, 1M ou 2M, suficientes para as concentrações 

finais de 0, 50, 100 e 200 µM de HU; ao todo foram feitas seis repetições para cada dose). 

Em seguida as placas foram incubadas por 18 horas a 30
 o

C , sob o abrigo da luz. Após 

esse período, as culturas foram submetidas à análise de densidade óptica (DO660) em um 

leitor de ELISA para a análise da sobrevivência. A densidade apresentada pela cultura não 

tratada foi considerada como 100% de sobrevivência (Toussaint et al., 2006). 

3.20.4 TRATAMENTO COM UV       

A densidade celular de culturas em fase exponencial de crescimento foi 

determinada por contagem de células em câmara de Neubauer. Foi retirada uma alíquota de 

cada cultura (contendo cerca de 500 células), a qual foi espalhada em placas de meio YNB-

ágar (contendo 2% de glicose ou galactose). Em seguida, as placas foram irradiadas com 

lâmpada germicida (254 nm) a 0, 10, 20 ou 40 J/m
2
. As placas foram incubadas por 48 

horas a 30
 o
C e a sobrevivência analisada por contagem de colônias.  
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3.20.5 TRATAMENTO COM MMS   

Foram feitas placas de meio YNB-ágar-gli e YNB-ágar-gal contendo 

concentrações crescentes de MMS de uma borda a outra [de 0 a 0,05% de MMS (v/v)]. 

Nestas placas, foram gotejadas alíquotas (2,5 µL) de suspensões celulares diluídas 

contendo cerca de 500 células por gota (provenientes de culturas em fase estacionária). As 

placas foram incubadas por 48 horas a 30
 o
C. Após este período, avaliamos a sobrevivência 

das células pela habilidade em formar colônias. 

3.21   ENSAIOS IN VIVO COM BACTÉRIAS       

3.21.1   ENSAIO DE TOXICIDADE        

Colônias de bactérias DH5α carregando o vetor pMAL-c2G vazio ou a 

construção pMAL_Ogg1A foram inoculadas em meio líquido contendo ampicilina e 

crescidas por 16 horas a 37
 o

C. Após este período, cada cultura foi sucessivamente diluída 

em água estéril até a razão de 1:10
6
 (v/v). Uma alíquota (2,5 µL) da suspensão mais diluída 

de cada cultura foi então gotejada em meio 2xYT sólido, acrescido de ampicilina, contendo 

ou não 0,1 mM de IPTG. As placas foram incubadas por 16 horas a 37
 o

C, e o crescimento 

das células foi analisado em seguida. O ensaio foi feito em triplicata. 

3.21.2   ENSAIO DE RESISTÊNCIA À KANAMICINA 

Colônias de bactérias carregando diferentes construções plasmidianas foram 

crescidas sob agitação por 16 horas a 37
 o

C em meio 2xYT contendo ampicilina            

(100 µg.mL
-1

). Em seguida, alíquotas de 2,5 µL de diluições sucessivas de cada cultura 

(10
-4

, 10
-6

, 10
-8

, 10
-10

) foram gotejadas em placas de meio 2xYT sólido contendo apenas 
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ampicilina (100 µg.mL
-1

) e em placas contendo ampicilina, kanamicina (10 µg.mL
-1

) e 

IPTG (0,1 mM). As placas foram incubadas por 16 horas a 37
o
C, e o crescimento das 

células foi analisado em seguida. 

3.21.3   CURVAS DE CRESCIMENTO  

Colônias de bactérias BH20 (fpg-) e AB1157 carregando diferentes 

construções plasmidianas foram inoculadas em meio líquido contendo ampicilina e IPTG 

0,1 mM ou apenas ampicilina. Os inóculos foram mantidos, sob agitação constante, a       

37
 o

C, por 8 horas (180 rpm), e o crescimento das culturas foi acompanhado através de 

leituras da densidade óptica a 600 nm, realizadas a cada hora.  

3.21.4   ENSAIOS DE COMPLEMENTAÇÃO FUNCIONAL HETERÓLOGA 

I. VARREDURA DE BIBLIOTECA DE S. MANSONI 

Células eletrocompetentes GC4803 foram transformadas com a biblioteca 

plasmidiana em pBSKS de cDNA de S. mansoni (Santos et al., 1999) e crescidas em 

2xYT/ampicilina até a densidade óptica (DO600) de 0,6. Em seguida, foram desafiadas em 

meio 2xYT sólido acrescido de 10 mM de MMS. As placas foram cultivadas por 18 h a   

37
 o

C e cada clone selecionado foi novamente plaqueado em meio sólido contendo 10 mM 

de MMS, para confirmação do fenótipo de resistência.  

II. CURVAS DE SOBREVIVÊNCIA  

Culturas de bactérias mutantes GC4803 (alk:tag), BW535 (xth, nfo, nth) e 

AB1886 (uvrA-) carregando diferentes construções plasmidianas foram crescidas até a 

DO600 de 0,6 em meio 2xYT/ampicilina e então submetidas a diferentes tratamentos com 
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luz UV ou MMS, por 10 minutos. Em seguida as culturas foram diluídas em meio 2xYT, 

plaqueadas em meio 2xYT-ágar e incubadas a 37 
o
C. Após 18 h de incubação, o número de 

colônias crescidas em cada placa foi determinado por contagem. O número de colônias 

crescidas nas placas correspondentes às culturas não tratadas foi considerado como 100% 

de sobrevivência. A sobrevivência das células ao tratamento foi estabelecida por 

comparação às culturas não tratadas, em termos percentuais.  

Em ensaios com GC4803 foram utilizados 0, 100, 200 e 400 µM de MMS; em 

ensaios com BW535 foram utilizados 0, 1 e 5 mM de MMS; nos ensaios com luz UV, as 

células AB1886 foram irradiadas com 0, 1 e 3 J/m
2
 de luz UV. Células AB1157 foram 

utilizadas como controles positivos em cada um dos ensaios. 

III. ENSAIOS DE MUTAÇÃO EM RIFAMPICINA 

Clones de bactérias carregando diferentes construções plasmidianas foram 

crescidos em 3 mL de meio 2xYT/ampicilina sob agitação, por 16 horas, a 37
o
C. Em 

seguida, 100µL de cada cultura foi diretamente espalhado em 1 placa de Petri pequena de 

meio 2xYT/ampicilina sólido acrescido de rifampicina (100 µg.µL
-1

). O restante de cada 

cultura foi sucessivamente diluído em água estéril até a razão de 1:10
6
 (v/v). Da suspensão 

celular mais diluída foi retirada uma alíquota de 100 µL, a qual foi inoculada em 1 placa de 

meio 2xYT/ampicilina sólido. As placas foram então incubadas a 37
o
C e após 18 horas de 

crescimento o número de clones em cada placa foi determinado por contagem. 

A frequência de mutantes resistentes a rifampicina (rpoB ou Rif
R
) em cada 

população foi obtida pela razão R/Af, onde R corresponde à soma dos clones crescidos na 

placa com rifampicina; A é a soma dos clones crescidos na placa com apenas ampicilina, 

levando em consideração o fator de diluição f (10
6
) do inóculo utilizado nestas. Para cada 
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linhagem bacteriana, a frequência de mutantes rpoB foi medida em pelo menos 20 culturas 

de diferentes clones da linhagem. Então, foi obtida a média da frequência de mutantes 

rpoB entre os vários clones testados de cada linhagem. 
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4.1. REPARO DE DNA EM S. MANSONI: ESTUDOS COM O GENE 

IMP4 

4.1.1.  O CLONE SGC3, DE UMA BIBLIOTECA DE S. MANSONI EM ESTÁGIO 

ADULTO, COMPLEMENTA BACTÉRIAS SENSÍVEIS A MMS 

Uma biblioteca de cDNA de S. mansoni em fase adulta foi preparada por nosso 

grupo (Franco et al., 2000) e convertida em uma biblioteca plasmidiana utilizando o vetor 

pBlue Script KS+. Com o objetivo de identificar genes de S. mansoni envolvidos no reparo 

ou tolerância a danos no DNA, especialmente aqueles causados por metilação das bases, 

realizamos uma busca, nessa biblioteca, por cDNAs capazes de complementar bactérias da 

linhagem GC4803, deficientes nas glicosilases AlkA e TagA. Conforme apresentado 

anteriormente, essas enzimas, da via de reparo por excisão de bases (BER), participam da 

correção de danos no DNA causados por agentes alquilantes. 

Bactérias GC4803, altamente sensíveis a MMS, foram transformadas com    

500 000 clones da biblioteca plasmidiana e desafiadas em meio sólido na presença dessa 

droga. O MMS, ou metilmetano sulfonato, é um agente alquilante do tipo SN2, que reage 

com bases no DNA, provocando sua metilação, principalmente em átomos de nitrogênio. 

O principal dano causado por MMS é a lesão 3-meA (Engelward et al., 1998). A linhagem 

GC4803 é especialmente sensível a MMS por ser deficiente em glicosilases que fazem o 

reconhecimento e excisão de 3-meA no DNA. Nosso objetivo foi verificar a existência de 

cDNAs de S. mansoni capazes de complementar a deficiência dessas bactérias, permitindo 

seu crescimento na presença de 10 mM de MMS. Dos 500 000 clones testados, 10 foram 

selecionados após o primeiro desafio (dado não mostrado). Estes clones foram novamente 

plaqueados em meio sólido contendo 10 mM de MMS e apenas um clone, a que 
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denominamos SGC3, cresceu após o segundo plaqueamento. O vetor plasmidiano do clone 

selecionado (pSGC3) foi então purificado para procedimentos posteriores. 

4.1.2.  O CLONE SGC3 COMPLEMENTA LINHAGENS BACTERIANAS 

DEFICIENTES EM PROTEÍNAS DO BER 

Para confirmar a complementação do fenótipo de sensibilidade a MMS pelo 

cDNA selecionado de S. mansoni, foram realizadas curvas de sobrevivência com diferentes 

linhagens bacterianas sensíveis a esse agente, carregando os vetores pBSKS vazio ou 

pSGC3. 

Inicialmente, verificamos a sobrevivência apresentada por células selvagens ou 

por mutantes GC4803 (carregando os vetores pBSKS ou pSGC3) em resposta ao 

tratamento com 100, 200 e 400 µM de MMS. Conforme mostrado na figura 17A, células 

GC4803 carregando o vetor pBSKS vazio mostraram-se bastante sensíveis a MMS, quando 

comparadas às células selvagens carregando o mesmo vetor. No entanto, a morte celular 

decorrente do tratamento com MMS foi diminuída pela expressão do cDNA de S. mansoni 

nas células mutantes GC4803.  

Em seguida, verificamos a capacidade de SGC3 em reverter a sensibilidade a 

MMS em bactérias da linhagem mutante BW535, deficiente nos genes xth, nfo e nth 

(exonuclease III, endonuclease IV e endonuclease III), que codificam proteínas da segunda 

etapa do BER (clivagem do sítio AP). Nas curvas de sobrevivência com células BW535, 

que são menos sensíveis a MMS em relação a GC4803, foram utilizadas doses maiores da 

droga (1 e 5 mM de MMS). Conforme indicado na figura 17B, o cDNA de S. mansoni 

também foi capaz de complementar parcialmente o fenótipo de sensibilidade a MMS de 

células BW535, quando comparado ao vetor vazio.  
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A) 

 
 

B) 

 
 

 

FIGURA 17 – Sobrevivência de bactérias em resposta ao tratamento com MMS. 

Sobrevivência de culturas celulares em resposta ao tratamento com (A) 0, 100, 200 e 400 

µM de MMS por 10 min ou (B) 0, 1 e 5 mM de MMS por 10 min. (): linhagem selvagem 

AB1157, transformada com o vetor pBSKS vazio; (): linhagem mutante GC4803, 

transformada com pBSKS; (): GC4803 transformada com pSGC3; (): linhagem 

mutante BW535, transformada com pBSKS; (): BW535 transformada com pSGC3. Os 

valores correspondem à média de quatro experimentos independentes, as barras 

representam o desvio padrão.  
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Estes resultados indicam que o cDNA clonado de S. mansoni (SGC3) contribui 

para o reparo ou tolerância a MMS em bactérias mutantes deficientes em diferentes etapas 

do BER.  

4.1.3. O CLONE SGC3 NÃO COMPLEMENTA UMA LINHAGEM BACTERIANA 

DEFICIENTE EM PROTEÍNAS DO NER 

Para verificar a capacidade do cDNA selecionado em complementar bactérias 

mutantes deficientes em outra via de reparo, realizamos ensaios de sobrevivência com 

células da linhagem AB1886, deficiente na via de reparo por excisão de nucleotídeos 

(NER) e portanto, mais sensível à radiação ultravioleta.  

Células AB1886, carregando os vetores pBSKS vazio ou pSGC3, foram 

analisadas quanto à sobrevivência após exposição a 0, 1 e 3 J/m
2 

de luz UV (Figura 18). 

Conforme esperado, células AB1886 carregando o vetor pBSKS vazio mostraram-se mais 

sensíveis à luz UV, em relação às células selvagens carregando o mesmo vetor. Além 

disso, a morte celular decorrente da irradiação não foi diminuída na presença do cDNA de 

S. mansoni nas bactérias mutantes. Este resultado mostra que o cDNA de S. mansoni não 

foi capaz de complementar o fenótipo de sensibilidade à luz UV apresentado por mutantes 

AB1886, indicando que SGC3 não participa desta via de reparo. 

4.1.4. O SEQUENCIAMENTO DE SGC3 INDICOU HOMOLOGIA COM IMP4 

O cDNA do clone SGC3 foi sequenciado de ambas extremidades a partir de 

iniciadores que se anelam nas extremidades da região clonada em pBSKS. As várias 

sequências parciais obtidas pelo sequenciamento foram combinadas para a predição da 

sequência do clone (código no GenBank: DQ060567). Esta sequência foi analisada quanto 

à presença de janelas abertas de leitura (ORFs), pelo programa ORF Finder. A maior ORF   
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FIGURA 18 – Sobrevivência de bactérias em resposta ao tratamento com luz UV. 

Sobrevivência de culturas celulares em resposta ao tratamento com 0, 1 e 3 J/m
2
 de luz UV 

por 10 min. (): linhagem selvagem AB1157, transformada com o vetor pBSKS vazio; 

(): linhagem mutante AB1886, transformada com pBSKS; (): AB1886 transformada 

com pSGC3. Os valores correspondem à média de quatro experimentos independentes, as 

barras representam o desvio padrão. 
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encontrada codifica um polipeptídeo putativo de 303 aminoácidos, com o peso molecular 

estimado de 35.684,17 Da e ponto isoelétrico de 8,81.  

Foi então feita uma busca em banco de dados não redundante de sequências 

protéicas, através da ferramenta BLAST, por sequências homólogas àquela codificada pela 

ORF predita. Essa busca revelou a existência de homologia entre o polipeptídeo putativo 

de S. mansoni e proteínas IMP4 de diferentes organismos (Danio rerio e Xenopus laevis, 

51% de identidade e 72% de similaridade; Homo sapiens, 51% de identidade e 69% de 

similaridade; Caenorhabditis elegans, 48% de identidade e 66% de similaridade; 

Drosophila melanogaster, 44% de identidade e 65% de similaridade; Arabidopsis thaliana, 

46% de identidade e 66% de similaridade; Schizosaccharomyces pombe, 45% de 

identidade e 66% de similaridade; Saccharomyces cerevisiae, 43% de identidade e 64% de 

similaridade) (Figura 19). A proteína IMP4 é componente do complexo U3snoRNP, 

necessário para a correta maturação do rRNA 18S e assim, essencial à formação da 

subunidade pequena do ribossomo, em fungos e vertebrados (Hughes and Ares, 1991; Kass 

et al, 1990; Savino and Gerbi, 1990). 

4.1.5. OBTENÇÃO DE LEVEDURAS DEFICIENTES EM IMP4 

Para verificar o envolvimento de IMP4 no reparo de DNA construímos uma 

linhagem mutante de levedura (linhagem CRIMP4), que contém o gene IMP4 interrompido 

pela inserção de um cassete HIS3 (Figura 20). 

Para tanto, o gene ScIMP4 foi amplificado a partir de um clone selvagem de S. 

cerevisiae (clone BY4735), com os iniciadores LEV1 e LEV2, e clonado no sítio de SmaI 

do vetor pUC18. Em seguida, o vetor foi linearizado por digestão com BamHI, em um sítio 

localizado internamente ao gene ScIMP4. Neste sítio foi introduzido o gene HIS3 
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FIGURA 19 – Comparação entre a sequência de aminoácidos de proteínas IMP4 de 

diferentes organismos e o produto predito do gene clonado de S. mansoni. Os resíduos 

idênticos estão destacados em preto, substituições conservativas estão em negrito. Os 

asteriscos indicam a porção da proteína envolvida na formação do complexo U3snoRNP.  
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FIGURA 20 – Estratégia de construção da linhagem CRIMP4. O gene ScIMP4 foi 

amplificado de DNA genômico da cepa BY4735, clonado no sítio de SmaI no vetor pUC, 

interrompido por um cassete de HIS3 e usado para transformar leveduras selvagens. Antes 

da transformação, o vetor foi linearizado por digestão com EcoRI. 

  

MEIO SD – HIS  
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(que foi retirado do vetor pDIS por digestão com BamHI), que confere prototrofia para o 

aminoácido histidina. O vetor foi linearizado com EcoRI, em um sítio presente em pUC18 

e então utilizado para transformar leveduras selvagens BY4735. O fragmento contendo o 

gene ScIMP4 interrompido por HIS3 deveria substituir, por recombinação, o gene ScIMP4 

selvagem na levedura. As leveduras transformadas foram selecionadas em meio mínimo 

SD, contendo 2% de glicose, além dos nutrientes necessários, exceto histidina (SD – HIS).  

Os clones resultantes da transformação foram testados quanto a disrupção de 

ScIMP4 através de PCR de colônia. Quando utilizamos os iniciadores LEV1 e LEV2 (que 

amplificam a ORF completa do gene ScIMP4, além de parte de suas regiões 3` e 5` UTR) 

em reações de PCR com leveduras selvagens, um fragmento de tamanho esperado 

(aproximadamente 1400 pb) foi obtido (Figura 21). No entanto, quando a PCR foi feita a 

partir de leveduras CRIMP4, não houve amplificação de qualquer fragmento. Este 

resultado era esperado e sugere que houve a inserção (no local correto) do fragmento 

recombinante na levedura transformada. Por outro lado, quando realizamos reações de 

PCR utilizando o iniciador reverse HIS311 (que se anela internamente ao cassete HIS3) 

junto com o iniciador forward LEV1, a amplificação de um fragmento de tamanho 

esperado (aproximadamente 1100 pb) foi vista em reações contendo DNA genômico de 

leveduras CRIMP4 (Figura 21). No entanto, este fragmento não foi amplificado em reações 

contendo DNA genômico de leveduras selvagens. Estes resultados indicam que foi 

possível obter uma levedura contendo o gene IMP4 interrompido. A linhagem modificada 

foi denominada CRIMP4.  
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FIGURA 21 – Disruptura de ScIMP4 na levedura mutante CRIMP4. Imagem negativa 

de gel de agarose 1%, corado com brometo de etídeo, mostrando produto da PCR de 

colônia com leveduras selvagens (WT) ou modificadas (CRIMP4) com os pares de 

iniciadores LEV1/HIS311 ou LEV1/LEV2. (1kb): Padrão de peso molecular (1Kb Plus 

DNA Ladder). (br): Controles negativos das reações de PCR feitos na ausência de 

leveduras. 
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4.1.6. UM FRAGMENTO HÍBRIDO CONTENDO A PORÇÃO C-TERMINAL DE 

IMP4 É EXPRESSO NA LINHAGEM CRIMP4  

Embora a deleção completa do gene ScIMP4 não seja possível, uma vez que é 

letal em leveduras (Lee e Baserga, 1999), fomos capazes de obter uma linhagem deficiente 

em IMP4, construindo um gene ScIMP4 truncado. Para verificar a estrutura de ScIMP4 na 

linhagem mutante CRIMP4, realizamos o sequenciamento do gene truncado presente no 

vetor pUC18, o qual utilizamos na construção da linhagem mutante.  

O sequenciamento mostrou que: (i) a região remanescente de ScIMP4 a 5` do 

cassete HIS3 é constituída de 257 pb (destacada em cinza na figura 22), (ii) a região 

remanescente de ScIMP4 a 3` do cassete HIS3 é constituída de 616 pb (também destacada 

em cinza), (iii) existe um códon de terminação TAG na região 5` UTR de HIS3, em fase 

com o ATG inicial de ScIMP4 e (iv) existe um ATG no cassete HIS3, em fase com o 

códon de terminação de ScIMP4. Este ATG corresponde ao códon de iniciação do gene 

Ded1, cuja porção inicial também está presente no cassete HIS3 (conforme mencionado 

anteriormente, o cassete HIS3 foi obtido pela digestão do vetor pDIS com a endonuclease 

BamHI e é constituído do gene HIS3 além de regiões flanqueadoras a 3` e a 5`, incluindo 

regiões UTR e o início do gene Ded1, a 3` do gene HIS3) (Figura 22).  

Dessa forma, é possível que duas proteínas truncadas sejam produzidas na 

levedura CRIMP4: uma proteína menor, contendo 86 resíduos N-terminais de Imp4p, cuja 

sequência codificadora está grifada por uma linha única na figura 22 e outra maior, híbrida, 

cuja sequência codificadora está grifada por uma linha dupla, a qual seria constituída pelos 

primeiros 112 aminoácidos de DED1 e por 204 aminoácidos C-terminais de Imp4p, 

incluindo domínios conservados que participam da biogênese de RNA (Wehner e Baserga, 

2002).  
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FIGURA 22 – Estrutura de ScImp4 na linhagem mutante CRIMP4. Sequência do 

gene ScIMP4, modificado na linhagem CRIMP4 por inserção de um cassete HIS. As bases 

correspondentes ao gene ScIMP4 estão marcadas em cinza. As bases correspondentes ao 

cassete HIS estão em itálico. A ORF de HIS3 está destacada em preto. Polipeptídeos 

truncados são supostamente codificados pelas bases sublinhadas com traço simples ou 

duplo. Os nucleotídeos em itálico sublinhados com traço duplo codificam os 112 primeiros 

aminoácidos de DED1 e estão em fase com a porção final do gene ScIMP4 (representada 

em cinza, grifada com traço duplo) (Número de acesso no Genbank: DQ423791).  
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Para confirmar a expressão do fragmento híbrido (aquele que contém a região 

C-terminal de ScIMP4) nas leveduras CRIMP4, realizamos RT-PCR utilizando o primer 

forward DED1, que se anela no gene DED1, e o primer reverse IMP2, que se anela na 

porção C-terminal de ScIMP4. Conforme indicado na figura 23, um fragmento de tamanho 

esperado (aproximadamente 650 pb) foi amplificado em reações de PCR a partir de cDNA 

de leveduras CRIMP4, mas não foi amplificado a partir de cDNA de leveduras selvagens. 

Como controle, realizamos reações utilizando os iniciadores IMP1 e IMP2, que se anelam 

na porção final do gene IMP4 e vimos que um fragmento de tamanho esperado 

(aproximadamente 400 pb) foi amplificado tanto a partir de leveduras selvagens quanto a 

partir de leveduras CRIMP4. Uma vez que a proteína Imp4p é essencial a leveduras, 

nossos resultados sugerem que a expressão deste putativo polipeptídeo híbrido (ou de 

ambos polipeptídeos putativos) foi suficiente para assegurar a sobrevivência das leveduras. 

4.1.7. A LEVEDURA CRIMP4 APRESENTA CRESCIMENTO LENTO EM 

RELAÇÃO À LINHAGEM SELVAGEM  

Para estudar o papel do gene ScIMP4 na levedura, analisamos vários fenótipos 

da linhagem mutante CRIMP4. Inicialmente, verificamos que as leveduras CRIMP4 

apresentam morfologia e brotamento normais (dado não mostrado). Também observamos 

que as células mutantes apresentam metabolismo de rRNA aparentemente normal. Quando 

analisamos em gel de agarose o RNA extraído dessas células, e o comparamos com o RNA 

extraído de células selvagens, vimos que a intensidade da banda correspondente ao rRNA 

18S é semelhante entre as duas linhagens (Figura 24A), sugerindo que a expressão do 

fragmento híbrido, já mencionada, permite o processamento correto do pré-rRNA. Por 

outro lado, quando avaliamos o crescimento de células CRIMP4, percebemos que estas  
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FIGURA 23 – Detecção de mRNA corresponde à porção C-terminal de ScIMP4 em 

leveduras mutantes CRIMP4. (A) Esquema ilustrativo acerca da estrutura do gene 

SmIMP4 interrompido na linhagem mutante CRIMP, mostrando o local de anelamento dos 

iniciadores utilizados na RT-PCR. (B) Géis de agarose 1%, corados com brometo de 

etídeo, mostrando o produto de reações de PCR a partir do cDNA (RTase +) ou RNA 

(RTase -) de leveduras selvagens (WT) ou CRIMP4 (mut). Os iniciadores utilizados nas 

reações de PCR estão indicados por setas em preto. (P): controles positivos feitos a partir 

de DNA genômico de leveduras selvagens (gel da esquerda) ou de leveduras CRIMP4 (gel 

da direita); (1kb): padrão de peso molecular. 
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apresentam crescimento retardado em relação às células selvagens (Figura 24B), o que 

poderia indicar uma deficiência no metabolismo de RNA  

4.1.8. O GENE IMP4 DE S. MANSONI RESTAURA O CRESCIMENTO DA 

LEVEDURA CRIMP4 NA PRESENÇA DE GALACTOSE 

Para determinar se o gene IMP4 de S. mansoni seria capaz de complementar 

possíveis fenótipos mutantes de CRIMP4, esta linhagem foi transformada com o vetor 

pYEDP carregando o gene do parasita (pYSmIMP4). A expressão de um fragmento 

clonado em pYEDP (Anexo 5) é garantida pela presença do promotor GAL e ocorre 

quando a levedura é crescida em meio contendo galactose como fonte de açúcar. Como 

controle positivo da complementação, estas leveduras foram também transformadas com o 

vetor pYEDP contendo o gene IMP4 de S. cerevisiae (pYScIMP4). Como controle 

negativo, as leveduras CRIMP4 foram transformadas com o vetor pYEDP vazio.  

Inicialmente, verificamos que a levedura CRIMP4 transformada com o vetor 

pYSmIMP4 apresenta o crescimento restabelecido na presença de galactose, ou seja, em 

condições de expressão do gene de S. mansoni (Figura 25). Por outro lado, na presença de 

glicose, o crescimento da levedura mutante é lento, conforme já havia sido verificado. O 

crescimento da cultura também foi restabelecido na presença do gene da levedura 

(pYScIMP4), mas não é alterado pelo vetor vazio (pYEDP). 

4.1.9. LEVEDURAS CRIMP4 NÃO APRESENTAM SENSIBILIDADE ACENTUADA 

À HIDROXIURÉIA 

Partimos então para a verificação do envolvimento do gene IMP4 no 

metabolismo de DNA, analisando a sensibilidade de leveduras CRIMP4 ao tratamento com 

diferentes agentes genotóxicos.  
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FIGURA 24 – RNA total e crescimento de leveduras CRIMP4. (A) Gel de agarose 

1,2%, corado com brometo de etídeo, onde foi aplicado 1µL da amostra de RNA total 

extraído de 2 x 10
8
 leveduras selvagens (WT) ou mutantes (CRIMP4). (B) Placas de 

cultura mostrando a formação de colônias por leveduras selvagens (WT) ou mutantes 

(CRIMP4) após 48 ou 96 horas de crescimento em meio sólido. Cerca de 700 células 

foram espalhadas por placa.  

 

  



 

Resultados Página 96 

A) 

 
B) 

 

 

FIGURA 25 – Crescimento, em glicose ou galactose, de leveduras CRIMP4 

carregando diferentes construções plasmidianas. O crescimento de culturas de 

leveduras CRIMP4, transformadas com os vetores pYEDP vazio (), pYSmIMP4 () ou 

pYScIMP4 () foi comparado ao crescimento da cultura selvagem BY4735 (), na 

presença de glicose (A) ou galactose (B). A densidade celular das culturas foi avaliada por 

contagem de células vivas em câmara de Neubauer, em intervalos de tempo regulares. 
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Inicialmente, avaliamos a sobrevivência das leveduras mutantes em diferentes 

concentrações de hidroxiuréia (HU). A sensibilidade a HU, droga que causa interrupção na 

síntese de DNA, está associada a defeitos nos mecanismos de checkpoint de fase S. Nossos 

resultados (Figura 26) mostram que, em glicose ou galactose, os mutantes CRIMP4 são tão 

sensíveis a HU quanto células selvagens, sugerindo que IMP4 não está envolvida em 

checkpoint de fase S. 

4.1.10. LEVEDURAS CRIMP4 APRESENTAM SENSIBILIDADE ACENTUADA A 

MMS, A QUAL É REDUZIDA NA PRESENÇA DO GENE IMP4 DE               

S. MANSONI   

Para avaliar o envolvimento de IMP4 no reparo de DNA em S. cerevisiae, 

estudamos a resposta de células mutantes ao tratamento com luz UV e MMS, agentes que 

causam lesões no DNA. A sensibilidade das células a esses agentes foi analisada através de 

testes de crescimento em placa.  

Inicialmente, verificamos que as células mutantes são tão sensíveis à luz UV 

quanto células selvagens, em glicose ou galactose (dado não mostrado). Este resultado está 

de acordo com aqueles obtidos com bactérias mutantes e indicam que o gene IMP4 não 

está envolvido na tolerância à luz UV ou no reparo por excisão de nucleotídeos (NER).  

Uma vez que o cDNA de S. mansoni foi capaz de complementar bactérias 

sensíveis a MMS, analisamos a sensibilidade das leveduras mutantes a este agente 

alquilante. Em conformidade com os dados gerados em bactérias, leveduras CRIMP4 são 

mais sensíveis a MMS que leveduras selvagens (dado não mostrado). De maneira 

interessante, nossos resultados mostram que, quando crescidas na presença de galactose, 

leveduras CRIMP4 carregando o vetor pYSmIMP4 apresentam menor sensibilidade a 

MMS em relação às leveduras mutantes carregando o vetor vazio (Figura 27). Vimos  
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FIGURA 26 – Sobrevivência de leveduras CRIMP4, carregando diferentes 

construções plasmidianas, em resposta ao tratamento com HU. Sobrevivência após 

tratamento com 0, 50, 100 e 200 mM de hidroxiuréia, apresentada por culturas de 

leveduras CRIMP4 transformadas com os vetores pYEDP vazio (), pYSmIMP4 () ou 

pYScIMP4 () e culturas selvagens BY4735 (), na presença de glicose (A) ou galactose 

(B). A sobrevivência foi determinada pela medida da densidade óptica das culturas.  

1

10

100

0 50 100 150 200 250

%
 d

e 
so

b
re

vi
vê

n
ci

a

Hidroxiuréia (mM)

Glicose

wt

pY

pYSmIMP4

pYScIMP4

1

10

100

0 50 100 150 200 250

%
 d

e 
so

b
re

vi
vê

n
ci

a

Hidroxiuréia (mM)

Galactose

wt

pY

pYSmIMP4

pYScIMP4



 

Resultados Página 99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

FIGURA 27 – Crescimento de leveduras CRIMP4, carregando diferentes construções 

plasmidianas, em meio sólido contendo MMS. Alíquotas de culturas de leveduras 

CRIMP4 transformadas com os vetores pYEDP, pYSmIMP4 ou pYScIMP4 foram 

gotejadas em placas de meio sólido contendo quantidades crescentes de MMS, na presença 

de glicose ou galactose como fonte de açúcar. O crescimento em MMS foi avaliado pela 

habilidade das células em formar colônias.  
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também que, conforme esperado, o gene de S. cerevisiae, quando expresso pelas células 

CRIMP4 (em galactose) foi capaz de reverter completamente este fenótipo. Estes dados 

reforçam nossa hipótese de que a proteína IMP4, além de participar do metabolismo de 

RNA, participa do reparo de lesões causadas por MMS no DNA ou de mecanismos de 

tolerância ao MMS ou às lesões geradas pela droga. 

4.2. ANÁLISE DA RESPOSTA DE DIFERENTES CEPAS DE T. CRUZI A 

AGENTES GENOTÓXICOS   

Iniciamos o estudo dos fatores associados à geração de variabilidade genética 

em T. cruzi investigando a via de reparo de erros de pareamento (MMR), uma vez que essa 

via apresenta um papel crucial, evolutivamente conservado, na manutenção da fidelidade 

da replicação do DNA, além de influenciar outros processos geradores de diversidade 

genética, como a recombinação homóloga (revisado por Schofield & Hsieh, 2003 e por 

Waldman, 2008). Nossos estudos iniciais com TcMSH2 de diferentes cepas de T. cruzi 

revelaram a existência de três isoformas dessa proteína que é um dos componentes chaves 

do MMR em eucariotos (Augusto-Pinto et al., 2003). Algumas evidências nos levaram a 

propor uma hipótese sugerindo a existência de diferenças funcionais entre as isoformas de 

TcMSH2 e que tais diferenças seriam refletidas em variações na eficiência do reparo de 

erros de pareamento (MMR) nas diferentes cepas do parasito e, como consequência, nos 

níveis de variabilidade genética entre elas (Augusto-Pinto et al., 2003; Machado et al., 

2006; Machado-Silva et al., 2008). 

Ensaios de tolerância à cisplatina e a MNNG (Campos et al., artigo em 

preparação) utilizando quatro cepas de T. cruzi, indicam maior eficiência do MMR em 

cepas que codificam a isoforma A de TcMSH2. Esses ensaios foram feitos com a cepa JG 

e o clone Esmeraldo cl3, ambos da linhagem T. cruzi II, que codificam TcMSH2C, além 
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dos clones Col1.7G2 e Silvio X10, da linhagem T. cruzi I, que apresentam TcMSH2A (ver 

Figura 12 na sessão Introdução). Foi avaliada a sobrevivência das quatro cepas em resposta 

ao tratamento com diferentes doses de cisplatina ou MNNG. Como mostrado nas curvas de 

sobrevivência da figura 12B, cepas pertencentes ao grupo T. cruzi I (Colombiana e Silvio) 

apresentaram maior sensibilidade em resposta ao tratamento por 48 horas com 20 µM ou 

30 µM de cisplatina, quando comparadas às cepas de T. cruzi II (JG e Esmeraldo). Da 

mesma forma, as mesmas cepas de T. cruzi I foram mais sensíveis ao tratamento por 72 

horas com 25 µM e 50 µM do agente alquilante MNNG (Figura 12C). Esses resultados 

indicam, portanto, que parece haver uma maior eficiência do MMR em cepas codificando a 

isoforma A de TcMSH2, estando também de acordo com os dados obtidos através de 

análise in vitro da atividade ATPásica de TcMSH2 (Machado-Silva, 2008) e de análises de 

instabilidade de microssatélites após estresse oxidativo (Augusto-Pinto et al., 2003). 

4.2.1.  O CÁDMIO MODIFICA A RESPOSTA DOS CLONES AO TRATAMENTO 

COM CISPLATINA E MNNG  

Para verificarmos se a resposta diferencial dos parasitos ao tratamento com 

cisplatina e MNNG seria realmente devida a diferenças na eficiência do MMR, 

comparamos a sobrevivência de culturas das cepas Silvio (T. cruzi I, TcMSH2A) e 

Esmeraldo (T. cruzi II, TcMSH2C) após o tratamento com esses agentes genotóxicos, na 

ausência e na presença de um inibidor específico do MMR, o cloreto de cádmio (CdCl2). 

Em leveduras e extratos de células humanas, baixas concentrações de cádmio (na ordem de 

micromolares) inibem o MMR através da inibição da atividade ATPásica de MSH2 (Jin et 

al., 2003; Clark e Kunkel, 2004; Banerjee e Flores-Rozas, 2005). Trabalhos de Machado-

Silva e colaboradores (2008) mostraram que ocorre diminuição da atividade ATPásica de 

TcMSH2 na presença de 10µM de CdCl2 (veja Figura 11 na sessão Introdução). 
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Culturas em fase exponencial de crescimento dos clones Silvio X10 cl1 e 

Esmeraldo cl3 foram tratadas com 30µM de cisplatina, na presença ou ausência de 3 µM 

de cloreto de cádmio. Após 48 horas de crescimento, a sobrevivência das culturas foi 

avaliada através da contagem de células vivas em câmara de Neubauer. Conforme 

mostrado na figura 28A, a sensibilidade do clone Silvio X10 em resposta ao tratamento 

com 30 µM de cisplatina (30% de sobrevivência em relação à cultura não tratada em 

condições normais) é diminuída na presença de 3 µM de CdCl2, tornando-se semelhante à 

do clone Esmeraldo (cerca de 50% de sobrevivência em relação à cultura não tratada), que 

é naturalmente mais tolerante à droga. Estes resultados sugerem que a maior tolerância à 

cisplatina apresentada anteriormente pelas cepas JG e Esmeraldo (que codificam 

TcMSH2C) seria consequência de um MMR menos eficiente em relação às cepas Silvio e 

Colombiana (que codificam TcMSH2A). 

De modo semelhante, as mesmas culturas foram tratadas com 100 µM de 

MNNG, na presença ou ausência de 3 µM de cloreto de cádmio. O crescimento das 

culturas tratadas foi analisado, após três dias de tratamento, em relação às culturas não-

tratadas. Como mostrado na figura 28B, a diferença existente entre as respostas das 

populações clonais de Silvio e Esmeraldo ao tratamento por 72 horas com 100 µM de 

MNNG é abolida na presença de 3 µM de CdCl2. Estes resultados dão suporte à hipótese 

de que as diferenças na susceptibilidade a MNNG apresentadas por linhagens divergentes 

de T. cruzi devem-se a variações no MMR entre elas. 

Juntos, os dados gerados através de ensaios in vivo utilizando cisplatina, 

MNNG e cloreto de cádmio reforçam a hipótese proposta de que o MMR (ou MSH2) pode 

ser um dos fatores responsáveis pela maior geração de variabilidade em linhagens T. cruzi 

II, quando comparada a cepas da linhagem T. cruzi I.   
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FIGURA 28 – Efeito do cádmio na resposta de diferentes cepas de T. cruzi ao 

tratamento com cisplatina e MNNG. Sobrevivência de culturas de Esmeraldo cl3 () e 

Sílvio X10 cl1 (), em relação às culturas não tratadas correspondentes, após (A) 48 h de 

tratamento com 30 µM de cisplatina na ausência de CdCl2 (Cis) ou 30 µM de cisplatina na 

presença de 3µM de CdCl2 (Cis+Cd) ou após (B) 72h de tratamento com 100 µM de 

MNNG, na ausência (MNNG) ou presença (MNNG+Cd) de 3µM de CdCl2. A 

sobrevivência foi avaliada por contagem de células vivas em câmara de Neubauer, na 

presença de corante vital. Cada ponto representa a média de três experimentos 

independentes; as barras representam o desvio padrão.   

10

100

Cis Cis + Cd

%
 d

e 
so

b
re

vi
vê

n
ci

a 
Silvio

Esmeraldo

10

100

MNNG MNNG + Cd

%
 d

e 
so

b
re

vi
vê

n
ci

a

Silvio

Esmeraldo 



 

Resultados Página 104 

4.2.2. AS CEPAS SILVIO E COLOMBIANA APRESENTAM MAIOR 

SOBREVIVÊNCIA EM CONDIÇÕES DE ESTRESSE OXIDATIVO    

Já é conhecida a participação de proteínas do MMR (especialmente de MSH2), 

desde bactérias até humanos, na resposta a danos oxidativos, em especial no 

reconhecimento e correção de erros de pareamento envolvendo 8-oxoG (Le Page et al., 

2000;. Pitsikas et al., 2007). Caso o MMR (ou TcMSH2) esteja envolvido na prevenção de 

danos celulares gerados por ROS em T. cruzi, a existência de variantes de TcMSH2 

(apresentam diferenças funcionais e possivelmente ocasionam variações na eficiência do 

MMR), prevê diferenças na resposta ao estresse oxidativo entre linhagens que codificam 

diferentes isoformas dessa proteína. 

Dessa forma, Campos e colaboradores (artigo em preparação) analisaram 

também a sobrevivência das cepas JG, Esmeraldo, Silvio e Colombiana em resposta ao 

estresse oxidativo gerado por peróxido de hidrogênio (H2O2). Os resultados obtidos pelo 

tratamento das quatro cepas com 200 µM de H2O2 por 48 horas (veja Figura 12 D na 

sessão Introdução) mostraram que as cepas Silvio e Colombiana, que apresentam a 

isoforma A de TcMSH2, apresentaram maior sobrevivência em resposta ao estresse 

oxidativo, quando comparadas às cepas que codificam a isoforma C da proteína (JG e 

Esmeraldo). 

Analisamos separadamente a sensibilidade dos clones Silvio X10 cl1 e 

Esmeraldo cl3 e das cepas JG e Colombina ao composto INALa (2-(1,3-dioxo-1H,3H-

benzo[de]isoquinolin-2-il) propionamida) (Figura 29). Essa substância fotosensibilizadora, 

depois de estimulada por luz em comprimentos de onda acima de 300nm promove danos 

oxidativos no DNA, havendo, inclusive a formação de 8-oxoG (Rogers et al., 2001; 

Rodrigues et al., 2006). As culturas foram tratadas com 400 µM de INALa e em seguida, 

irradiadas por 30 minutos com a lâmpada apropriada. Após 72 horas, a sobrevivência das 
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células (em relação às culturas não tratadas correspondentes) foi medida após contagem de 

células vivas em câmara de Neubauer. Os resultados mostram que os clones Silvio e 

Colombiana (TcMSH2A) são também mais resistentes a INALa, assim como a H2O2, 

quando comparadas às cepas JG e Esmeraldo (TcMSH2C). Realizamos ainda o mesmo 

ensaio com um clone da cepa CL Brener que contém um dos alelos de MSH2 deletado 

(Campos et al., artigo em preparação) (CL Brener TcMSH2+/- clone RA2, construído pela 

aluna de doutorado Priscila Campos). A sobrevivência das células TcMSH2+/- após o 

tratamento com 600 µM de INALa (acompanhado por 30 minutos de estimulação por luz) 

foi comparada a de células selvagens do clone CL Brener. Nossos dados indicam que o 

clone heminocaute TcMSH2+/- RA2 é mais sensível aos danos causados por INALa, 

quando comparado à cepa selvagem (Figura 29). 

Juntos, os dados mostram que as cepas analisadas de T. cruzi I apresentam 

maior sobrevivência em estresse oxidativo, quando comparadas às cepas de T. cruzi II, 

sugerem a participação do MMR (ou de TcMSH2) na resposta ao estresse oxidativo em T. 

cruzi e estão de acordo com a maior eficiência no MMR supostamente apresentada por 

linhagens que codificam a isoforma A de TcMSH2. 

4.2.3. O CÁDMIO NÃO MODIFICA A RESPOSTA DOS CLONES AO 

TRATAMENTO COM PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO    

O envolvimento de MSH2, de maneira independente de MLH1 (ou seja, 

independente do MMR), no reparo de 8-oxoG presente em sequências transcricionalmente 

ativas já foi relatado (Pitsikas et al., 2007). Além disso, Machado–Silva e colaboradores 

(2008) verificaram, através de ensaios de complementação de linhagens de T. brucei   
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FIGURA 29 – Sobrevivência de diferentes culturas de T. cruzi após tratamento com 

INAla ativada por luz. Diferentes culturas de T. cruzi [JG (), Esmeraldo cl3 (), 

Colombiana (), Sílvio X10 cl1 (), CL Brener selvagem () ou CL MSH2+/- clone RA2 

()] foram submetidas ao tratamento com 400 ou 600 µM de INALa ativada por 30 

minutos de exposição à luz apropriada. Após 72 horas de crescimento, os parasitas vivos 

de cada cultura foram contados em câmara citométrica, na presença do corante vital 

eritrosina. Os valores mostram a sobrevivência das culturas, em termos porcentuais, em 

relação aos controles não tratados correspondentes. Cada ponto representa a média de três 

experimentos independentes; as barras representam o desvio padrão. 
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deficientes em MSH2 (TbMsh2 -/-), a participação de TcMSH2 na resposta ao estresse 

oxidativo gerado por H2O2 nestes parasitos. 

Para verificar se a contribuição do TcMSH2 no controle de danos oxidativos 

em T. cruzi é realmente independente do MMR, como sugerido por esses dados, avaliamos 

a sobrevivência de populações clonais das cepas Silvio e Esmeraldo em resposta ao 

tratamento por 48 horas com 200 µM de H2O2, na presença de cádmio. De maneira 

interessante, a diferença observada entre as cepas quanto à sobrevivência após o estresse 

oxidativo por H2O2, é mantida na presença de 3 µM de CdCl2 (Figura 30). Este resultado 

indica que a inibição do MMR por cádmio não afetou a eficiência da resposta celular de   

T. cruzi ao estresse oxidativo. Para excluir a possibilidade da concentração de CdCl2 

utilizada não ter sido suficiente para inibir a atividade ATPásica de TcMSH2 (ou qualquer 

outra atividade do MMR alvo do cádmio), realizamos o mesmo ensaio de sobrevivência 

com H2O2, porém na presença de 5 µM e 10 µM de CdCl2. Nenhuma dessas doses, no 

entanto, alterou a sobrevivência das culturas de Silvio ou Esmeraldo em resposta ao 

tratamento com 200 µM de H2O2 (dados não mostrados). 

4.2.4. ANÁLISE DA CAPACIDADE REDUTORA DAS CEPAS JG, SILVIO, 

COLOMBIANA E ESMERALDO     

A redução de H2O2 a H2O e O2 por catalase e glutationa peroxidase constitui a 

primeira linha de defesa celular contra essa espécie reativa em eucariotos superiores 

(revisado por Slupphaug et al., 2003; Alzate et al., 2007). Apesar de essas enzimas não 

estarem presentes em tripanosomatídeos (El Sayed et al., 2005), estes possuem o sistema 

alternativo tripanotioana/tripanotiona redutase, essencial à manutenção de um ambiente 

redutor intracelular, que atua na detoxificação de hidroperóxidos (revisado em Schmidt et 

al., 2002). Dessa forma, mecanismos de defesas antioxidantes presentes nas cepas de   
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FIGURA 30 – Efeito do cádmio na resposta de T. cruzi ao tratamento com H2O2. 

Sobrevivência de culturas de Silvio X10 cl1 e Esmeraldo cl3, em relação às culturas não 

tratadas correspondentes, após 48h de tratamento com 200 µM de H2O2 (H2O2) ou após 48 

horas de tratamento com 200 µM de H2O2 na presença de 3µM de CdCl2 (H2O2+Cd). A 

sobrevivência foi determinada por contagem de células vivas em câmara citométrica, na 

presença de corante vital. Os resultados representam a média de três experimentos 

independentes; as barras representam o desvio padrão 
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T. cruzi em estudo (como a atividade de enzimas que inativam ROS) poderiam determinar 

a maior sobrevivência de cepas T. cruzi I após estresse oxidativo. 

Para investigar se a resposta diferencial ao tratamento com H2O2, apresentada 

pelas quatro cepas, foi devida a diferenças existentes quanto à capacidade celular de 

redução de espécies reativas potencialmente nocivas, avaliamos a eficiência das cepas JG, 

Esmeraldo, Silvio e Colombiana em reduzir o composto MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil-tetrazol brometo]. No ensaio in vivo de redução de MTT, este composto é 

convertido por enzimas da cadeia respiratória no composto insolúvel formazan, um sal de 

cor violeta cuja formação pode ser medida por espectrometria. Um número fixo de células 

provenientes de culturas exponenciais de JG, Esmeraldo, Silvio e Colombiana foram 

incubadas com MTT por 18 horas, em um volume também fixo. Após este período, as 

células foram lisadas e a produção de formazan por estas foi indiretamente acessada, pela 

medida da densidade óptica do sobrenadante, a 570 nm (Figura 31). Densidades maiores 

indicam maior formação do composto violeta, e assim, maior capacidade redutora das 

células. Nossos resultados indicam que as cepas do grupo T. cruzi I (Colombiana e Silvio) 

apresentam uma capacidade redutora um pouco menor do que as cepas analisadas de T. 

cruzi II (JG e Esmeraldo). Esses dados sugerem, portanto, que a diferença observada entre 

as linhagens I e II após tratamento com H2O2 não seria devida a maior atividade nas cepas 

do grupo I das enzimas detoxificantes das células. 
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FIGURA 31 – Capacidade de diferentes cepas e clones de T. cruzi em reduzir o 

composto MTT. Culturas de JG (), Esmeraldo cl3 (), Colombiana () e Sílvio X10 cl1 

() foram incubadas por 18 horas com com 0 e 200 µM de H2O2. Após este período, as 

células foram lisadas com isopropanol:HCl e a produção de formazan pelas células foi 

indiretamente medida pela leitura da densidade óptica do lisado (a 570 nm). Maiores 

densidades indicam maior redução de MTT a formazan. Os resultados representam a média 

de três experimentos independentes; as barras representam o desvio padrão. 
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4.3. ESTUDOS DA RESPOSTA AO ESTRESSE OXIDATIVO EM T. CRUZI  

A participação de TcMSH2, supostamente independente do MMR, na resposta 

ao estresse oxidativo T. cruzi nos levou a questionar sobre a maneira como o parasito lida 

com danos oxidativos no DNA, especialmente com a lesão 8-oxoG (ou GO). O sistema 

GO, que inclui as glicosilases Fpg e MutY, além de MutT, uma 8-oxo-dGTPase que 

previne a incorporação de nucleotídeos oxidados no DNA, é o principal responsável pelo 

controle do efeito mutagênico de 8-oxoG em E. coli (revisado por Nakabeppu et al., 2004).  

4.3.1. T. CRUZI APRESENTA UM ORTÓLOGO DE OGG1  

A DNA glicosilase Fpg realiza a excisão de 8-oxoG do par 8-oxoG:C no DNA, 

seguida pela clivagem do DNA a 3`do sitio AP (Boiteux et al., 1987). O homólogo 

funcional de Fpg em eucariotos é a glicosilase Ogg1, também bifuncional (revisado por 

Boiteux e Radicella, 1999). Através de uma busca no banco de dados do genoma do T. 

cruzi (www.genedb.org), foi observado que este organismo apresenta o ortólogo do gene 

Ogg1 (Figura 32). No clone CL Brener, duas proteínas Ogg1 distintas são codificadas 

pelos alelos Tc00.1047053506559.170 e Tc00.1047053510229.20, cujas sequências 

diferem por uma inserção de 114 nt na extremidade 5` de um dos alelos, resultando em 38 

aminoácidos adicionais na extremidade N-terminal, além de pequenas variações, que 

geram treze substituições de aminoácidos distribuídas ao longo da proteína (Figura 33). 

A caracterização do ortólogo de Ogg1 em T. cruzi foi iniciada com a 

amplificação dos alelos Tc00.1047053506559.170 (o qual denominamos TcOgg1A) e 

Tc00.1047053510229.20 (o qual denominamos TcOgg1B) a partir do DNA genômico de 

CL Brener. O alelo TcOgg1A, que contém a inserção N-terminal, foi amplificado em 

reações de PCR utilizando os pares de iniciadores OggA.XbaF e Ogg.HindR ou   

http://www.genedb.org/
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FIGURA 32 – Ortólogo de Ogg1 em T. cruzi. Alinhamento das sequências preditas de 

aminoácidos codificados pelo alelo Tc00.1047053506559.170 da cepa CL Brener 

(TcOgg1A) e pelo gene OGG1 de S. cerevisiae (yeastOgg1) (número de acesso no 

GenBank: U44855). Os resíduos conservados estão realçados em preto; as substituições 

conservativas estão realçadas em cinza. Os aminoácidos correspondentes ao domínio 

KPVD, conservado em glicosilases, estão marcados com um asterisco. O alinhamento das 

sequências foi feito através do programa Multalin e os resíduos conservados e não 

conservados foram destacados utilizando o programa BOXSHADE3.21. 
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FIGURA 33 - 8-oxoG DNA glicosilases putativas em T. cruzi. Alinhamento das 

sequências preditas de aminoácidos codificados pelos alelos Tc00.1047053506559.170 

(TcOgg1A) e Tc00.1047053510229.20 (TcOgg1B) de CL Brener, possíveis ortólogos de 

Ogg1. Resíduos idênticos entre as duas sequências estão em vermelho; inserções ou 

substituições estão em preto. O alinhamento foi feito através do programa Multalin. A 

região grifada de verde foi predita como domínio transmembrana.  
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OggA.XbaF e Ogg.XhoR. Tais iniciadores amplificam exatamente a mesma região, porém 

apresentam caudas com sequências alvo para diferentes enzimas de restrição permitindo 

posteriormente a clonagem do fragmento em diferentes vetores (pMAL c2G e 

pROCK_HIGRO, respectivamente). Da mesma forma, o alelo TcOgg1B foi amplificado 

com os pares de iniciadores OggB.Xba-F e Ogg.Hind-R ou OggB.Xba-F e Ogg.Xho-R. 

Fragmentos de tamanhos esperados (1450 pb e 1350 pb, aproximadamente), 

correspondentes aos alelos TcOgg1A e TcOgg1B, respectivamante, foram amplificados a 

partir de DNA genômico de CL Brener, conforme exemplificado na figura 34A. O 

fragmento TcOgg1A amplificado foi clonado no vetor pGEM T Easy. Clones positivos 

resultantes da transformação com o produto da clonagem foram selecionados através de 

PCR de colônia (Figura 34B) e utilizados para obtenção do DNA plasmidiano. Os 

plasmídeos foram então digeridos com endonucleases apropriadas (XbaI/HindIII ou 

XbaI/XhoI). Os insertos liberados dos vetores pGEM_Ogg1A foram purificados de gel de 

agarose (Figura 34C) e subclonados nos vetores adequados, gerando as construções 

pMAL_Ogg1A, de expressão indutível em bactérias e pROCK_Ogg1A, para expressão 

constitutiva em T. cruzi. Por motivos desconhecidos, não foi possível clonar o fragmento 

TcOgg1B no vetor pGEM T Easy. 

O sistema pMAL permite a expressão em larga escala, induzida por IPTG, de 

genes exógenos em bactérias. A proteína de interesse é produzida em fusão com MBP 

(Maltose Binding Protein), o que permite, posteriormente, sua purificação por 

cromatografia de afinidade em uma coluna de amilose. O fragmento TcOgg1A foi clonado 

em pMAL para que pudéssemos expressar a proteína TcOgg1 em um sistema bacteriano, 

verificar sua habilidade em suprimir o fenótipo mutador espontâneo de bactérias 

deficientes em fpg (BH20) e confirmar, através de ensaios in vitro com a proteína 

recombinante, sua atividade glicosilásica/AP liásica  
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FIGURA 34 - Amplificação e clonagem de TcOgg1A. Imagem de géis de agarose 1%, 

corados com brometo de etídeo, mostrando (A) fragmento de TcOgg1A ou TcOgg1B 

amplificado por PCR a partir de 100 ng de DNA genômico de CL Brener; (B) TcOgg1A 

amplificado por PCR de colônia a partir de seis clones de DH5α resultantes da 

transformação com pGEM_Ogg1A; e (C) fragmentos correspondentes a TcOgg1A 

liberados pela digestão de pGEM_Ogg1A com XbaI e HindIII (linha 1) ou XbaI e XhoI 

(linha2) e purificados a partir de gel de agarose. (1kb): Padrão de peso molecular (1Kb 

Plus DNA Ladder). (br): Controles negativos das reações de PCR feitos na ausência de 

DNA molde. 
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4.3.2. A EXPRESSÃO DE TCOGG1A É TÓXICA EM BACTÉRIAS 

Bactérias DH5α foram transformadas com o vetor pMAL_Ogg1A, e clones 

positivos foram selecionados através de PCR de colônia. Várias tentativas de indução de 

expressão de TcOgg1A foram realizadas, através da adição de IPTG às culturas, com 

diferentes clones carregando o vetor recombinante. De modo surpreendente, a expressão 

desse gene mostrou-se extremamente tóxica em qualquer um dos clones. Imediatamente 

após a adição de IPTG ao meio de cultura, o crescimento das células era interrompido (em 

algumas tentativas, a DO600 diminuiu após a indução da expressão) (dado não mostrado). 

Como retratado na figura 35, o crescimento de colônias de bactérias carregando o vetor 

pMAL_Ogg1A foi completamente interrompido pela indução da expressão de TcOgg1A 

em placas de meio sólido contendo IPTG.  

Alguns procedimentos foram realizados na tentativa de minimizar a 

citotoxicidade da proteína exógena, como redução da concentração de IPTG e diminuição 

da temperatura de crescimento das células, antes e após a indução, no entanto, não 

obtivemos sucesso. Além disso, tentamos detectar algum “vazamento” de expressão da 

proteína na ausência de IPTG: o extrato protéico total de alguns clones recombinantes foi 

analisado em gel de poliacrilamida e comparado aos extratos de células carregando o vetor 

pMAL c2G vazio ou células desprovidas de qualquer vetor. Uma banda correspondente a 

MBP foi visualizada no extrato de células com o vetor vazio; no entanto, nenhuma banda 

adicional foi detectada no extrato de clones carregando o vetor pMAL_Ogg1A (dado não 

mostrado).  
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FIGURA 35 - Toxicidade de TcOgg1A em células DH5α. Fotografias de placas de meio 

2xYT-ágar contendo apenas ampicilina (AMP) ou ampicilina e 0,1 mM de IPTG (AMP + 

IPTG), onde foram gotejadas alíquotas diluídas de culturas de três diferentes clones de 

bactérias DH5α carregando o vetor pMAL_Ogg1A (clones 1, 2 e 3) e três diferentes clones 

de bactérias DH5α carregando o vetor pMAL c2G vazio (clones A, B e C).   
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4.3.3. A EXPRESSÃO DE TCOGG1A TAMBÉM É TÓXICA EM BACTÉRIAS 

DEFICIENTES EM FPG 

Diferentemente da nossa abordagem, diversos trabalhos que descrevem a 

superexpressão em bactérias de ortólogos de Ogg1 utilizam células deficientes em 

glicosilases endógenas, como Fpg e MutY (van der Kempt et al., 1996; Radicella et al., 

1997; García-Ortiz et al., 2001). Para verificar se o efeito citotóxico da superexpressão de 

TcOgg1A em bactérias foi acentuado pela presença de atividades glicosilásicas endógenas 

na célula, realizamos a transformação de bactérias mutantes deficientes em Fpg (linhagem 

BH20) com o vetor pMAL_Ogg1A e analisamos a toxicidade da expressão do alelo 

TcOgg1 nessas células. Foi feito um acompanhamento do crescimento de células BH20 

carregando o vetor pMAL_Ogg1A em meio líquido, na presença ou ausência de IPTG. O 

crescimento foi comparado ao de bactérias BH20 carregando o vetor pMAL c2G vazio, 

sob as mesmas condições. O crescimento das bactérias foi analisado por 8 horas através de 

leituras da densidade óptica do meio, feitas a cada hora. Como controle, o mesmo 

procedimento foi feito com culturas de bactérias selvagens AB1157 (que apresentam o 

gene Fpg) carregando os vetores pMAL_Ogg1A ou pMAL c2G. Conforme indicado por 

curvas de crescimento nas figuras 36 e 37, células AB1157 (fpg+) ou BH20 (fpg-) 

apresentam o crescimento completamente inibido pela expressão de TcOgg1A, induzida 

pela adição de IPTG ao meio de cultura. Este resultado indica que a superexpressão de 

TcOgg1A é extremamente tóxica em bactérias, independentemente do nível de atividade 8-

oxoG-DNA-glicosilásica endógena da célula.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Radicella%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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FIGURA 36 - Toxicidade de TcOgg1A em bactérias BH20 (fpg-). Células fpg- 

carregando diferentes vetores foram crescidas, sob agitação (180 rpm), por 8 horas a 37
 o

C 

em meio 2xYT/ampicilina, na presença ou ausência de 0,1 mM de IPTG. O crescimento 

foi acompanhado por leituras da densidade óptica das culturas (OD600), feitas em 

espectrofotômetro após diferentes intervalos de tempo. () vetor pMAL_TcOgg1A, 

expressão não induzida; () vetor pMAL_TcOgg1A, expressão induzida por IPTG; () 

vetor pMAL c2G vazio, expressão não induzida; () vetor pMAL c2G vazio, expressão 

induzida por IPTG.  
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FIGURA 37 - Toxicidade de TcOgg1A em bactérias AB1157 (fpg+). Células fpg+ 

carregando diferentes vetores foram crescidas, sob agitação (180 rpm), por 8 horas a 37
 o

C 

em meio 2xYT/ampicilina, na presença ou ausência de 0,1 mM de IPTG. O crescimento 

foi acompanhado por leituras da densidade óptica das culturas (OD600), feitas em 

espectrofotômetro após diferentes intervalos de tempo. () vetor pMAL_TcOgg1A, 

expressão não induzida; () vetor pMAL_TcOgg1A, expressão induzida por IPTG; () 

vetor pMAL c2G vazio, expressão não induzida; () vetor pMAL c2G vazio, expressão 

induzida por IPTG.  
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4.3.4. A SUPOSTA SUPEREXPRESSÃO DE TCOGG1A SENSIBILIZA O CLONE CL 

BRENER AO TRATAMENTO COM H2O2      

Uma vez que não foi possível confirmar a atividade glicosilásica de TcOgg1A 

em bactérias, devido a citotoxicidade resultante da expressão do alelo TcOgg1A nessas 

células, decidimos investigar os efeitos da superexpressão desse alelo em T. cruzi. 

Dessa forma, realizamos a transfecção do clone CL Brener com o vetor 

pROCK_Ogg1AHIGRO. O vetor pROCK (DaRocha et al., 2004, anexo 2) promove em T. 

cruzi a expressão estável de um gene, integrando-se por recombinação homóloga no 

cluster de α/-tubulina presente no genoma do parasito. O processamento correto do 

transcrito é garantido pela presença de sequências regulatórias no vetor. A superexpressão 

em T. cruzi de diversos genes relacionados ao metabolismo de DNA (TcRAD51, TcPol, 

TcPol, TcPol e TcRev1-like) já foi obtida em nosso laboratório, utilizando o vetor 

pROCK (Régis-da-Silva et al., 2006; Lopes et al., 2008; Rajão et al., 2009; de Moura et 

al., 2009; João P. V. da Rocha, 2008 – Dissertação de Mestrado). 

Transfectantes estáveis de pROCK_Ogg1A foram selecionados em meio 

líquido acrescido de higromicina. Sob condições normais de cultivo (na ausência de 

tratamento genotóxico), as células transfectadas apresentam crescimento semelhante ao da 

população selvagem e não apresentam nenhuma alteração visível em sua morfologia 

(dados não mostrados).  

Apesar de ainda não termos confirmado a superexpressão de TcOgg1A na 

cultura transfectada com pROCK_Ogg1A, verificamos a sensibilidade desta ao tratamento 

com H2O2, uma vez que o aumento de sensibilidade a agentes genotóxicos é comum em 

células que superexpressam glicosilases (Kaasen et al., 1986; Coquerelle et al., 1995; 

Hollenbach et al., 1999; Yang et al., 2006; Éot-Houllier et al., 2007). 
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Uma cultura do clone CL Brener transfectada com o vetor pROCK_HIGRO, e 

a cultura transfectada com pROCK_Ogg1A foram tratadas com 0, 100, 200 e 300 µM de 

H2O2. Após 72 horas, a densidade celular das culturas foi determinada por contagem de 

células vivas em câmara de Neubauer. A sobrevivência em resposta ao tratamento foi 

estimada por comparação da densidade celular entre as culturas tratadas e não tratadas 

correspondentes. Como indicado pela curva de sobrevivência na figura 38, as células 

transfectadas, possivelmente superexpressoras de TcOgg1A, apresentam maior 

sensibilidade ao estresse oxidativo gerado pelo tratamento com água oxigenada quando 

comparadas à população selvagem. Este resultado está de acordo com dados da literatura 

acerca da citotoxicidade causada pela superexpressão de Ogg1 em condições de estresse 

oxidativo (Hollenbach et al., 1999; Yang et al., 2006; Éot-Houllier et al., 2007) e é um 

indício de que a superexpressão de uma glicosilase que remove danos oxidativos está 

ocorrendo no clone CL Brener transfectado com pROCK_Ogg1A. 

4.3.5. A EXISTÊNCIA DE UM ORTÓLOGO DE MUTY EM T. CRUZI PRESSUPÕE 

A PRESENÇA DE UM ORTÓGOLO DE MUTT NO PARASITO             

Continuamos a caracterização do sistema GO em T. cruzi com os ortólogos de 

MutY e MutT nesse parasita. A glicosilase MutY remove adeninas pareadas a 8-oxoG, 

introduzidas quando 8-oxoguaninas permanecem no DNA molde durante a replicação. 

MutT e seus homólogos (MTH1) hidrolisam 8-oxo-dGTPs a 8-oxo-dGMPs, prevenindo 

que sejam incorporados durante a replicação (Nakabeppu, 2001). O sequenciamento do 

genoma completo de CL Brener indicou a ausência de ORFs com homologia predita à 

MutT, embora ortólogos de MutY tenham sido identificados (Sayed et al, 2005). 
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FIGURA 38 – Curva de sobrevivência do clone CL Brener transfectado com 

pROCK_Ogg1A em resposta ao tratamento com peróxido de hidrogênio. Culturas de 

CL Brener selvagem () ou transfectadas com pROCK_Ogg1A () foram submetidas ao 

tratamento com 0, 100, 200 e 300 µM de H2O2. Após 72h, os parasitas vivos de cada 

cultura foram contados em câmara citométrica, na presença do corante vital eritrosina. Os 

valores de y indicam a sobrevivência das culturas, em termos porcentuais, em relação à 

cultura não tratada correspondente. Cada ponto representa a média de três experimentos 

independentes; as barras representam o desvio padrão. 
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Iniciamos a busca por homólogos funcionais de MutT em T. cruzi através de 

análises no banco de dados do genoma do parasito (www.genedb.org) identificando ORFs 

contendo o domínio Nudix, uma curta sequência de aminoácidos conservada entre as 

enzimas MutT de E. coli e Pseudomonas vulgaris, e MTH1 humana, de camundongo e de 

rato (Bessman et al, 1996). Foram encontradas várias ORFs de hidrolases contendo 

domínios Nudix, e destas, selecionamos para estudos iniciais in vivo as duas ORFs cujos 

domínios Nudix apresentavam maior homologia ao de mutT: Tc00.1047053511233.100 e 

Tc00.1047053511499.30, as quais denominamos Ndx1 e Ndx4, respectivamente        

(Figura 39). 

4.3.6. NDX1 E NDX4 NÃO COMPLEMENTAM BACTÉRIAS DEFICIENTES EM 

MUTT                 

Para verificar a existência de homologia funcional entre os produtos das ORFs 

Ndx1 e Ndx4 e a proteína MutT, analisamos, por meio de ensaios de mutação em 

rifampicina, a habilidade dessas ORFs em suprimir o acentuado fenótipo mutador de uma 

linhagem de bactérias deficiente em MutT (linhagem BH600). Por isso, os fragmentos de 

Ndx1 e Ndx4 foram clonados no vetor bacteriano pMAL c2G, de expressão indutível por 

IPTG. Como controle, o gene mutT também foi clonado em pMAL.  

Inicialmente, os fragmentos Ndx1 e Ndx4, ambos com aproximadamente 700 

pares de bases, foram amplificados a partir de DNA genômico do clone CL Brener com os 

pares de iniciadores apropriados (par Ndx1BamF e Ndx1HindR ou par Ndx4BamF e 

Ndx4HindR, respectivamente) (figuras 40A e 41A) e isoladamente clonados no vetor 

pGEM T Easy 
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FIGURA 39- Alinhamento das regiões conservadas entre Nudix1, Nudix 4 e MutT. 

Desenho esquemático mostrando a posição da região conservada (representada em azul) 

entre a proteína MutT de E. coli (em roxo) e os polipeptídeos codificados pelos alelos 

Tc00.1047053511233.100 (Nudix 1, em verde) e Tc00.1047053511499.30 (Nudix 4, em 

rosa) de CL Brener. Na porção inferior da figura, estão representadas as sequências das 

regiões conservadas entre YLR151c, de S. cerevisiae, Ndx1 e Ndx4, de T. cruzi, mutT, de 

E. coli e MTH (human), de Homo sapiens. Os resíduos conservados estão realçados em 

preto; as substituições conservativas estão realçadas em cinza. Os aminoácidos 

correspondentes ao domínio Nudix estão grafados em vermelho. O alinhamento foi feito 

pelo programa Multalin e os resíduos conservados e não conservados foram destacados 

utilizando o programa BOXSHADE3.21.  
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FIGURA 40 - Amplificação e clonagem de Ndx1. Imagem negativa de géis de agarose 

1%, corados com brometo de etídeo, mostrando (A) Ndx1 amplificada por PCR a partir de 

50, 100 e 200 ng de DNA genômico de CL Brener; (B) Ndx1 amplificada por PCR de 

colônia a partir de cinco clones de DH5α resultantes da transformação com pGEM_Ndx1 e 

(C) a partir de dois clones resultantes da transformação com pMAL_Ndx1. (1kb): Padrão 

de peso molecular (1Kb Plus DNA Ladder). (br): Controles negativos das reações de PCR 

feitos na ausência de DNA genômico ou bactérias. 
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FIGURA 41 - Amplificação e clonagem de Ndx4. Imagem negativa de géis de agarose 

1%, corados com brometo de etídeo, mostrando (A) Ndx4 amplificada por PCR a partir de 

50, 100 e 200 ng de DNA genômico de CL Brener; (B) Ndx4 amplificada por PCR de 

colônia a partir de cinco clones de DH5α resultantes da transformação com pGEM_ Ndx4 

e (C) a partir de sete clones resultantes da transformação com pMAL_ Ndx4. (1kb): Padrão 

de peso molecular (1Kb Plus DNA Ladder). (br): Controles negativos das reações de PCR 

feitos na ausência de DNA genômico ou bactérias. (+): Controles positivos feitos na 

presença de DNA plasmidiano (pGEM_Ndx4).  

A) 

B) 

C) 
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O produto das clonagens foi utilizado na transformação de bactérias e clones 

positivos foram selecionados através de PCR de colônia (Figuras 40B e 41B). Os vetores 

pGEM_Ndx1 e pGEM_Ndx4, obtidos a partir de clones positivos, foram digeridos com as 

enzimas BamHI e HindIII para a liberação dos fragmentos Ndx1 e Ndx4. Então, estes 

foram subclonados no vetor pMAL c2G, digerido com as mesmas enzimas, gerando as 

construções pMAL_Ndx1 e pMAL_Ndx4 (Figuras 40C e 41C). Da mesma forma, o gene 

mutT (de aproximadamente 400 pares de bases) foi amplificado com o par de iniciadores 

muttXbaF e muttPstR, a partir de bactérias da linhagem AB1157, clonado em pGEM-T 

Easy e subclonado nos sítios de XbaI e EcoRI do vetor pMAL c2G, gerando a construção 

pMAL-mutT (dado não mostrado). As construções pMAL_Ndx1, pMAL_Ndx4 e 

pMAL_mutT, além do vetor pMAL c2G vazio, foram então utilizadas na transformação de 

bactérias da linhagem mutante BH600, que possui o gene mutT deletado (a linhagem 

mutante BH600 é derivada da linhagem selvagem AB1157).  

Ensaios de mutação em rifampicina foram realizados com culturas das 

linhagens BH600 e AB1157 carregando diferentes construções plasmidianas (Tabela 3). 

Conforme descrito em Material e Métodos (item 3.21.4), a média de frequência de 

mutantes rpoB (MRIF) nessas culturas foi obtida após plaqueamento das células em meio 

sólido seletivo (contendo rifampicina) e não seletivo, e determinação (i) do número de 

colônias resistentes ao antibiótico, formadas nas placas com rifampicina durante 

crescimento overnigh, (ii) do número total de colônias crescidas na ausência do antibiótico 

e (iii) da razão entre estes, levando em consideração o volume das alíquotas e as diluições 

realizadas.  

Através dos ensaios de mutação observamos que, conforme esperado, a média 

da frequência de mutantes Rif 
R
 (MRIF) em culturas de células BH600 (mutT-) carregando o   
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TABELA 3 - Média da frequência de mutantes Rif 
R
 em populações de bactérias 

BH600 e AB1157 carregando diferentes construções plasmidianas 

Célula Vetor M RIF 
(1)

  +  dp 
(2)

 

AB1157 pMAL c2G 0,3  +  0,5  

BH600 

pMAL c2G 428  +  213 

pMAL_Ndx1 1213  +  64 

pMAL_Ndx4 1268  +  152 

pMAL_mutT 0,1  +  0,04 

(1) Média da frequência de mutantes rpoB nas culturas e (2) desvio padrão. 
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vetor pMAL c2G vazio é cerca de 1500 vezes maior que a média da frequência de 

mutantes Rif 
R
 em populações de células selvagens (AB1157) carregando o mesmo vetor 

(Tabela 3). Além disso, verificamos que a média da frequência de mutantes Rif 
R
 em 

linhagens BH600 não é diminuída pela expressão heteróloga de Ndx1 ou Ndx4 nessas 

células, induzida por IPTG, sendo drasticamente reduzida pela expressão de mutT     

(Tabela 3). Esses dados indicam que os produtos dos alelos Ndx1 e Ndx4 não são 

homólogos funcionais à proteína MutT de E. coli, apesar de apresentam domínios Nudix 

com homologia significativa ao desta hidrolase. 

4.3.7. UM POSSÍVEL ORTÓLOGO DE MTH FOI AMPLIFICADO A PARTIR DO 

DNA GENÔMICO DO CLONE CL BRENER                   

Recentemente, analisando o banco de dados de T. cruzi encontramos um alelo 

de CL Brener que apresenta homologia de sequência a MTH de T. brucei. Atualmente 

anotadas como “possível Nudix hidrolase, incompleta” (Tc00.1047053510287.4) e 

“possível Nudix hidrolase, pseudogene” (Tc00.1047053506581.69), essas sequências 

codificam polipeptídeos que apresentam, respectivamente, alta homologia com a região    

N-terminal (49% de identidade, 62% de similaridade) e alta homologia com as porções 

média e C terminal (53% de identidade, 64% de similaridade) do produto do alelo 

Tb10.70.2530, caracterizado como homólogo de mutT em T. brucei (Figura 42). O 

alinhamento dessas sequências sugere a existência de um alelo em CL Brener, homólogo a 

MTH de T. brucei, contendo uma pequena inserção em relação a este, formado pela 

justaposição dos fragmentos Tc00.1047053510287.4 e Tc00.1047053506581.69        

(Figura 42). Foram então construídos iniciadores para a amplificação desse provável alelo 

(mthEcoF e mthHindR). Na reação de PCR utilizando tais iniciadores, um fragmento de 

aproximadamente 900 pb foi amplificado a partir de DNA genômico de CL Brener      
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FIGURA 42 - Possível ortólogo de MTH em T. cruzi. Desenho esquemático mostrando o 

alinhamento entre a proteína MTH de T. brucei (TbMTH) e os polipeptídeos codificados 

pelos alelos Tc00.1047053510287.4 (TcNdxN) e Tc00.1047053506581.69 (TcNdxC) de 

T. cruzi (CL Brener). O alinhamento sugere a existência de uma proteína em T. cruzi 

(TcMTH), homóloga à MTH de T. brucei, formada pela sobreposição dos dois 

polipeptídeos, excluído a porção N terminal (em azul) de TcNdxC. Cores idênticas 

representam sequências idênticas. O mesmo tom de cor indica que as regiões são 

homólogas. 

  



 

Resultados Página 132 

(Figura 43), o que reforça a hipótese da existência do alelo em T. cruzi homólogo a MTH 

de T. brucei, como sugerido por nós.  

4.3.8. A EXPRESSÃO HETERÓLOGA DE MUTT EM T. CRUZI AUMENTA A 

SOBREVIVÊNCIA EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM H2O2                 

Para verificar os efeitos da expressão do gene mutT de E. coli em T. cruzi, este 

gene foi clonado no vetor pROCK_HIGRO e utilizado na transfecção de uma população 

selvagem do clone CL Brener.  

Inicialmente, o gene mutT foi amplificado a partir de bactérias AB1157 

(GeneID: 5590913) com os iniciadores muttXbaF e muttXhoR e clonado no vetor pGEM
®
-

T Easy, gerando o vetor pGEM_mutT. O fragmento clonado foi liberado pela digestão do 

vetor com as endonucleases XbaI e XhoI e então subclonado no vetor pROCK_HIGRO 

digerido com as mesmas enzimas, gerando a construção pROCK_mutT. 

A expressão de mutT no clone CL Brener transfectado com pROCK_mutT foi 

verificada por RT-PCR (Figura 44). Para tanto, o RNA total de 10
7
 células de uma cultura 

selvagem do clone CL Brener ou de 10
7
 células da cultura transfectada com pROCK_mutT 

foi extraído e utilizado em reações de síntese de cDNA por uma transcriptase reversa. Em 

seguida, o cDNA foi utilizado como molde em reações de PCR com iniciadores específicos 

para uma região interna do gene mutT. Conforme esperado, esta região não foi amplificada 

a partir do cDNA da cultura de CL Brener selvagem, mas foi amplificada a partir do cDNA 

da cultura transfectada, indicando a expressão do gene bacteriano.  

As células transfectadas foram então submetidas a estresse oxidativo através do 

tratamento com 0, 150, 200 e 250 µM de H2O2. Conforme indicado pela figura 45, a 

expressão de MutT exógena conferiu à população transfectada uma excepcional resistência 
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FIGURA 43 – Amplificação do ortólogo de MTH em T. cruzi. Imagem negativa de gel 

de agarose 1%, corado com brometo de etídeo mostrando a amplificação de um possível 

homólogo de MTH (seta) em T. cruzi, a partir de 50 ng, 100 ng ou 200 ng de DNA 

genômico de CL Brener. O primer forward foi construído a partir da sequência do alelo 

Tc00.1047053510287.4 (TcNdxN) e o primer reverse, a partir do alelo 

Tc00.1047053506581.69 (TcNdxC). (1kb): Padrão de peso molecular (1Kb Plus DNA 

Ladder). (br): Controle negativos das reações de PCR feito na ausência de DNA genômico. 
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FIGURA 44 - Expressão heteróloga de mutT em CL Brener. Gel de acrilamida 20%, 

corado por prata, mostrando o produto da RT-PCR feita a partir de RNA total extraído da 

cultura de CL Brener transfectada com o vetor pROCK_mut, selecionada em higromicina 

(Mut). A PCR foi feita utilizando iniciadores específicos que amplificam uma região 

interna do gene mutT, de 112 pb. A mesma reação de RT-PCR foi feita a partir de RNA 

extraído de uma cultura de CL Brener selvagem (WT). O controle negativo foi realizado na 

presença de RNA, porém na ausência de transcriptase reversa (
WT

RT- e 
Mut

RT-). Como 

controle positivo, foi utilizado RNA de globina e primers específicos, que amplificam uma 

região de 550 pb do cDNA correspondente (+).  
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FIGURA 45 - Aumento da sobrevivência em resposta ao tratamento com H2O2 

promovido pela expressão de mutT em CL Brener. Curva de sobrevivência de células 

CL Brener selvagens (WT, ) ou expressando mutT de E. coli (MutT, ) em resposta ao 

tratamento com diferentes doses de H2O2. As culturas foram submetidas ao tratamento com 

0, 100, 150 e 250 µM de H2O2. Após 72h de crescimento a 28 
o
C, os parasitas vivos foram 

contados em câmara citométrica, na presença de corante vital. Os valores de y indicam a 

sobrevivência das culturas, em termos porcentuais, em relação à cultura não tratada 

correspondente. Cada ponto representa a média de três experimentos independentes; as 

barras representam o desvio padrão.  
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ao tratamento com H2O2, quando comparada à cultura selvagem. Este resultado sugere que 

a citotoxicidade causada pelo tratamento com H2O2 em T. cruzi é principalmente devida a 

8-oxoG incorporada no DNA por DNA polimerases.  

4.3.9. A EXPRESSÃO HETERÓLOGA DE MUTT EM T. CRUZI DIMINUI OS 

NÍVEIS CELULARES DE 8-OXOG APÓS TRATAMENTO COM H2O2               

A superexpressão de hMTH1, homólogo humano de mutT, reduz para menos 

da metade os níveis basais de 8-oxoG em fibroblastos embrionários de camundongos 

(MEFs) (Russo et al., 2004). Para verificar se expressão de mutT em T. cruzi reduz os 

níveis intracelulares de 8-oxoG após estresse oxidativo, comparamos os níveis da lesão 

presentes em uma população selvagem do clone CL Brener e a população que expressa o 

gene bacteriano, após tratamento com 200 µM de H2O2.  

Os níveis de 8-oxoG foram acessados através de ensaios de marcação desta 

lesão com avidina conjugada a FITC. Neste ensaio, os níveis de 8-oxoG são indicados pela 

intensidade da fluorescência verde emitida pelas células após a ligação específica de FITC-

avidina a essa lesão. As imagens retratadas na figura 46 indicam que, de fato, os níveis 

intracelulares de 8-oxoG após exposição por 20 minutos a 200 µM de H2O2 são muito 

menores na população que expressa o gene exógeno (Figura 46B), quando comparados aos 

da população selvagem (Figura 46A), indicando maior controle da incorporação de 

nucleotídeos oxidados em células que expressam MutT e evidenciando a importância da 

hidrólise de 8-oxodGTP. Este dado está de acordo com estudos de Speina e colaboradores 

(2005), que mostram que o principal mecanismo de controle dos níveis de 8-oxoG no DNA 

em humanos é a atividade de MTH1.  
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A) 

 

           B) 

 

 

FIGURA 46 - Redução dos níveis de 8-oxoG após estresse oxidativo em células 

expressando o gene mutT exógeno. Fotografia em microscópio de fluorescência 

mostrando (A) CL Brener selvagem e (B) CL Brener transfectada com pROCK_mutT 

submetidas ao ensaio de marcação de 8-oxoG com avidina-FITC após tratamento com 200 

µM de H2O2. A emissão de fluorescência verde indica a presença de 8-oxoG. A suposta 

predominância da lesão no cinetoplasto das células selvagens pode ser facilmente vista na 

célula indicada seta amarela. A imagem ampliada desta célula é apresentada no canto 

direito. O cinetoplasto (K) está indicado pela seta vermelha e o núcleo (N), pela seta azul. 

 

WT 
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MutT 
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Através da fotografia da figura 46A, também é possível perceber a maior 

emissão de fluorescência no cinetoplasto das células selvagens (indicado por uma seta 

vermelha), quando comparada à emissão no núcleo das mesmas (indicado por uma seta 

azul), sugerindo a presença de altos níveis de lesão no DNA mitocondrial dos parasitas 

após estresse oxidativo. 

4.4. ESTUDOS DA TAXA DE MUTAÇÃO EM T. CRUZI               

Uma vez que ainda não há descrito na literatura um método que permita 

determinar a taxa de mutação em T. cruzi, elaboramos uma metodologia potencialmente 

capaz de avaliar a frequência de mutantes presentes em uma população do parasito, 

baseada na reversão de uma mutação introduzida no gene neo integrado ao genoma do 

parasito, conforme apresentado a seguir. 

4.4.1. O GENE NEO E SEU VARIANTE NEOSTOP   

O gene neo codifica a proteína APH (aminoglicosídeo 3` fosfotransferase), 

contendo 267 aminoácidos, que confere à célula resistência a diferentes antibióticos 

aminoglicosídeos (neomicina, kanamicina, gentamicina, dentre outros), através da 

inativação destes por fosforilação. A sequência de neo e APH estão indicadas na figura 47. 

Um esquema ilustrativo, mostrando a localização de importantes resíduos de APH, 

componentes do sítio ativo ou envolvidos na ligação a ATP e ao antibiótico, está indicado 

na figura 48A. 

De posse de um plasmídeo contendo o gene neo selvagem (pROCK_gfpNEO, 

DaRocha et al., 2004), utilizado como molde nas reações de PCR, o desenvolvimento do 

ensaio de mutação para T. cruzi começou com a introdução de uma mutação de ponto   
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A) 

ATGGGATCGGCCATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAG 

GCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGC 

TGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAA 

CTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGT 

GCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGG 

ATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGG 

CGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGA 

GCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATC 

AGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGAT 

CTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTC 

TGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTA 

CCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGT 

      ATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA 

B) 

MGSAIEQDGLHAGSPAAWVERLFGYDWAQQTIGCSDAAVFRLSAQGRPVLFVKTDLSGALNELQDEAARL 

SWLATTGVPCAAVLDVVTEAGRDWLLLGEVPGQDLLSSHLAPAEKVSIMADAMRRLHTLDPATCPFDHQA 

KHRIERARTRMEAGLVDQDDLDEEHQGLAPAELFARLKARMPDGEDLVVTHGDACLPNIMVENGRFSGFI 

DCGRLGVADRYQDIALATRDIAEELGGEWADRFLVLYGIAAPDSQRIAFYRLLDEFF 

 

 

FIGURA 47 - O gene neo. (A): Sequência de nucleotídeos do gene neo presente no vetor 

pROCK_gfpNEO. A base destacada em amarelo corresponde à base substituída através da 

amplificação do gene com iniciadores forward Neostop. O gene Neostop apresenta uma 

timina na posição 4, que forma um códon de terminação com as duas bases seguintes 

(TGA, em azul). A maior ORF presente em neostop (se mantivermos a mesma fase de 

leitura de neo) está marcada em negrito. O inicio da ORF está destacado em vermelho. (B): 

Sequência de aminoácidos codificados por neo. Em negrito estão realçados os aminoácidos 

que constituem a suposta proteína truncada codificada por neostop, cuja metionina inicial 

está destacada em vermelho.  

T 
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A) 

 

B)

 
 

 

 
FIGURA 48- Variantes do gene neo utilizados neste trabalho. (A): Parte superior: representação 

esquemática da estrutura primária de APH (em cinza escura), destacando resíduos () 

componentes do sítio ativo (linha superior) ou dos domínios de ligação a ATP (linha do meio) e 

ligação ao antibiótico (linha inferior). Parte inferior: esquema ilustrativo mostrando o alinhamento 

da proteína APH (laranja) e suas formas mutantes truncadas, codificadas por neostop (verde), 

90neo (roxo), 180neo (marrom) e 270neo (rosa). (B): Representação esquemática das 

amplificações realizadas neste trabalho (neo, neostop, 90neo, 180neo e 270neo), utilizando 

como molde (barra cinza) o gene neo presente no vetor pROCK_gfpNEO. Os iniciadores, cujos 

nomes estão em itálico, estão representados por setas de diferentes cores. As sequências 

correspondentes a cada iniciador estão indicadas na tabela 1 em Materiais e Métodos.   

Sítio ativo  

Ligação a ATP 
Ligação a antibiótico 

APH 
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nesse gene, através de sua amplificação com os iniciadores NeostopBamF e NeoHindR  

(Figura 48B). Esses iniciadores possuem caudas com sítios de restrição de BamHI e 

HindIII, respectivamente, que permitem que o gene amplificado seja posteriormente 

clonado no vetor bacteriano pMAL c2G.  

O primer forward possui uma timina em sua posição 10, o que resulta em uma 

substituição GCTA na quarta base do gene amplificado, gerando um códon de parada 

precoce na fase correta de leitura do gene (Figura 47). Análises in silico sugerem que o 

gene mutado, denominado neostop, codificaria uma proteína truncada, não funcional, 

contendo apenas 150 aminoácidos (Figura 48A). Isso aconteceria caso o próximo ATG em 

fase (Figura 47A, em vermelho) fosse utilizado como códon de iniciação pela maquinaria 

de tradução da célula. Essa proteína truncada seria desprovida de vários resíduos 

importantes, componentes do sítio ativo ou do sítio de ligação a ATP, conforme ilustrado 

na figura 48A. 

4.4.2. O GENE NEOSTOP NÃO CONFERE RESISTÊNCIA À KANAMICINA A 

BACTÉRIAS          

O produto da amplificação com os iniciadores NeostopBamF e NeoHindR 

(Figura 49A, linhas 1 e 2), supostamente contendo a mutação GCTA na quarta base de 

neo, apresentou tamanho próximo ao esperado (cerca de 800 pb) e foi clonado em pGEM-

T
®
 Easy, gerando o vetor pGEM_neostop (Figura 49B). Esta construção foi submetida à 

digestão com BamHI e HindIII para liberação de um fragmento contendo neostop, 

posteriormente clonado no vetor pMAL c2G digerido com o mesmo par de enzimas.  

A clonagem de neostop em pMAL c2G teve o objetivo de verificar, em um 

sistema bacteriano, se a mutação introduzida em neo foi capaz de causar a inativação deste  

 



 

Resultados Página 142 

 

A) 

 

 

 

B) 

 

 

 

FIGURA 49 - Amplificação e clonagem de neo e neostop. Imagem negativa de géis de 

agarose 1%, corados com brometo de etídeo, mostrando (A) os fragmentos neostop (linhas 

1 e 2) e neo (linha 3) amplificados por PCR a partir de pROCK_gfpNEO e (B) 

amplificação de neo através de PCR de colônia de clones transformados com o vetor 

pGEM_neostop (linhas 1 a 8) ou pGEM_neo (linhas 9 a 12). (1Kb): Padrão de peso 

molecular 1Kb Plus DNA Ladder; (br): Controles negativos das reações de PCR feitos na 

ausência de DNA plasmidiano; (+) Controle positivo da PCR de colônia feito na presença 

de DNA plasmidiano (3 ng de pROCK_gfpNEO). As setas indicam o tamanho esperado do 

gene neo. 
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gene. Dessa forma, testamos a capacidade do gene neostop em conferir resistência à 

kanamicina a bactérias transformadas com o vetor pMAL_neostop. Como controle, o gene 

neo selvagem foi amplificado a partir de pROCK_gfpNEO com os iniciadores NeoBamF e 

NeoHindR (Figura 48) e clonado em pGEM-T
®
 Easy, para a realização dos procedimentos 

subsequentes (digestão, clonagem em pMAL c2G, transformação de bactérias).  

Clones de bactérias DH5α carregando os vetores pMAL c2G, pMAL_neo ou 

pMAL_neostop foram crescidos por 18 horas em meio 2xYT líquido contendo ampicilina 

e então incubados em meio 2xYT sólido contendo kanamicina e IPTG. Conforme retratado 

na figura 50, as células expressando o gene selvagem (neo) são resistentes a kanamicina 

(linha 2), enquanto aquelas carregando o vetor vazio ou o gene mutado (neostop) são 

sensíveis a esse antibiótico (linhas 1 e 3, respectivamente). Esse resultado foi reproduzido 

em diversos ensaios, e confirma que a proteína truncada codificada pelo gene neostop não 

apresenta atividade.  

Uma vez confirmado que o gene neostop não era funcional em bactérias, ele foi 

utilizado para o desenvolvimento dos ensaios para determinação de taxas de mutação entre 

diferentes linhagens de T. cruzi. O gene neostop foi amplificado com os iniciadores 

NeostopXbaF e NeoXhoR (Figura 48B), clonado em pGEM-T Easy e então subclonado nos 

sítios de XbaI e XhoI do vetor pROCK_HIGRO. O gene neostop, integrado no genoma dos 

parasitos através de recombinação homóloga veiculada pelo vetor pROCK_HIGRO, 

possibilitará a identificação de parasitos mutantes revertentes, resistentes à neomicina, 

surgidos nas populações (espontaneamente ou por indução em ambiente mutagênico), os 

quais serão selecionados em placas de ágar sangue contendo este antibiótico.  
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Figura 50 - Teste de resistência a kanamicina em linhagens de bactérias expressando 

variantes do gene neo. Fotografias de placas de meio 2xYT-ágar contendo apenas 

ampicilina (Amp) ou ampicilina , 10 µg.µL
-1

 de kanamicina e 0,1 mM de IPTG 

(Amp+Kana+ IPTG), onde foram gotejadas alíquotas de diluições sucessivas de culturas 

de clones de DH5α carregando os vetores pMAL c2G vazio (linha1), pMAL_neo (linha 2), 

pMAL_neostop (linha3), pMAL_90neo (linha 4), pMAL_180neo (linha 5), ou 

pMAL_270neo (linha 6). As placas foram incubadas a 37
 o
C por 18 horas. 

 

 

 

       Diluição          Diluição  



 

Resultados Página 145 

4.4.3. A MUTAÇÃO REVERTENTE EM NEOSTOP DEVE ESTAR SITUADA NOS 

PRIMEIROS 90 PB DO GENE         

A reversão do fenótipo de sensibilidade à neomicina poderia ser adquirida 

através de diferentes eventos mutacionais em neo (Figura 51), como substituição simples 

de bases, inserção ou deleção, que restabelecessem a ORF original (através da reversão do 

códon de parada precoce) ou que criassem novas ORFs (através da formação de novos 

códons de iniciação a 3` da mutação introduzida), capazes de transcrever variantes 

funcionais da proteína APH apresentando pequenas alterações na região N-terminal, porém 

contendo os principais resíduos da proteína (destacados na Figura 48A). Alternativamente, 

a resistência à neomicina poderia ser adquirida por mutações supressoras em genes de 

tRNA, que permitiriam a incorporação de algum aminoácido frente ao códon TGA.  

Para verificarmos o quanto da região N-terminal de APH poderia ser perdida 

pelas proteínas variantes, sem resultar em perda de funcionalidade, realizamos a 

amplificação de fragmentos do gene neo apresentando deleções sucessivas de 90 pb, 180 

pb ou 270 pb em sua porção 5` (Figura 48). Os fragmentos foram denominados 90neo, 

180neo e 270neo e transcrevem proteínas APH truncadas, desprovidas de 30, 60 ou 90 

resíduos de aminoácidos da porção N-terminal (Figura 48). Esses fragmentos foram 

clonados em pGEM-T


 Easy, subclonados em pMAL c2G e utilizados no ensaio 

bacteriano de resistência a kanamicina (Figura 50). De modo semelhante ao ensaio 

realizado com as construções pMAL_neo e pMALneostop, culturas de células DH5α 

carregando os vetores pMAL_90neo, pMAL_180neo e pMAL_270neo foram crescidas na 

presença de kanamicina e IPTG. Conforme exemplificado na figura 50, apenas a ORF 

completa de neo foi capaz de conferir resistência à kanamicina aos clones recombinantes 

testados. 
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ATGTGATCGGCCATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTT 

 

 

CTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGAC 

 

 

 

FIGURA 51 - Eventos mutacionais simples (substituição ou inserção) supostamente 

capazes de restabelecer a funcionalidade do gene neo. Esquema ilustrativo mostrando 

exemplos de possíveis eventos mutacionais simples localizados na porção inicial do gene 

neostop, capazes de restaurar a ORF original de neo ou de gerar novas ORFs, 

possivelmente funcionais, uma vez que codificariam variantes de APH contendo todos os 

resíduos de ligação ao ATP, ligação ao antibiótico, além dos resíduos do sítio ativo. As 

primeiras 80 bases de neostop estão representadas em preto. O códon de terminação 

precoce está destacado em negrito. As substituições (transversões ou transições) estão 

representadas por bases localizadas acima da sequência de neostop, no local da possível 

mutação. A mutação que restaura o gene selvagem está em marrom, as mutações que 

revertem o códon de parada estão em vermelho, as que criam novos códons de iniciação 

estão em verde. O triângulo amarelo aponta um local onde a inserção de G, A ou C 

também poderia restituir uma ORF funcional.  
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Dessa forma, nossos resultados indicam que a deleção dos 30 primeiros 

aminoácidos da proteína APH é suficiente para comprometer sua funcionalidade. Com 

base nessa observação, inferimos que, para restaurar a funcionalidade do gene neostop, as 

eventuais mutações revertentes que resultem em geração de códons de iniciação 

alternativos devem estar situadas na porção inicial do gene, antes da posição 90 (Esta 

informação nos orienta quanto a procedimentos posteriores de sequenciamento do gene 

neostop em clones revertentes). 

4.4.4. POPULAÇÕES DO CLONE CL BRENER TRANSFECTADAS COM NEOSTOP 

SÃO SENSÍVEIS À NEOMICINA            

Com o objetivo de testar a viabilidade dessa estratégia em T. cruzi e padronizar 

procedimentos como expansão da população em análise, seleção e confirmação de 

mutantes revertentes e quantificação da frequência de mutação, realizamos inicialmente a 

transfecção de apenas uma cepa de T. cruzi com o vetor pROCK_neostop (clone CL 

Brener). Epimastigotas de CL Brener em fase exponencial de crescimento foram 

transfectados com o vetor previamente linearizado com a enzima NotI, o que favorece sua 

integração em uma região específica do genoma do parasito (locus de -tubulina). Os 

transfectantes estáveis foram selecionados pelo cultivo na presença de higromicina        

(200 µg.mL
-1

), por cerca de seis semanas. Em seguida, a população selecionada (a qual 

denominamos CL_neostop) foi cultivada na presença de G418 (genérico de Geneticina


, 

um análogo de neomicina), em placas de ágar sangue contendo 200 µg.mL
-1

 deste 

antibiótico. Como controle, esta população também foi plaqueada em meio ágar sangue 

contendo apenas higromicina (200 µg.mL
-1

). Ainda, como controle positivo de crescimento 

em G418, utilizamos uma população estável de CL Brener transfectada com 

pROCK_Rad51NEO (CL_Rad51), selecionada e mantida na presença de G418. As placas 

foram incubadas a 28 
o
C por seis semanas, e após este período verificamos que, ao 
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contrário de CL_Rad51, que possui o gene neo selvagem, as células que carregam o gene 

neostop não formaram nenhuma colônia em placas com G418, conforme indicado na 

tabela 4. Este resultado sugere que o gene mutado (neostop) não é funcional em T. cruzi, 

assim como em bactérias.  

4.4.5. A MUTAÇÃO NA QUARTA BASE DE NEOSTOP ESTÁ PRESENTE EM 

CLONES TRANSFECTADOS DE CL BRENER         

Colônias isoladas de CL_neostop formadas nas placas de ágar sangue com 

higromicina foram analisadas através de “PCR de colônia”, utilizando o par de iniciadores 

que amplifica neostop (NeostopXbaF e NeoXhoR). Conforme retratado na figura 52A, um 

fragmento de tamanho esperado (aproximadamente 800 pb) foi amplificado a partir de 

cada um dos doze clones CL_neostop testados (H1 a H12), mas não foi amplificado de 

populações selvagens das cepas JG ou CL Brener. 

Em seguida, alguns clones tiveram a porção inicial de neostop sequenciada 

para confirmar a presença da mutação na quarta base do gene integrado ao genoma do 

parasito, além de excluir a presença improvável (porém possível) de alguma nova mutação. 

Cabe ressaltar que as células haviam sofrido várias passagens desde que receberam o gene 

exógeno - pelo menos 120 dias de cultivo, cerca de 50 duplicações - e eventualmente o 

gene neostop poderia ter sofrido alguma modificação. Com os iniciadores Hx10 e 

Neoseq21, um fragmento de aproximadamente 400 pb (Figura 52B e 52C), o qual 

denominamos HxNeo, contendo as primeiras 160 bases de neostop, além de parte da 

sequência existente acima do gene (região Hx1, presente no vetor pROCK) foi amplificado 

e sequenciado. 
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TABELA 4 - Clonagem preliminar de CL_neostop em ágar sangue 

População  

Quantidade de 

células espalhadas 

por placa  

(número de placas) 

Ágar sangue 

Higromicina G418 

CL_ neostop 

 

10
4
  (2) + - 

10
6
  (2) + - 

10
7 

 (2) ++ - 

10
8  

(2) ++ - 

CL_Rad51 

10
4  

(1) - + 

10
6  

(1) - + 

CL_wt  

10
4  

(1) - - 

10
6  

(1) - - 

 

Nota: O símbolo “+” indica o crescimento de até 100 clones por placa, “++” indica o crescimento 

de mais de 100 clones por placa e “-“ indica a ausência de clones, em placas de ágar sangue 

contendo 200 µg.mL
-1

 de higromicina ou 200 µg.mL
-1

 de G418. (CL_wt): CL Brener selvagem, 

(CL_neostop): CL Brener transfectada com pROCK_neostop e (CL_Rad51): CL Brener 

transfectada com pROCK_Rad51NEO .  
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

 

FIGURA 52 - PCR de colônia de clones CL_neostop. (A) Imagem negativa de gel de 

agarose 1%, corado com brometo de etídeo, mostrando gene neostop amplificado por PCR 

de colônia a partir de diferentes clones de CL_neostop mantidos em meio liquido (H1 a 

H12). Reações controle foram feitas na ausência de DNA (br) ou na presença de DNA 

genômico das cepas JG (JG) ou CL Brener selvagem (CL). (B) Amplificação de 

fragmentos HxNeo por PCR de colônia a partir de seis clones CL_neostop. (C) Fragmentos 

HxNeo purificados por PEG25%, como etapa preparatória à reação de sequenciamento.  
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Para cada clone, foram realizadas três reações de sequenciamento na direção 

reversa, utilizando o iniciador Neoseq21, e um sequenciamento na direção forward, com o 

iniciador Hx10. As sequências obtidas foram analisadas através do programa Phred (Ewing 

et al, 1998), com o qual verificamos a qualidade do sequenciamento, analisamos os 

eletrofluorogramas, obtivemos um contig de cada clone (a partir das quatro sequências 

geradas para o mesmo clone) e então deduzimos a sequência original de cada clone. A 

sequência predita de cada clone foi alinhada à sequência de neo (Figura 53) através do 

programa Multalin (Corpet, 1988). O sequenciamento mostrou a presença da mutação 

GCTA no local correto em todos os seis clones testados (Figura 53) e a ausência de 

qualquer nova mutação em neostop que pudesse conferir funcionalidade ao gene 

(conforme já mencionado, esta deveria estar localizada entre as primeiras 90 bases de 

neostop).  

4.4.6. OS CLONES SELECIONADOS PARA O ENSAIO DE MUTAÇÃO 

APRESENTAM CRESCIMENTO SEMELHANTE E SÃO SENSÍVEIS À 

NEOMICINA        

Três clones (H1, H5 e H8) foram selecionados para os ensaios de mutação 

preliminares, que avaliaram a frequência de mutantes surgidos na população após 

sucessivas passagens em meio líquido, na ausência ou presença de estresse oxidativo. 

Antes, verificamos se os clones apresentavam crescimento semelhante em meio líquido, 

sob condições normais de cultivo. Culturas dos clones H1, H5 e H8 foram diluídas a uma 

mesma densidade inicial e então incubadas a 28
 o

C por sete dias. A densidade celular de 

cada cultura foi determinada nos dias 1, 2, 5 e 7, por contagem de parasitas vivos em 

câmara de Neubauer. Como indicado na figura 54A, o crescimento dos clones foi similar 

neste período. Ainda, verificamos o crescimento do clone H1 na presença de 50 µM de  
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FIGURA 53 - Sequenciamento da porção inicial do gene neostop em diferentes clones 

CL_neostop. Alinhamento, gerado pelo programa Multalin, de contigs correspondentes às 

sequências da porção inicial do gene neostop nos clones H1, H2, H3, H4, H5 ou H8. Os 

contigs foram gerados pelo programa Phred, após análise do sequenciamento (três reações 

reversas e uma reação direta) de fragmentos HxNeo amplificados a partir de cada um dos 

clones. A sequência das 100 primeiras bases do gene neo também foi confrontada às 

sequências dos contigs. O sequenciamento confirma a presença da mutação na quarta base 

em neostop em todos os clones. 
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A) 

 
B) 

 

 

FIGURA 54 - Crescimento de clones CL_neostop e sensibilidade a G418. (A) Curva de 

crescimento de clones H1 (), H5 () e H8 () em meio LIT, na ausência de tratamento, 

por sete dias a 28
o
C e crescimento do clone H1 em meio LIT adicionado de 50 µM de 

H2O2 (). A seta indica o momento de adição de H2O2. O crescimento foi determinado por 

contagem de células vivas em câmara de Neubauer. (B) Sobrevivência de clones H1 () e 

H5(), após cinco dias de cultivos na presença de 200 µM e 400 µM de G418. Como 

controles, foram utilizadas uma cultura selvagem da cepa CL Brener () e uma população 

de CL Brener transfectada com o vetor pROCK_rad51NEO (). Os ensaios foram feitos 

em triplicatas. Cada ponto representa a média dos três experimentos; as barras representam 

o desvio padrão.  
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H2O2, adicionado à cultura 24 horas após o início da curva (dia 1) e observamos que o 

tratamento não atrasou o crescimento deste clone no período avaliado (Figura 43A).  

Além disso, avaliamos a sensibilidade a G418 dos clones H1 e H5, analisando 

a sua sobrevivência na presença deste antibiótico (0, 200 µg.mL
-1

 e 400 µg.mL
-1

) (Figura 

54B). Culturas com ou sem a droga foram iniciadas a uma mesma densidade celular (5 x 

10
6 

células.mL
-1

). Após cinco dias de cultivo, a densidade das culturas foi determinada por 

contagem de células. A densidade daquelas crescidas na ausência de G418 foi considerada 

como “100% de sobrevivência”. A sobrevivência das culturas crescidas na presença de 

G418 foi então estabelecida por comparação a este valor. Como controles, foram utilizadas 

culturas sabidamente sensíveis ou resistentes a G418 (CL Brener selvagem e CL_Rad51). 

Conforme indicado na figura 54B, os clones H1 e H5 mostraram-se sensíveis à neomicina, 

assim como o controle selvagem. 

4.4.7. A FREQUÊNCIA DE MUTANTES RESISTENTES À NEOMICINA AUMENTA 

EM CONDIÇÕES DE ESTRESSE OXIDATIVO E CONFORME O TEMPO DE 

CULTIVO    

Os clones H1, H5 e H8 foram cultivados por seis semanas, em condições 

normais ou sob estresse oxidativo (gerado pela adição de H2O2 às culturas, a uma 

concentração final de 50 µM). Os repiques eram feitos a cada sete dias e a adição de H2O2 

às culturas sob tratamento era feita no dia seguinte ao repique. Após o sexto repique, a 

densidade celular de cada cultura (H1, H5, H8, H1oxi, H5oxi e H8oxi) era acompanhada 

por contagens diárias. Quando as culturas alcançavam a densidade de 3 x 10
7
 células/mL 

(cerca de três dias após o repique), as células eram plaqueadas em meio ágar sangue 

contendo 200 µg.mL
-1

 de G418, para a seleção de mutantes revertentes. Para cada uma das 

culturas, foram feitas 10 placas com G418 sendo que em cada placa foram espalhadas 10
7
 

células (cerca de 300 µL da cultura). Como controle negativo, utilizamos uma cultura 
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selvagem da cepa CL Brener. Para verificarmos a eficiência do plaqueamento, as culturas 

também foram plaqueadas em meio ágar sangue contendo apenas higromicina                

(200 µg.mL
-1

). Para cada cultura, foram utilizadas cinco placas com higromicina, e 10
3
 

células foram plaqueadas em cada uma delas. As placas foram embaladas e mantidas em 

estufa a 28
o
C por 60 dias, após o que foram abertas e as colônias de cada placa contadas. 

Na tabela 5, estão apresentados os resultados obtidos neste primeiro ensaio. Paralelamente, 

as culturas continuaram a ser mantidas e repicadas semanalmente. Então, após outras 

quatro semanas (ou seja, após o décimo repique), as células foram novamente plaqueadas, 

sob as mesmas condições. O mesmo foi feito após o vigésimo repique. Os resultados 

obtidos a partir dos três ensaios (6, 10 ou 20 semanas) estão apresentados sob forma de 

gráficos, que mostram a frequência de mutantes resistentes a G418 presentes em cada 

população ao longo do período de cultivo (Figura 55). Os dados nos mostram que, 

conforme esperado, a frequência de mutantes aumenta com o tempo de cultivo e sob 

condições de estresse oxidativo, sugerindo a viabilidade do ensaio proposto. 

4.4.8. MUTAÇÕES REVERTENTES NO GENE NEOSTOP ESTÃO PRESENTES EM 

CERCA DE 10% DOS CLONES SELECIONADOS EM NEOMICINA        

Alguns clones considerados “revertentes” crescidos nas placas com G418 

foram transferidos para o meio líquido e cultivados por algumas semanas para que 

realizássemos posteriormente a confirmação do fenótipo de resistência a G418, o 

sequenciamento da porção inicial do gene neostop e a verificação de possíveis mutações 

revertentes nestes clones. Fragmentos HxNeo foram amplificados a partir de diferentes 

clones revertentes selecionados em G418 e aproximadamente 70 clones foram 

sequenciados (3 reações diretas e 1 reação reversa para cada fragmento). A análise do  
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TABELA 5 – Frequência de mutantes resistentes a G418 em diferentes populações 

celulares, expandidas por seis semanas de crescimento em meio liquido 

Cultura 

Total de clones 

crescidos em 10 

placas com G418 (G) 

Total de clones 

crescidos em 5 placas 

com Higromicina (H) 

Frequência de 

mutantes                   

(10
-4

 x 5G /10H) 

H1 0 346 >1,45E-07 

H1oxi 0 200 >2,52E-07 

H5 1 355 1,41E-07 

H5oxi 5 146 1,71E-06 

H8 2 245 4,08E-07 

H8oxi 2 207 4,84E-07 

CL Brener 0 255 >2E-07 
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FIGURA 55 – Frequência de mutantes resistentes a G418 em diferentes populações 

celulares de CL_neostop. Resultado dos três plaqueamentos do ensaio de detecção de 

mutantes revertentes em populações clonais de CL_neostop [clones H1 (), H5 () e H8 

()]. As populações foram expandidas por crescimento em meio liquido não seletivo, por 

seis, dez ou vinte semanas, sob condições normais ou de estresse oxidativo [H1oxi (), 

H5oxi (), H8oxi ()] e então plaqueadas em meio contendo G418 ou higromicina. A 

frequência de mutantes em cada população foi obtida pelo produto 10
-4 

Gh/Hg, sendo G o 

número total de clones crescidos em g placas com G418, e H o número total de clones 

crescidos em h placas com higromicina. Determinamos ainda a frequência de mutantes em 

uma população fictícia, formada pelos três clones [CL_neostop s/trat () e H2O2().   

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

0 5 10 15 20 25

cl
o

n
es

 m
u

ta
n

te
s 

/ 
1

0
6 c

él
u

la
s 

Semanas de cultivo

Clone H1

H1

H1oxi

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

0 5 10 15 20 25

cl
o

n
es

 m
u

ta
n

te
s/

 1
0

6
cé

lu
la

s

Semanas da cultivo

Clone H8

H8

H8oxi



 

Resultados Página 158 

 

 

FIGURA 55- Continuação. 
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sequenciamento mostrou a presença de mutações revertentes em apenas sete desses clones 

(todas elas transversões), cujas sequências estão apresentadas na figura 56. Dos sete clones 

com mutação revertente em neostop, cinco eram provenientes de culturas sob estresse 

oxidativo (clones 18, 34, 36, 40 e 43) e dois clones eram provenientes de culturas sem 

tratamento (clones 1 e 5). É interessante notar a presença das transversões ATCG e 

GCTA nos clones sob tratamento com H2O2, uma vez que estas são mutações induzidas 

por estresse oxidativo, especialmente pela presença de 8-oxoG no pool de nucleotídeos ou 

no DNA genômico, respectivamente.  

4.4.9. ALGUNS CLONES QUE NÃO APRESENTAM MUTAÇÃO EM NEOSTOP SÃO 

RESISTENTES À NEOMICINA    

Para a confirmação em meio líquido do fenótipo de resistência a G418, 

selecionamos quatro dos cinquenta clones revertentes sequenciados: dois clones que 

apresentaram mutação em neostop (clones 1 e 5) e dois clones que não apresentaram 

mutação em neostop (clones 59 e 126). Como controles, utilizamos uma cultura de CL 

Brener selvagem e uma de CL_Rad51. A resistência a G418 foi testada conforme descrito 

anteriormente, por cinco dias cultivo em meio líquido na presença de 0, 200 ou               

400 µg.mL
-1

 do antibiótico, sendo a sobrevivência avaliada através da determinação da 

densidade celular das culturas. Os resultados gerados pela curva de sobrevivência (Figura 

57) mostram que os clones cujas mutações revertentes foram confirmadas por 

sequenciamento (clone 1 e clone 5) apresentaram, de fato, as maiores sobrevivências em 

G418, próximas de 100%. Ainda, vimos que o clone 126, apesar de apresentar maior 

sobrevivência que a célula selvagem em meio líquido contendo G418, apresentou menor 

sobrevivência em relação aos outros clones, aparentando ser um falso positivo. No entanto, 

verificamos que o clone 59, selecionado em placas de meio sólido contendo G418, mas que   
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FIGURA 56 – Sequenciamento da porção inicial do gene neostop em clones 

CL_neostop revertentes. Alinhamento, gerado pelo programa Multalin, de contigs 

correspondentes às sequências da porção inicial do gene neostop em diferentes clones 

revertentes (1, 5, 18, 34, 36, 40 e 43) selecionados em placas de água sangue com G418. 

Os contigs foram gerados pelo programa Phred, após análise do sequenciamento de 

fragmentos HxNeo amplificados a partir de cada um dos clones. Cada fragmento foi 

sequenciado quatro vezes. A sequência das 100 primeiras bases do gene neo e do gene 

neostop foram confrontadas às sequências dos contigs.  
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FIGURA 57 - Resistência de clones revertentes a G418 em meio líquido. Sobrevivência 

de clones revertentes 1 (), 5 (), 59 () e 126 (), pós cinco dias de cultivos na presença 

de 200 µM e 400 µM de G418. Como controles, foram utilizadas uma cultura selvagem da 

cepa CL Brener () e uma população de CL Brener transfectada com o vetor 

pROCK_rad51NEO (). Os ensaios foram feitos em triplicatas. Cada ponto representa a 

média dos três experimentos; as barras representam o desvio padrão. 
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aparentemente não apresenta mutação revertente em neostop mostra a mesma 

sobrevivência em G418 que o controle positivo CL_Rad51. 

Os dados obtidos nos ensaios preliminares de detecção de mutantes revertentes 

resistentes à neomicina indicam a viabilidade da metodologia proposta para análise da 

frequência de mutação em T. cruzi, utilizando como repórter o gene neostop. 
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5. Discussão 
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Na primeira etapa deste trabalho, voltamos nossas atenções para o trematódeo 

S. mansoni, principal agente causador da esquistossomose, uma das principais doenças 

endêmicas do nosso tempo (van der Werf et al., 2002). O principal objetivo deste estudo 

foi a identificação, nesse parasito, de genes envolvidos no reparo ou tolerância a danos no 

DNA, especialmente aqueles causados por metilação das bases. 

O S. mansoni apresenta um complexo ciclo de vida, onde se alternam estágios 

envolvendo um hospedeiro definitivo vertebrado, um hospedeiro invertebrado 

intermediário e fases de vida livre em ambiente aquático. Para que se acomodem a 

ambientes tão diferentes, numerosas adaptações devem ser feitas pelos parasitos, incluindo 

aquelas relativas à manutenção da estabilidade do DNA. De fato, ao longo do ciclo 

biológico, o parasito é exposto a diferentes agentes que danificam seu DNA e, portanto, 

deve apresentar mecanismos de reparo e/ou tolerância a esses danos. Dessa forma, o 

entendimento das vias de reparo de DNA em S. mansoni pode auxiliar uma melhor 

compreensão das bases biológicas da interação adaptativa que ocorre entre o parasito e os 

diversos ambientes onde vive. Também pode contribuir para a elucidação de mecanismos 

envolvidos na resistência do parasito a drogas, geração de diversidade antigênica, dentre 

outros. 

O reparo de DNA em S. mansoni é pouco conhecido. Sabe-se, por dados 

gerados pelo projeto Genoma de Schistosoma, que essa espécie apresenta proteínas das 

principais vias de reparo de DNA (revisto em Oliveira, 2007). No entanto, são escassos os 

estudos específicos acerca dessas vias ou proteínas, nas diversas fases do parasito (Silva et 

al., 2007; Ruelas et al., 2007). Por outro lado, a alta conservação dos mecanismos 

enzimáticos de reparo facilita o entendimento dessas vias em organismos menos estudados. 

Ainda, permite a utilização de ensaios de complementação de linhagens celulares 
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heterólogas deficientes nas diferentes vias de reparo como uma eficiente estratégia de 

clonagem de genes envolvidos nestes processos (Memisoglu e Samson, 1996; Augusto-

Pinto et al., 2003a). 

Em busca de genes de S. mansoni envolvidos no mecanismo de reparo e/ou 

tolerância a danos no DNA, selecionamos, a partir de uma biblioteca de cDNA do verme 

adulto, uma sequência capaz de complementar linhagens de bactérias deficientes em genes 

da via de reparo por excisão de bases (BER), as quais apresentam sensibilidade acentuada 

à droga MMS. A escolha por bactérias deficientes no BER ocorreu por ser esta a via mais 

conservada entre procariotos e eucariotos. Conforme apresentado anteriormente, o BER é a 

principal via de processamento de pequenas lesões de bases geradas por agentes alquilantes 

(Lindahl e Wood, 1999). O metilmetano sulfonato (MMS), é um agente alquilante do tipo 

SN2, que reage com bases no DNA, provocando sua metilação, principalmente em átomos 

de nitrogênio. O principal dano causado por MMS é a lesão 3-meA, altamente citotóxica 

por causar bloqueio na replicação, resultando em parada de ciclo celular na fase S, 

aberrações cromossômicas, apoptose, entre outros (Engelward et al., 1998). Em E. coli, 

essa lesão é reconhecida e excisada do DNA pelas glicosilases AlkA e Tag. Enquanto Tag 

(3meA DNA glicosilase I) é expressa constitutivamente, AlkA (3meA DNA glicosilase II) 

é uma proteína indutível, que participa da resposta adaptativa de bactérias a agentes 

alquilantes (resposta Ada, revisada por Kleibl, 2002). A linhagem bacteriana GC4803, 

utilizada na varredura da biblioteca de S. mansoni é especialmente sensível a MMS por ser 

deficiente nas duas glicosilases, AlkA e Tag.  

Apenas um clone (clone SGC3) da biblioteca de cDNA utilizada foi capaz de 

reverter parcialmente o fenótipo de hipersensibilidade a MMS apresentado por bactérias 

GC4803. O cDNA selecionado também foi capaz de complementar parcialmente a 
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sensibilidade a MMS de bactérias da linhagem BW535. Por serem deficientes em três 

endonucleases (exonuclease III, endonuclease IV e endonuclease III), que realizam a 

segunda etapa do BER (clivagem do sítio AP), essas bactérias são mais sensíveis a agentes 

alquilantes ou a estresse oxidativo, quando comparadas a linhagens bacterianas selvagens. 

Por outro lado, SGC3 não foi capaz de complementar linhagens deficientes em diferentes 

enzimas do NER, como AB1886 ou AB2463 (dado não mostrado). 

O cDNA selecionado foi sequenciado (número no GenBank: DQ060567) e a 

análise da sequência mostrou que maior ORF presente no fragmento transcreve um 

polipeptídeo com alta similaridade a proteínas IMP4 de diferentes organismos. A proteína 

IMP4 é componente do complexo eucariótico U3snoRNP, um complexo nucleolar 

formado por uma pequena molécula de RNA (U3 snoRNA) e dezenas de proteínas (como 

Imp4p, Imp3p, Mpp10, dentre outras) (Lee e Baserga, 1999; Dragon et al., 2002). Esse 

complexo direciona e promove a clivagem da molécula precursora de rRNA (denominada 

pré-rRNA) em rRNA18S, durante o processo de formação da subunidade pequena do 

ribossomo (Hughes e Ares, 1991; Kass et al, 1990; Savino e Gerbi, 1990). Em                    

S. cerevisiae, a proteína Imp4p mostrou-se necessária à atividade do complexo U3 

snoRNP, durante as etapas de clivagem do pré-RNA nos sítios A0, A1 e A2 (Lee e 

Baserga, 1999). Um evento essencial durante o processamento do pré-rRNA é a 

hibridização que ocorre entre esta molécula precursora e o U3 snoRNA, formando RNA de 

dupla fita. A dupla fita de RNA direciona os locais corretos de clivagem do RNA 

precursor. Acredita-se que a proteína Imp4p atue na estabilização da interação entre as 

moléculas de RNA (Gerczei e Correll, 2003). As proteínas IMP4 apresentam um domínio 

conservado em sua porção C-terminal, envolvido na biogênese de RNA (Wehner e 

Baserga, 2002). 
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O gene IMP4 é altamente conservado entre diferentes eucariotos como Homo 

sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e Arabidopsis 

thaliana e, em todos estes organismos, IMP4 apresenta papel conservado no metabolismo 

de RNA. Nossos dados sugeriam, no entanto, que o gene IMP4 de S. mansoni estivesse 

também envolvido no reparo/tolerância a danos no DNA causados por MMS, uma vez que 

complementou parcialmente bactérias hipersensíveis a MMS  

Para confirmar o envolvimento de IMP4 de S. mansoni no reparo de DNA, 

realizamos ensaios de complementação funcional em leveduras deficientes nesse gene. O 

sistema de complementação funcional em leveduras é utilizado para verificar se proteínas 

de organismos diferentes estão envolvidas no mesmo processo biológico, possuindo a 

mesma função. Para isso é necessário fazer a disruptura do gene alvo da levedura, 

transformá-la com o cDNA codificador da proteína de interesse, possivelmente homóloga, 

e posteriormente verificar a reativação da função defectiva.  

Para a construção de uma linhagem de leveduras deficientes em IMP4 

(linhagem CRIMP4), interrompemos o gene ScImp4 através da inserção de um cassete 

HIS3, que confere prototrofia para o aminoácido histidina e, assim, permite a seleção das 

leveduras modificadas. Embora a deleção completa do gene ScIMP4 não seja possível, 

uma vez que é letal em leveduras (Lee e Baserga, 1999), fomos capazes de obter uma 

linhagem deficiente em IMP4, construindo um gene ScIMP4 truncado. O sequenciamento 

do gene ScIMP4 na linhagem mutante mostrou ser possível a expressão de duas proteínas 

truncadas na levedura CRIMP4: uma proteína menor, contendo 86 resíduos N-terminais de 

Imp4p e outra maior, híbrida, contendo 112 aminoácidos de DED1 e 204 aminoácidos     

C-terminais de Imp4p, incluindo aqueles conservados, que participam da biogênese de 

RNA (Wehner e Baserga, 2002). De fato, experimentos de RT-PCR comprovaram a 

expressão do fragmento híbrido na levedura mutante, o qual parece ser suficiente para 
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assegurar a sobrevivência das células, uma vez que a proteína Imp4p é essencial a 

leveduras. 

Análises fenotípicas da linhagem CRIMP4 deixaram dúvidas sobre o 

metabolismo de RNA nas células mutantes: se por um lado elas apresentam morfologia e 

brotamento normais, além de níveis de RNA 18S aparentemente inalterados, por outro lado 

apresentam crescimento retardado, quando comparadas à linhagem selvagem. Em relação 

ao metabolismo de DNA, as células não apresentaram modificações detectáveis quanto à 

sensibilidade à hidroxiuréia (HU) ou à luz UV. Por outro lado, apresentaram sensibilidade 

acentuada a MMS, o que sugere que o gene IMP4 de S. cerevisiae também participe do 

reparo ou tolerância a lesões causadas por esse agente alquilante no DNA.  

Para determinar se o gene IMP4 de S. mansoni seria capaz de complementar os 

fenótipos mutantes de CRIMP4, esta linhagem foi transformada com o vetor pYEDP 

carregando o gene do parasita (pYSmIMP4). O fragmento clonado em pYEDP é expresso 

quando a levedura transformada é crescida em meio contendo galactose como fonte de 

açúcar. Como controle positivo, foi utilizado o vetor pYScIMP4, contendo o gene IMP4 de 

S. cerevisiae. Conforme esperado, a expressão do gene de S. cerevisiae, na presença de 

galactose, reverteu o crescimento lento e a sensibilidade acentuada a MMS das leveduras 

CRIMP4. Além disso, vimos que a expressão do gene de S. mansoni complementa 

parcialmente a sensibilidade das mutantes a essa droga. Esses dados reforçam a hipótese da 

participação do gene IMP4 de S. mansoni e de S. cerevisiae no reparo ou tolerância a 

lesões causadas por MMS no DNA. Acreditamos que a maior eficiência de expressão de 

genes nativos em relação a genes exógenos seja o principal fator responsável pela 

complementação mais eficiente alcançada pelo gene ScIMP4 em leveduras, em relação a 

gene heterólogo de S mansoni. 



 

Discussão Página 169 

É interessante notar que este não é o primeiro gene de S. cerevisiae envolvido 

com o metabolismo de RNA e DNA. O gene PRP19 codifica uma proteína associada ao 

spliceossomo, que também está envolvida no reparo/tolerância a lesões causadas por 

radiação UVC no DNA (Brendel et al., 2003). No entanto, ainda não é claro como uma 

proteína de metabolismo de RNA pode estar associada ao reparo ou tolerância de lesões no 

DNA. Uma vez que o gene IMP4 de S. mansoni complementa bactérias deficientes em 

diferentes etapas do BER (remoção da base e atividade APendonucleásica), e a levedura 

mutante CRIMP4 apresenta sensibilidade a MMS mesmo na presença de todos os genes do 

BER, especulamos que esta proteína esteja a envolvida na remoção do grupamento metil 

das bases lesionadas. A proteína MGMT, por exemplo, apresenta esta atividade, porém em 

um substrato diferente daquele reconhecido pelas 3-meA DNA glicosilases. Apesar disso, 

pretendemos investigar se o gene SmIMP4 é capaz de complementar bactérias deficientes 

em MGMT.  

Já é conhecido o mecanismo de reparo de danos de metilação em E. coli pela 

enzima AlkB, um possível membro da família de dioxigenases ferro-dependentes, o qual 

consiste na desmetilação oxidativa de 3-metil citosina (3-meC) e 1-metil adenina (1-meA) 

presentes no DNA (Aas et al., 2003; Begley and Samson, 2003). É interessante lembrar 

que a proteína AlkB também atua na desmetilação de RNA. Apesar de IMP4 não 

apresentar homologia com AlkB, o fato das duas enzimas participarem do metabolismo de 

RNA e reparo/tolerância de lesões de metilação é bastante sugestivo. Talvez estas 

proteínas (IMP4 e AlkB) apresentam um mecanismo catalítico que permita a desmetilação 

de DNA e RNA. 

Em resumo, nesta etapa do nosso trabalho caracterizamos parcialmente um dos 

primeiros genes de reparo ou tolerância a lesões no DNA de S. mansoni e mostramos sua 
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homologia a genes IMP4 de diferentes organismos. Apesar de a proteína IMP4 ser 

conhecida por seu papel no metabolismo de RNA, sugerimos que ela esteja também 

envolvida, ao menos em S. cerevisae e S. mansoni, no reparo ou tolerância a lesões 

induzidas por MMS. A caracterização parcial do gene IMP4 de S. mansoni resultou na 

publicação do manuscrito “Schistosoma mansoni: the IMP4 gene is involved in DNA 

repair/tolerance after treatment with alkylating agent methyl methane sulfonate” na revista 

Experimental Parasitology (Furtado et al., 2007) (Anexo 6). 

Com a conclusão dos trabalhos com o gene SmIMP4 e a publicação de um 

artigo sobre seu papel na tolerância a MMS em S. mansoni, em uma segunda etapa deste 

trabalho focalizamos o estudo do reparo de DNA em T. cruzi e de sua possível influência 

sobre a taxa de mutação e geração de variabilidade na espécie.  

Nosso estudo acerca do reparo de DNA em T. cruzi foi iniciado com 

caracterização do gene TcMSH2, principal componente da via de reparo de erros de 

pareamento (MMR) em eucariotos (Augusto-Pinto et al., 2001). A escolha dessa via como 

alvo inicial na busca por fatores associados à geração de variabilidade genética em T. cruzi 

foi devida ao papel conservado do MMR na promoção de estabilidade genômica em 

diferentes organismos. A fidelidade genômica é promovida pelo MMR através da correção 

de erros de pareamento e alças de inserção e deleção, surgidos durante a replicação de 

DNA, assim como o reparo de heteroduplexes que surgem durante a recombinação 

(revisado por Schofield & Hsieh, 2003). De fato, a inativação do MMR parece ser o maior 

responsável pelo aumento de variabilidade genética em bactérias (Tenaillon et al., 2001; 

LeClerc et al., 1996). Células deficientes nessa via apresentam um fenótipo mutador, 

caracterizado por elevadas taxas de mutação espontânea (Drotschmann et al., 1999; 
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Drotschmann et al., 2000), e frequentemente exibem instabilidade de microssatélites em 

repetições de mono- e dinucleotídeos (Boland et al., 1998). 

Os estudos iniciais com TcMSH2 de diferentes cepas de T. cruzi revelaram a 

existência de três isoformas (A, B e C) dessa proteína na espécie (Augusto-Pinto et al., 

2003). Algumas evidências nos levaram a sugerir que existam pequenas diferenças 

funcionais entre as isoformas de MSH2 em T. cruzi e que tais diferenças seriam refletidas 

em variações na eficiência do MMR nas diferentes cepas do parasito e, consequentemente, 

nos níveis de variabilidade genética entre elas (Augusto-Pinto et al., 2003; Machado et al., 

2006; Machado-Silva et al., 2008): (i) existem pequenas divergências na sequência de 

aminoácidos entre as isoformas analisadas de TcMSH2; algumas das substituições estão 

presentes em importantes domínios funcionais da proteína, como os responsáveis pela 

ligação ao mismatch e pela atividade ATPásica (Augusto-Pinto et al., 2003; Machado-

Silva, 2008); (ii) cada isoforma (A, B ou C) é codificada por genes presentes em uma das 

três linhagens principais de T. cruzi (I, III e II, respectivamente) (Figura 10); (iii) o nível de 

variabilidade genética difere entre as três linhagens, sendo menor nas linhagens T. cruzi I, 

que apresentam TcMSH2 do tipo A (Buscaglia e DiNoia, 2003; Mathieu-Daude et al., 

2007; Cerqueira et al., 2008) e (iv) foi observada instabilidade de microssatélites após 

estresse oxidativo somente em cepas que codificam as isoformas B ou C de TcMSH2, 

presentes nas linhagens de T. cruzi com maior variabilidade genética ou em linhagens 

nocautes (TbMsh2-/-) de Trypanosoma brucei complementadas com um alelo de T. cruzi 

(Augusto-Pinto et al., 2003; Machado-Silva et al., 2008). 

Dessa forma, as evidências apontavam uma maior estabilidade genética em 

linhagens que codificavam a isoforma A de TcMSH2. É interessante ressaltar que 

linhagens T. cruzi II, que apresentam a isoforma C de TcMSH2, são responsáveis pelos 
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casos crônicos da Doença de Chagas no Brasil e em outros países do cone sul (Fernandes 

et al., 1999; Freitas et al., 2005). O homem é um hospedeiro relativamente recente para o 

T. cruzi e a maior variabilidade genética em linhagens do grupo II poderia ser um dos 

fatores responsáveis pela adaptação dessas cepas ao ciclo doméstico do parasita. 

Ensaios posteriores reforçaram a hipótese de que linhagens de T. cruzi I 

(TcMSH2A) apresentariam um MMR mais eficiente, em relação a linhagens de T. cruzi II, 

quando mostraram que: (i) a proteína TcMSH2A recombinante apresenta maior eficiência 

de atividade ATPásica, quando comparada a TcMSH2C recombinante e (ii) cepas que 

codificam a isoforma A são mais sensíveis a cisplatina ou MNNG. Nesses ensaios, 

utilizamos nas análises in vivo a cepa JG e o clone Esmeraldo cl3, ambos da linhagem T. 

cruzi II, além dos clones Col1.7G2, da cepa Colombiana, e Silvio X10 cl1, da linhagem T. 

cruzi I (Figura 12) (Campos et al., artigo em preparação). Nas análises in vitro, utilizamos 

as proteínas recombinantes TcMSH2 isoformas A e C produzidas em nosso laboratório 

(Campos et al., artigo em preparação). A isoforma B não foi utilizada uma vez que não 

foram detectadas variações na resposta a agentes genotóxicos entre os haplogrupos B e C 

(T. cruzi II) (Augusto-Pinto et al., 2003). 

As diferenças observadas in vitro entre a atividade ATPásica das isoformas A e 

C de TcMSH2 confirmam a importância das substituições de aminoácidos detectadas 

anteriormente entre essas proteínas (Machado Silva, 2008). Ainda que substituições não 

tenham sido encontradas em domínios descritos como necessários para atividade 

ATPásica, os resultados in vitro não destoam daqueles obtidos pela comparação de 

sequências: devemos ter em mente que a estrutura de MSH2 é complexa, compreendendo 

seis domínios, com diferentes funções, onde se encontram sítios de ligação a DNA, ATP, 

ADP e Mg
+2

. Tais domínios interagem entre si e entre outros seis domínios da segunda 
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proteína homóloga a MutS que compõe o dímero funcional, modulando a função deste no 

MMR (Wang e Qin, 2003; Salsbury et al., 2006; Jun et al., 2006). Sendo assim, alterações 

estruturais na proteína ou em sítios responsáveis pela interação entre os domínios ou entre 

os monômeros poderiam modificar outras funções da proteína, como ligação a ATP/ADP, 

hidrólise de ATP, reconhecimento de mismatches, dentre outras. 

A cisplatina ou cis-Diamminedichloroplatinum (II) é uma droga amplamente 

utilizada como agente quimioterápico devido à sua citotoxicidade. Essa droga age 

principalmente através da formação de adutos no DNA genômico, especialmente em 

guaninas adjacentes (Jamieson & Lippard, 1999; Ramachandran et al., 2009). Os adutos 

causam paradas na replicação, ativação de checkpoints de ciclo celular com parada 

prolongada em G2 e, em casos de danos severos, morte celular (revisado por O’Brien & 

Brown, 2006; Ramachandran et al., 2009). Diversos trabalhos associam a citotoxicidade da 

cisplatina ao funcionamento correto do sistema de reparo de erros de pareamento, uma vez 

que várias proteínas desta via reconhecem, diretamente ou através de interações proteína-

proteína, as distorções no DNA causadas pela droga e, ao invés de repará-las, sinalizam 

para a ativação de respostas citotóxicas (revisado por Kartalou & Essigmann, 2001, 

O’Brien & Brown, 2006 e Martin et al., 2008). Estudos mostram que a deficiência no 

MMR aumenta em até quatro vezes a resistência à cisplatina (Fink et al., 1996; Papouli et 

al., 2004). Além da ausência do efeito citotóxico agudo, a perda ou deficiência do MMR 

causa aumento dos processos de síntese translesão e recombinação após exposições 

sucessivas a cisplatina, o que resulta em resistência secundária (ou adquirida) à droga 

(Ramachandran et al., 2009). De modo inverso, a tolerância à cisplatina pode ser associada 

à deficiência em mecanismos de reparo de DNA, em especial, à deficiência no MMR. 
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Outro fenótipo que pode ser associado à deficiência no MMR é a tolerância ao 

agente alquilante MNNG (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidina). O MNNG causa 

metilação na posição O
6
 de guaninas, gerando a lesão O

6
-metilguanina (ou O

6
-meG), 

altamente mutagênica por formar pareamento com timina. A lesão pode ser inativada pela 

enzima O
6
-meG metiltransferase (MGMT), em uma reação onde essa enzima é consumida. 

No entanto, quando acumulada no DNA, a O
6
-meG torna-se citotóxica, e essa toxicidade é 

mediada pelo MMR. A observação de que células deficientes em MMR eram tolerantes a 

MNNG (Branch et al, 1993; Kat et al, 1993) instigou a realização de estudos que 

mostraram que o complexo MutSα reconhece O
6
-meG, principalmente quando pareada a 

timina, e induz parada de ciclo celular em G2 e eventual morte celular em células 

proficientes em MMR (revisado por Karran, 2001, O'Brien & Brown, 2006 e Casorelli et 

al., 2008). Esse efeito possivelmente ocorre após tentativas de reparo repetidas ou 

aberrantes, que acabam criando quebras no DNA e bloqueio na replicação. Relatos na 

literatura indicam que até mesmo pequenas alterações nos níveis de proteínas do MMR, 

insuficientes para causar instabilidade de microssatélites, modificam a sensibilidade das 

células a drogas alquilantes (Shin & Park, 2000; Marra et al., 2001; Claij & Te Riele, 

2002; Elez et al., 2007), o que justifica o uso do MNNG neste trabalho. 

Para verificarmos se as diferenças observadas entre as cepas de T. cruzi I e T. 

cruzi II nos ensaios com cisplatina e MNNG foram realmente devidas a diferenças na 

eficiência do MMR, analisamos a sensibilidade dos clones a essas drogas na presença de 

um inibidor especifico dessa via de reparo, o cloreto de cádmio (CdCl2). O cádmio, um 

conhecido carcinógeno humano, quando presente em baixas concentrações (na ordem de 

micromolares), é um inibidor especifico da via de reparo de erros de pareamento em 

leveduras e em extratos de células humanas (Jin et al., 2003), e esse efeito também foi 

visto em linhagens celulares derivadas de fibrosarcoma humano (Slebos et al., 2006). Em 
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altas concentrações, é também inibidor de outras vias de reparo, como BER e NER, 

possivelmente por deslocamento de íons zinco nos motivos “dedos de zinco” de proteínas 

como fpg, OGG1, XPA e PARP (revisado por Hartwig e Schwerdtle, 2002 e Beyersmann e 

Hartwig, 2008). Além disso, altos níveis intracelulares deste metal causam um aumento 

nas espécies reativas de oxigênios (ROS) através da inibição de enzimas como catalase, 

superóxido dismutase, glutationa redutase e glutationa peroxidase (Stohs et al, 2001; Valko 

et al, 2006). O mecanismo através do qual baixas concentrações de cádmio inibem 

especificamente o MMR ainda não foi totalmente elucidado. No entanto, estudos sugerem 

que o efeito do cádmio ocorra por inibição da ligação e hidrólise de ATP pelos complexos 

MSH2/MSH3 e MSH2/MSH6 (Clark e Kunkel, 2004; Banerjee e Flores-Rozas, 2005). A 

quebra do ATP é essencial à atividade dos homólogos de MutS e parece estar associada ao 

deslocamento do complexo pela fita de DNA, reconhecimento dos mismatches e alças de 

fita simples e recrutamento do restante das proteínas da via, que darão prosseguimento ao 

reparo (Blackwell et al, 1998; Drotschmann et al, 2002; Antony e Hingorani, 2003).  

Nosso grupo mostrou que a atividade ATPásica de TcMSH2 é praticamente 

abolida por baixas concentrações de cádmio (10µM) (Machado-Silva, 2008), assim como 

ocorre em S. cerevisiae (Clark e Kunkel, 2004; Banerjee e Flores-Rozas, 2005). Essa 

quantidade do metal é normalmente insuficiente para gerar algum efeito na atividade de 

proteínas do BER e NER sabidamente inibidas por cádmio (revisado por Hartwig e 

Schwerdtle, 2002). Estudos relatam que são necessárias doses de cádmio a partir de       

100 µM para que ocorra inibição de tais proteínas (Hartwig e Schwerdtle, 2002). Dessa 

forma, culturas dos clones Silvio e Esmeraldo foram tratadas com cisplatina ou MNNG, na 

presença ou ausência de 3 µM de CdCl2 e tiveram sua sobrevivência avaliada após um 

período apropriado de crescimento (a dose de 3 µM foi escolhida porque não alterava o 

crescimento dos clones). Vimos que a sensibilidade de uma população de Silvio ao 
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tratamento com cisplatina ou MNNG é diminuída na presença de cloreto de cádmio, 

tornando-se semelhante à de Esmeraldo, que é naturalmente mais tolerante à droga. Estes 

resultados sugerem que a maior tolerância apresentada por JG e Esmeraldo é 

possivelmente consequência de um MMR menos eficiente em relação a Silvio e 

Colombiana e reforçam a hipótese de que as pequenas diferenças funcionais entre 

isoformas de TcMSH2 interferem na eficiência do reparo de erros de pareamento entre 

linhagens divergentes de T. cruzi. Sugerimos que cepas do grupo I (TcMSH2A) 

apresentem um reparo mais eficiente sob estresse, enquanto cepas do grupo II (TcMSH2C) 

apresentem um reparo menos eficiente sob condições de estresse, e que isto possa ser um 

dos fatores responsáveis pela maior geração de variabilidade nestas linhagens. 

É importante esclarecer, no entanto, que outros fatores que não TcMSH2 

possam estar envolvidos em variações na eficiência do MMR em T. cruzi. Todas as outras 

proteínas que participam na via de MMR podem estar contribuindo, separadamente ou em 

conjunto, para o MMR diferencial entre T. cruzi I e T. cruzi II/III, através de variações 

funcionais ou alteração nos níveis de expressão. Já é descrito que a redução na expressão 

de MSH2 resulta em menor eficiência de MMR em células humanas sob condições de 

estresse (Claij e Te Riele, 2002). Resultados obtidos por nosso grupo indicam que os níveis 

de expressão do RNA de TcMSH2 são similares em cepas pertencentes aos diferentes 

grupos de T. cruzi (P. C. Campos, dados não publicados). No entanto, não sabemos se essa 

similaridade é mantida em níveis protéicos. Em vista disto, pretendemos obter anticorpos 

para essa proteína e determinar os níveis de sua expressão nas diferentes cepas, além de 

sua localização. 

Outra abordagem interessante seria a avaliação do MMR in vitro utilizando 

extratos celulares de diferentes cepas de T. cruzi. Nesses ensaios, seriam utilizados 
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plasmídeos contendo um erro de pareamento em uma sequência alvo de determinada 

enzima de restrição. A correção da base mal pareada permitiria a clivagem pela enzima, o 

que poderia ser quantificado, permitindo a comparação do MMR entre cepas (Humbert et 

al., 1999). 

Uma possibilidade que deve ser levada em consideração para tentar explicar a 

diferença de MMR entre as linhagens de T. cruzi é o recrutamento de proteínas do MMR 

para outras vias de reparo de DNA. É importante ressaltar que tais vias não ocorrem 

separadamente: cada vez mais, estudos indicam haver sobreposição entre elas, com 

algumas proteínas chave fazendo a conexão. Como mencionado anteriormente, MSH2 é 

uma proteína que atua em contextos diversos. Particularmente, em T. cruzi MSH2 está 

diretamente envolvida na resposta ao dano oxidativo (Machado-Silva et al., 2008), 

principal dano sofrido pelo parasito durante seu ciclo de vida. Dados obtidos por nosso 

grupo, através de complementação heteróloga de T. brucei MSH2 -/-, indicam que 

TcMSH2 participa da resposta a danos causados por peróxido de hidrogênio, de maneira 

independente do MMR (Machado-Silva et al., 2008). Dessa forma, o nível basal de lesões 

oxidativas nas diferentes cepas, em condições normais ou sob estresse, poderia 

comprometer a eficiência do MMR. 

Portanto, além de investigar fenótipos associados ao MMR e a atividade de 

TcMSH2, uma grande variedade de proteínas envolvidas nas diversas vias de reparo de 

DNA, assim como as condições de estresse a que o parasita é submetido ao longo do ciclo 

de vida, devem ser considerados no estudo da geração de variabilidade genética em T. 

cruzi. De fato, a diversidade genética de um organismo pode ser influenciada pela 

exposição a agentes mutagênicos e por sua habilidade em bloqueá-los ou em neutralizar os 

danos causados por eles.  
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A principal ameaça à estabilidade genômica sofrida pelo T. cruzi ao longo de 

seu ciclo de vida são os danos oxidativos no DNA, causados pela exposição a espécies 

reativas de oxigênio, produzidas durante o processo de respiração celular ou pelo sistema 

imune do hospedeiro. O sequenciamento completo do genoma de T. cruzi indicou que esta 

espécie apresenta homólogos das principais proteínas do BER, a principal via responsável 

pela remoção de lesões oxidativas no DNA (El-Sayed et al., 2005). Um trabalho anterior 

havia indicado que tripanosomatídeos apresentam um BER funcional, com características 

conservadas entre outros organismos (Ulbert et al., 2004). Alguns genes dessa via, como a 

DNA Polimerase  e a DNA glicosilase UNG, foram recentemente clonados e 

caracterizados (Peña-Diaz et al., 2004; Lopes et al., 2008).  

Dentre os danos causados por estresse oxidativo, a lesão 8-oxoG destaca-se 

pela alta frequência no genoma de organismos aeróbicos e alto potencial mutagênico 

(revisado em Dizdaroglu et al., 2002). Em procariotos e em vários eucariotos, o efeito 

mutagênico de 8-oxoG é controlado pelo sistema GO, constituído pelas enzimas Fpg, 

MutY, MutT, ou por seus homólogos eucarióticos OGG1, MYH e MTH (revisado por 

Nakabeppu et al., 2004). O sequenciamento do genoma de T. cruzi indicou a presença de 

ortólogos de OGG1 e MYH no parasito, mas não de MTH (El-Sayed et al., 2005). 

Iniciamos a caracterização do ortólogo de OGG1 em T. cruzi através do estudo 

de um dos alelos desse gene, presente no clone CL Brener. O alelo estudado (TcOgg1A) 

apresenta 38 aminoácidos adicionais na extremidades N-terminal, em relação ao outro 

alelo (TcOgg1B), além de pequenas variações, que resultam em treze substituições de 

aminoácidos distribuídas ao longo da proteína. Este alelo foi clonado no vetor pMAL, de 

expressão induzível por IPTG em bactérias, para a realização de estudos de 

complementação funcional de linhagens bacterianas deficientes em Fpg. A inesperada 
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citotoxicidade resultante da expressão de TcOgg1A em bactérias selvagens (fpg+) ou 

mutantes (fpg-) impediu, no entanto, a realização dos ensaios de complementação. 

Não existem relatos na literatura sobre citotoxicidade causada pela 

superexpressão de OGG1 (ou de qualquer homólogo funcional de Fpg) em bactérias. No 

entanto, a ocorrência de danos celulares causados pela superexpressão de outras DNA 

glicosilases em bactérias, leveduras e células de mamíferos já é bem descrita (Kaasen et 

al., 1986, Ibeanu et al., 1992; Coquerelle et al., 1995; Glassner et al., 1998; Berdal et al., 

1998; Posnick e Samson, 1999). Os fenótipos apresentados por células superexpressoras 

(mutagênese espontânea, baixa viabilidade celular e maior sensibilidade a agentes 

exógenos) foram atribuídos ao desequilíbrio na via de reparo por excisão de bases 

(revisado por Glassner et al., 1998b). Quando o aumento da atividade glicosilásica/AP 

liásica não é acompanhado pelo aumento da atividade AP endonucleásica, lesões 

mutagênicas e citotóxicas, intermediárias do processo de reparo são produzidas, 

influenciando o modo como a célula responde a agentes exógenos e danos endógenos. 

A remoção de bases modificadas por uma glicosilases é a primeira etapa do 

BER, via caracterizada pela ação sequencial de várias enzimas (revisado por Hegde et al., 

2008). Após a excisão da base, um sítio AP é formado no local. Sítios AP bloqueiam a 

replicação e a transcrição devendo, portanto, ser processados, o que pode ocorrer de duas 

formas: (i) por AP endonucleases, que clivam o DNA a 5′ da lesão, gerando uma quebra de 

fita simples (SSB) com terminal 3′-OH, que será posteriormente preenchida por uma DNA 

polimerase e uma ligase ou (ii) pela atividade AP liásica de glicosilases bifuncionais, que 

clivam o DNA a 3` da lesão, gerando SSB com terminal 3`dRP, que bloqueia a síntese por 

DNA polimerases. O terminal dRP deve ser então ativado pela atividade 3′-fosfodiesterase 

de uma AP endonuclease para o subsequente reparo (revisado por Boiteux e Guillet, 2004). 
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Caso contrário, devido à consequente parada da forquilha de replicação, SSBs com 

terminais 3` bloqueados podem ainda ser convertidas em quebras de fita dupla (DSBs) 

(Caldecott et al., 2001). Alternativamente, sítios AP podem ser reparados por 

recombinação ou ainda servir de molde para DNA polimerases de síntese translesão (TLS), 

em um processo propenso a erros (revisado por Boiteux e Guillet, 2004). Dessa forma, em 

circunstâncias onde exista disponibilidade de substrato (bases modificadas a serem 

reparadas), a desproporção entre as atividades de DNA glicosilases/AP liases e AP 

endonucleases pode ser bastante prejudicial à célula, por resultar em produção de sítios 

AP, SSBs com terminal bloqueados e DSBs, em níveis que excedem a capacidade de seu 

processamento. 

Essa situação é claramente demonstrada pela superexpressão da glicosilase 

MAG1 (3 metil adenina DNA glicosilase) em leveduras e bactérias, que resulta em 

acentuado fenótipo mutador (Glassner et al., 1998). Os autores encontraram evidências de 

que a mutagênese observada foi devida à excessiva formação de sítios AP nessas células, 

que gera aumento nos processos de síntese translesão. A superexpressão de MAG1 em 

leveduras deficientes em APN1 (responsável por mais de 95% da atividade AP 

endonucleásica nestes organismos) aumenta em até 300 vezes a taxa de mutação 

espontânea nessas células. Este aumento é de apenas 20 vezes na presença da APN1 e é 

praticamente abolido na ausência de REV1, uma DNA polimerase que participa da síntese 

translesão através de sítio AP. A inibição da síntese translesão nas células superexpressoras 

resulta, no entanto, em citotoxicidade. Esse fenótipo também é visto após tratamento com 

agentes alquilantes (quando as lesões específicas são abundantes), conforme esperado 

(Kaasen et al., 1986; Coquerelle et al., 1995). Estes resultados sugerem que os efeitos do 

desequilíbrio do BER dependem da quantidade de intermediários formados e da 

capacidade da célula de lidar com tais intermediários: se a célula for capaz de tolerar a 

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=12032096#cdf258c6
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extensão dos danos (através de síntese translesão ou recombinação, por exemplo), efeitos 

mutagênicos (leves ou acentuados) serão observados; se a célula for incapaz de lidar com o 

excesso de intermediários, o efeito será citotóxico. O efeito mutador em leveduras foi 

também observado após a superexpressão de glicosilases homólogas a MAG1, porém em 

uma escala bastante reduzida (Glassner et al., 1998; Posnick e Samson, 1999). O efeito 

mutador mais pronunciado de MAG1 é devido à menor especificidade desta em relação a 

suas homólogas (Bessho, et al., 1993; Krokan et al., 1997; Berdal et al., 1998). MAG1 

atua sobre uma maior variedade de lesões, gerando maior quantidade de sítios AP (Posnick 

e Samson, 1999), e por isso seus níveis celulares devem ser cuidadosamente regulados. 

Fica evidente, portanto, que propriedades específicas de cada glicosilase (além da 

disponibilidade de substrato) irão determinar os efeitos de sua superexpressão nas células. 

A superexpressão de OGG1 de outros organismos já foi descrita em bactérias, 

leveduras e células de mamíferos (van der Kempt et al., 1996; Radicella et al., 1997; 

Hollenbach et al., 1999; García-Ortiz et al., 2001; Vongsamphanh et al., 2006 Dahle et al., 

2008), e não há relatos sobre efeitos citotóxicos resultantes dessa superexpressão, exceto 

em situações de estresse oxidativo intenso ou após irradiação, quando o excesso de 

substrato favorece a formação de SSBs e DSBs. (Hollenbach et al., 1999; Yang et al., 

2006; Éot-Houllier et al., 2007). Conforme discutido anteriormente, a maior sensibilização 

a agentes exógenos é comum em células que superexpressam glicosilases (Kaasen et al., 

1986; Coquerelle et al., 1995; Hollenbach et al., 1999; Yang et al., 2006; Éot-Houllier et 

al., 2007). De fato, uma cultura do clone CL Brener transfectada com o vetor 

pROCK_Ogg1A, possivelmente superexpressando TcOgg1A, apresentou morte acentuada 

em condições de estresse oxidativo, quando comparada à cultura do clone selvagem. A 

morte acentuada da população transfectada quando submetida a estresse oxidativo pode ser 

explicada pelo processamento insuficiente do excesso de intermediários (sítios AP, SSBs 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Radicella%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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com terminais bloqueados e DSBs) gerado pelos altos níveis de TcOgg1A em uma 

situação onde o substrato não é limitante. O excesso de intermediários não é 

completamente reparado antes da fase S e bloqueia a replicação. Outros resultados gerados 

por nosso grupo indicam a ocorrência de lesões que bloqueiam a forquilha de replicação 

após estresse oxidativo em T. cruzi: células que superexpressam TcRAD51 (proteína 

recrutada para o reparo de tais lesões) são resistentes ao tratamento com H2O2, enquanto 

células que possuem um alelo de RAD51 deletado (TcRAD51 +/-) são sensíveis ao mesmo 

tratamento (dados não publicados).  

Em resumo, dados na literatura indicam que a citotoxicidade resultante da 

superexpressão de uma glicosilase depende, em menor grau, dos níveis da enzima e, em 

maior grau, da disponibilidade de substrato (Glassner et al., 1998; Posnick e Samson, 

1999). Dessa forma, o fenótipo observado após a superexpressão de TcOgg1A em 

bactérias sugere a existência de excesso de substrato, o que resultaria em excesso de 

intermediários citotóxicos. Uma vez que nossas células não foram submetidas a condições 

de estresse oxidativo, ou qualquer outro tratamento que resultasse em abundância de lesões 

normalmente reconhecidas por OGG1, sugerimos que TcOgg1A, ao menos em bactérias, 

apresente uma especificidade muito baixa, podendo inclusive excisar bases não lesionadas 

do DNA.  

A suposta baixa especificidade de TcOgg1A em bactérias poderia ser explicada 

pela ausência de processamentos adicionais possivelmente sofridos pelo transcrito em seu 

ambiente nativo, que alterem a especificidade da proteína ou controlem sua atividade. A 

regulação da atividade de TcOgg1A poderia ainda ser feita através de modificações pós-

traducionais da proteína, que não ocorreram no ambiente exógeno. Modificações pós-

traducionais podem regular atividades catalíticas, alterar interações proteína-proteína, 
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direcionar proteínas a diferentes compartimentos celulares ou à degradação, apresentando, 

portanto, um papel central na homeostase celular. Várias enzimas do BER, como AP 

endonucleases, glicosilases e a DNA polimerase  sofrem modificações pós-traducionais 

que acentuam ou reduzem sua atividade (Bhakat et al., 2004; Hasan et al., 2001; Bhakat et 

al., 2003; Hasan et al., 2002). Especificamente, em relação a OGG1, modificações pós-

traducionais e pós transcricionais já foram descritas. A fosforilação de serinas e tirosinas 

parece regular o endereçamento da proteína e também aumentar sua atividade glicosilásica 

(Dantzer et celul al., 2002; Hu et al., 2005); a acetilação de lisinas diminui a afinidade de 

OGG1 a sítios AP (Bhakat et al., 2006). Em humanos, variantes de OGG1 com diferentes 

funcionalidades e localizações celulares são decorrentes de splicing alternativo de um 

mesmo gene (revisado por Boiteux e Radicella, 1999, Hashiguchi et al., 2004). Glassner e 

colaboradores (1998, 1998b) salientam que alterações na especificidade, localização, ou 

eficiência de glicosilases podem ser obtidas através de mudanças sutis na sequência ou no 

processamento da proteína, e ainda sugerem que este seria um possível mecanismo celular 

de modulação da taxa de mutação (geração de variabilidade genética). De fato, a mudança 

em apenas um aminoácido da glicosilase UDG de humanos é suficiente para alterar sua 

especificidade, fazendo com que ela remova timinas e citosinas do DNA, gerando 

acentuado fenótipo mutador (Kavli et al., 1996).  

É importante considerar, no entanto, a possibilidade de a inserção do alelo 

maior ser resultado de um erro de anotação. Essa sequência pode ser, na realidade, parte da 

região intergênica existente entre o alelo de TcOgg1A e o alelo posicionado logo acima 

deste. Duas observações reforçam essa hipótese: (i) a alta frequência de timinas na região 

da inserção e (ii) a existência de um domínio transmembrana na região, predito pelo 

programa TMHMM2.0 (disponível em http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM). A alta 

frequência de timinas (T) em regiões intergênicas em T. cruzi é perceptível através de 
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análises do banco de dados genômicos desse organismo (www.genedb.org) e foi analisada 

por Campos e colaboradores (2008). Além disso, já é descrita a presença de sequências 

regulatórias ricas em T (Hehl et al., 1994) ou ricas em A e T (Di Noia et al., 2000) em 

regiões 3`UTR de tripanosomatídeos. Já a localização transmembrana predita para a 

glicosilase é improvável, uma vez que a proteína de reparo deve ter livre acesso a molécula 

de DNA. Dessa forma, é possível que tenhamos clonado em pMAL um fragmento 

contendo o gene TcOgg1 acrescido de 114 nucleotídeos adicionais, o que resultou na 

expressão, em bactérias, da glicosilase TcOgg1 contendo, em sua porção N-terminal, 38 

aminoácidos não pertencentes à proteína. A suposta região excedente poderia interferir na 

estrutura terciária da glicosilase, sendo então responsável por alterações em sua atividade, 

incluindo a perda de especificidade em bactérias. Apesar de termos clonado o mesmo 

fragmento em pROCK_HIGRO, é possível que o processamento correto do transcrito 

tenha ocorrido em T. cruzi, o que justifica a ausência do efeito citotóxico decorrente da 

superexpressão neste organismo. 

Estudos adicionais serão necessários para o esclarecimento da atividade de 

TcOgg1. Dentre eles, (i) a confirmação da superexpressão de TcOgg1A na população 

transfectada do clone CL Brener, através de Northen blot e/ou Western Blot; (ii) a 

verificação da presença da inserção N-terminal em TcOgg1A, através da amplificação por 

RT PCR e sequenciamento do mRNA maduro, utilizando um primer forward que se anele 

à sequência do Splice Leader, e um primer reverse interno a TcOgg1A; (iii) a confirmação 

da atividade glicosilásica de TcOgg1, através de ensaios in vivo de complementação de 

leveduras deficientes em OGG1 e/ou análises in vitro da proteína purificada, além de 

estudos com o outro alelo de TcOgg1 presente em CL Brener (TcOgg1B).  
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Os procedimentos relativos à expressão de TcOgg1A em leveduras OGG1– já 

foram iniciados. O fragmento de TcOgg1A foi amplificado, clonado no vetor pYEDP, de 

expressão indutível por galactose e a construção utilizada na transformação de leveduras 

OGG1- (dado não mostrado). Leveduras deficientes em OGG1 apresentam altas taxas de 

mutação (Thomas et al., 1996), e a expressão de ortólogos de OGG1 nessas células 

restaura o fenótipo selvagem. De modo interessante, testes preliminares indicam que a 

expressão do gene TcOgg1A de T. cruzi é viável em leveduras: clones recombinantes 

transformados com pYEDP_TcOgg1A e selecionados por PCR de colônia foram 

cultivados na presença de galactose como única fonte de carbono e apresentaram 

crescimento aparentemente normal. 

Continuamos a caracterização do sistema GO em T. cruzi com a busca por 

ortólogos de MutT nesse parasito. O sequenciamento do genoma completo de CL Brener 

indicou a ausência de ORFs com homologia predita à MutT, embora homólogos de MutY 

tenham sido identificados (Sayed et al, 2005). A glicosilase MutY remove adeninas 

pareadas a 8-oxoG, introduzidas quando 8-oxoguaninas permanecem no DNA molde 

durante a replicação. Uma vez que desoxiguanosinas (dG) também sofrem oxidação 

quando presentes no pool de nucleotídeos e 8-oxo-dGTPs podem ser prontamente 

incorporados ao DNA por DNA polimerases (Maki e Sekiguchi, 1992), a atividade de 

MutY representa um problema em situações onde 8-oxo-dGTP é erroneamente introduzida 

frente à adenina no DNA molde, pois MutY remove a base correta, fixando a transversão 

AT CG. Para minimizar este problema, MutT e seus homólogos (MTH1) hidrolisam 8-

oxo-dGTPs a 8-oxo-dGMPs, prevenindo que sejam incorporados durante a replicação 

(Nakabeppu, 2001). A importância de MutT em organismos aeróbicos é evidenciada pela 

elevada frequência de mutações espontâneas apresentada por bactérias mutT-, nas quais as 

transversões GCTA e ATCG são até 50.000 vezes mais frequentes (Vidmar e 
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Cupples, 1993). De fato, a atividade de MutT parece ser essencial em organismos que 

dispõem da atividade de MutY (Nunoshiba et al, 2004). 

A ausência de uma enzima apresentando atividade 8-oxo-dGTPásica em T. 

cruzi é improvável, uma vez que outros tripanosomatídeos, como Trypanosoma brucei e 

Leishmania major apresentam genes com homologia a mutT (confirmada 

experimentalmente ou predita por análise de sequências) e, principalmente, pelas elevadas 

taxas de mutação que ocorreriam em decorrência da ausência dessa atividade na presença 

de uma glicosilase homóloga a MutY. Dados gerados em nosso laboratório pela aluna 

Marianna Kunrath Lima indicam que o gene Tc00.1047053511803.20, cuja função de 

adenina glicosilase A:G-específica foi inicialmente predita por homologia de sequência, é 

um homólogo funcional de mutY (e foi então denominado TcMYH), sendo capaz de 

complementar bactérias mutantes deficientes nesse gene, reduzindo sua frequência de 

mutação. 

Em S. cerevisiae, que não apresenta ortólogos de MTH ou MYH, a “limpeza” 

do pool de nucleotídeos é realizada pela proteína YLR151c (Nunoshiba et al, 2004). Esta 

hidrolase contém o domínio Nudix, curta sequência de aminoácidos conservada entre as 

enzimas MutT de E. coli e Pseudomonas vulgaris, e MTH1 humana, de camundongo e de 

rato (Bessman et al, 1996). Dessa forma, realizamos uma busca no banco de dados do 

genoma de T. cruzi por proteínas putativas contendo domínios Nudix. As duas ORFs 

selecionadas, denominadas Ndx1 e Ndx4, foram incapazes de complementar o fenótipo 

mutador de linhagens bacterianas deficientes em MutT e portanto, não são homólogas 

funcionais de mutT. O fenótipo mutador das linhagens bacterianas deficientes em MutT foi 

verificado através de ensaios de mutação em rifampicina.  
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Recentemente, analisando o banco de dados de genoma de T. cruzi 

encontramos um possível ortólogo de MTH, formado pela justaposição de duas sequências 

depositadas (Tc00.1047053510287.4 e Tc00.1047053506581.69). Essas ORFs codificam 

polipeptídeos que apresentam alta homologia com as regiões N- e C-terminal do ortólogo 

de MTH em T. brucei. O suposto alelo foi amplificado a partir do clone CL Brener e 

ensaios de complementação com bactérias mutT- estão sendo preparados.  

A importância da atividade 8-oxo-dGTPásica em T. cruzi pôde ser evidenciada 

pela expressão heteróloga de mutT de E. coli no clone CL Brener. O gene mutT foi 

amplificado a partir de bactérias, clonado no vetor pROCK_HIGRO, de expressão 

constitutiva em T. cruzi, e utilizado na transfecção do clone CL Brener. A linhagem 

transfectada do parasito, expressando o gene exógeno, apresenta maior resistência ao 

tratamento com H2O2, quando comparada à cultura selvagem, além de apresentar menores 

níveis intracelulares de 8-oxoG após exposição a H2O2, principalmente no DNA 

mitocondrial, indicando maior controle da incorporação de nucleotídeos oxidados em 

células que expressam MutT e evidenciando a importância da hidrólise de 8-oxodGTP.  

É importante ressaltar que o fenótipo apresentado pela cultura expressando 

mutT exógeno não exclui a presença de uma atividade MutT-like em T. cruzi. Estudos 

mostram que, apesar da ação de múltiplas enzimas e vias metabólicas no controle dos 

efeitos do estresse oxidativo, as defesas celulares podem eventualmente ser insuficientes 

em caso de estresse intenso, como o gerado pelo tratamento com água oxigenada (Rai et 

al., 2008). Tais defesas poderiam, no entanto, ser amplificadas por altos níveis de 

expressão de um ou mais de seus agentes. Assim, a maior eficiência da resposta ao estresse 

oxidativo apresentada pela cultura transfectada poderia ser consequência dos altos níveis 

de expressão heteróloga de mutT em células previamente desprovidas de atividade 8-oxo-



 

Discussão Página 188 

dGTPásica ou, o que sugerimos como cenário mais provável, em células apresentando 

anteriormente níveis baixos desta atividade, porém suficientes em situações de ausência de 

estresse oxidativo. Além de não se opor à existência de um homólogo funcional à MutT em 

T. cruzi, este panorama justificaria a observação de que os parasitas superexpressando 

mutT apresentam crescimento semelhante à cultura selvagem em condições normais (dado 

não mostrado), mas apresentam crescimento favorecido em relação a essa em condições 

estresse oxidativo. Caso um homólogo de mutT seja identificado em T. cruzi, a 

superexpressão desse deverá ser realizada em CL Brener e a resposta da cultura 

superexpressora ao estresse oxidativo, analisada e comparada às das culturas selvagens e 

expressando mutT exógeno. 

Situações de estresse oxidativo intenso são comuns ao longo do ciclo de vida 

do T. cruzi. Suas formas tripomastigotas infectam e se multiplicam em macrófagos no 

hospedeiro vertebrado e a produção de ROS faz parte da estratégia microbicida destas 

células ao serem invadidos por microorganismos. A hipótese de que o T. cruzi apresente 

uma atividade pirofosfatásica 8-oxo-dGTP-específica ineficaz em situações de estresse 

oxidativo elevado nos conduz a dois possíveis cenários, que serão discutidos adiante.  

No primeiro cenário, a “limpeza” ineficiente do pool de nucleotídeos da célula 

sob estresse oxidativo resultaria no aumento da incorporação da base oxidada em 

pareamentos incorretos e, consequentemente, aumento na frequência de transversões 

ATCG e GCTA, levando à instabilidade genômica. A maior geração de variabilidade 

poderia, sob alguns aspectos, contribuir para o sucesso da infecção. Um mecanismo 

semelhante foi descrito em Helicobacter pylori (Rosche e Foster, 1999; Kang et al., 2006; 

Kuwahara et al., 2009). Essas bactérias, quando submetidas a níveis elevados de espécies 

reativas de oxigênio ou nitrogênio (decorrentes da reação inflamatória no hospedeiro), 
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apresentam um aumento transiente em sua taxa de mutação, que resulta em maior 

frequência de mutantes mais adaptados ao meio (resistentes a drogas, por exemplo). Foi 

sugerido ainda que a presença no genoma de regiões mais susceptíveis a mutações 

direcione a variabilidade genética, reduzindo os efeitos deletérios do fenótipo 

hipermutador (Kang et al., 2006). Em T. cruzi, uma situação análoga poderia, por exemplo, 

favorecer a geração de mutações em proteínas antigênicas, facilitando o escape ao sistema 

imune do hospedeiro. De fato, a instabilidade genética localizada é essencial ao sucesso da 

infecção por T. brucei, no qual a variação de antígenos de superfície (VSGs) é promovida 

constantemente por eventos de recombinação em regiões específicas do genoma (revisado 

por Zambrano-Villa et al., 2002 e Machado et al., 2006). A mutagênese por estresse 

oxidativo apresentaria enormes desvantagens, entretanto. Na maior parte das vezes, 

mutações têm efeitos deletérios ou neutros, e o “custo” das mutações (perda de fitness ou 

adaptabilidade) excede suas vantagens (Dawson, 1999; Tenaillon et al., 1999). Por isso, 

para sobreviver a situações de estresse, organismos devem alcançar um equilíbrio entre a 

geração de variabilidade e a manutenção da integridade genômica buscando minimizar a 

perda de capacidade adaptativa.  

Levando em consideração as observações acima, sugerimos um segundo 

cenário: em T. cruzi, durante o estresse oxidativo, a permanência de elevados níveis de 

precursores oxidados no pool de nucleotídeos aumentaria a frequência de 8-oxoG no DNA 

(e várias evidências sugerem que esse aumento é ainda maior no cinetoplasto). Porém, 

diversos mecanismos compensatórios controlariam os efeitos mutagênicos desta lesão. Tal 

compensação poderia ser feita, por exemplo, por modulação da atividade das glicosilases 

do sistema GO, especificamente, o aumento da atividade de TcOgg1 (e das etapas 

subsequentes do BER), associado à diminuição da atividade de TcMYH. Conforme 

discutido anteriormente, tal modulação seria alcançada por alterações nos níveis 
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enzimáticos, modificações pós-traducionais e interações proteína-proteína. Glicosilases 

alternativas poderiam também contribuir para o reparo de 8-oxoG. Em E. coli, a glicosilase 

Nei (Endonuclease VIII) atua no reparo de lesões oxidativas (incluído 8-oxoG) em DNA 

de fita simples ou bolha, durante a transcrição e/ou replicação (revisado por Hazra et al., 

2007). Ortólogos de Nei (NEIL) estão presentes em mamíferos, fungos e plantas, mas 

ainda não foram descritos em T. cruzi. De modo interessante, através de uma rápida busca 

no banco de dados deste parasito, utilizando a ferramenta BLAST, encontramos uma 

proteína hipotética (Tc00.1047053506357.80) apresentando as principais conservações de 

NEIL. O papel sugerido de Nei na correção de lesões oxidativas em sequências recém-

sintetizadas compensaria (ao menos parcialmente) uma baixa atividade de MutT.  

O aumento nos processos de síntese translesão livre de erros através de 8-oxoG 

também poderia contrabalançar os altos níveis da base oxidada no DNA. A polimerase 

nuclear TcPol é capaz de incorporar nucleotídeo frente a 8-oxoG (de Moura et al., 2009). 

Ao contrário das polimerases replicativas, Pol insere citosina, preferencialmente, frente a 

essa lesão (Haracska et al., 2001). Também há indícios de que a polimerase mitocondrial 

TcPol, que faz síntese de DNA através de 8-oxoG, o faça de forma livre de erros (Rajão 

et al., 2009). De fato, clones de CL Brener superexpressando TcPol ou TcPol são mais 

resistentes ao tratamento com H2O2, quando comparados aos parasitos selvagens (de 

Moura et al., 2009; Rajão et al., 2009).  

Alternativamente, o controle da mutagênese por 8-oxoG poderia ser alcançado 

através da atuação de proteínas de outras vias de reparo no reconhecimento e excisão da 

lesão ou correção do erro de pareamento. Já é conhecida a participação do TCR (reparo 

acoplado à transcrição) no reparo de 8-oxoG em sequências transcricionalmente ativas, em 

um processo independente de OGG1, envolvendo proteínas do NER, além de MSH2, 
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dentre outras (Le Page et al., 2000; Le Page et al., 2000a, Leadon e Avrutskaya, 1997; Lee 

et al., 2004; Pitsikas et al., 2007). O envolvimento de MSH2, mas não de MLH1, no TCR 

de danos oxidativos (Pitsikas et al., 2007) é um dado interessante, uma vez que a 

participação de TcMSH2 na resposta ao estresse oxidativo em T. brucei também mostrou-

se independente de MLH1(Machado-Silva et al., 2008). O TCR é uma ramificação do 

NER, dependente de RNA polimerase II, caracterizada pelo reparo rápido da fita transcrita 

de genes ativos (revisado em Hanawalt e Spivak, 2008). Considerando que, em T. cruzi, 

genes que codificam proteínas estão dispostos em longas unidades policistrônicas 

constitutivamente transcritas (El Sayed et al., 2005), o reparo acoplado à transcrição pode 

apresentar importante papel na estabilidade genômica do parasito (uma objeção é o fato de 

a transcrição em T. cruzi ser preferencialmente realizada por RNA polimerase I). O 

sequenciamento do genoma de T. cruzi indicou que este organismo apresenta várias das 

principais proteínas do NER (El Sayed et al., 2005). Contudo, a caracterização 

experimental dessa via no parasito ainda é escassa, e novos estudos serão necessários para 

esclarecer a exata contribuição do TCR para o controle dos níveis de 8-oxoG no DNA.  

Também já é conhecida a participação do MMR no reconhecimento e correção 

de erros de pareamento envolvendo 8-oxoG, desde bactérias até mamíferos, e este poderia 

ser outro mecanismo auxiliar na resposta ao estresse oxidativo (Ni et al., 1999; Earley e 

Crouse, 1998; DeWeese, et al., 1998, Wyrzykowski e Volkert, 2002, Boiteux et al., 2002). 

O heterodímero de MSH2 e MSH6 (MutSα) reconhece os pares 8-oxoG:A, 8oxoG:G e 8-

oxoG:T e faz a excisão de 8-oxodGMP recém incorporado na fita filha, de modo 

dependente de MLH1 (Ni et al., 1999, Colussi et al., 2002; Yang et al., 2006). Além disso, 

MutSα possivelmente estimula a excisão, por MYH, de adenina inserida frente a 8-oxoG 

(Gu et al., 2002). Dessa forma, MMR oferece proteção suplementar contra o excesso de 

nucleotídeos oxidados no pool. De fato, células msh2- apresentam níveis aumentados de 8-
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oxoG no DNA, antes ou após tratamento com H2O2 (Colussi et al., 2002). Em 

conformidade, as altas taxas de mutação em células msh2- são atenuadas pela expressão de 

MTH1 (Russo et al., 2004). 

Sugerimos, portanto, que eventos mutacionais induzidos por estresse oxidativo 

sejam importante fonte de variabilidade genética em T. cruzi. A constante exposição a 

ROS ao longo do seu ciclo de vida exige, no entanto, que o parasito apresente estratégias 

que minimizem os danos celulares decorrentes dessa exposição. Sugerimos também que os 

efeitos mutagênicos do estresse oxidativo em T. cruzi sejam minimizados por uma 

colaboração entre o BER, o sistema GO e mecanismos auxiliares como síntese translesão, 

TCR e MMR. 

O possível recrutamento de proteínas do MMR (principalmente de MSH2) para 

a resposta ao estresse oxidativo é de especial interesse neste trabalho. Caso o MMR (ou 

TcMSH2, isoladamente) esteja realmente envolvido na prevenção de danos celulares 

gerados por ROS em T. cruzi, a existência de variantes de TcMSH2 (que apresentam 

diferenças funcionais e ocasionam variações na eficiência do MMR), prevê diferenças na 

resposta ao estresse oxidativo entre linhagens que codificam diferentes isoformas dessa 

proteína. 

Para investigar essa hipótese, Campos e colaboradores (artigo em preparação) 

analisaram a resposta de culturas das cepas JG, Esmeraldo, Silvio e Colombiana ao 

tratamento com H2O2 e observaram que, conforme antecipado, as cepas Silvio e 

Colombiana (T. cruzi I), que apresentam a isoforma A de TcMSH2, responderam melhor 

ao tratamento com H2O2 (maior sobrevivência na condição de estresse), quando 

comparadas às cepas que codificam a isoforma C dessa proteína (JG e Esmeraldo, T. cruzi 

II), sugerindo a participação de TcMSH2 na resposta ao estresse oxidativo.  
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Alem disso, analisamos a sensibilidade das quatro cepas ao composto INALa, 

que promove danos oxidativos no DNA, inclusive 8-oxoG (Rogers et al., 2001; Rodrigues 

et al., 2006). Os resultados indicam que cepas de T. cruzi I (Silvio e Colombiana) são 

também mais resistentes ao tratamento INALa, o que está de acordo com os dados obtidos 

com H2O2. Realizamos ainda o mesmo ensaio com um clone de CL Brener que contém um 

dos alelos de TcMSH2 deletado (Campos et al., artigo em preparação) e vimos que este é 

mais sensível aos danos causados por INALa, quando comparado a um clone selvagem.  

Por análise indireta através da marcação com FITC-avidina, verificaram o 

conteúdo de 8-oxoG nas quatro cepas em estudo e mostraram que, após tratamento com 

200 µM de H2O2, existem diferenças nos níveis dessa lesão entre as cepas que codificam 

diferentes isoformas de TcMSH2: em cepas T. cruzi II os níveis totais de 8-oxoG são mais 

elevados, quando comparados aos de cepas T. cruzi I. Além disso, mostraram que os níveis 

de 8-oxoG no cinetoplasto nos clones T. cruzi II são maiores que os níveis da lesão no 

cinetoplasto dos clones T. cruzi I, antes ou após estresse oxidativo e que, após o tratamento 

com H2O2, os níveis de 8-oxoG aumentam apenas no cinetoplasto dos clones T. cruzi II. 

Esses dados indicam que os níveis de lesão no DNA mitocondrial de células do grupo I são 

contidos de modo mais eficiente. É possível que o controle dos níveis de 8-oxoG no 

cinetoplasto seja feito por uma suposta atividade mitocondrial de TcMSH2, provavelmente 

independente do MMR, uma vez que essa é uma via predominantemente nuclear em 

eucariotos. Eventualmente, as diferenças na intensidade dos danos oxidativos no DNA 

mitocondrial poderiam ser decorrentes de outras defesas antioxidantes das células, como a 

atividade de enzimas que inativam ROS ou que diminuem sua produção pela mitocôndria.  

Por isso, investigamos se resposta diferencial ao tratamento com H2O2 

apresentada pelas cepas foi devida a diferenças na capacidade celular de redução de 
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espécies reativas, potencialmente nocivas. De fato, a redução de superóxidos a H2O2 (por 

superóxido dismutase, ou SOD) e destes a H2O e O2 (por catalase e glutationa peroxidase) 

constitui a primeira linha de defesa celular contra ROS em eucariotos superiores (revisado 

por Slupphaug et al., 2003; Alzate et al., 2007). Dessas, apenas SOD está presente em 

tripanosomatídeos (El Sayed et al., 2005). No entanto, estes possuem o sistema alternativo 

tripanotioana/tripanotiona redutase, essencial à manutenção de um ambiente redutor 

intracelular, que atua na detoxificação de hidroperóxidos (revisado em Schmidt e Krauth 

Siegel et al., 2002). Além disso, possuem oxidases alternativas no fim da cadeia 

transportadora de elétrons, que previnem a produção de ROS, reduzindo oxigênio a água 

(revisado em Chaudhuri et al., 2006). Para verificar se a capacidade redutora das cepas 

Silvio e Colombiana foi o principal fator responsável pela maior sobrevivência das mesmas 

após estresse oxidativo e pelos menores níveis de lesões em seu DNA mitocondrial, 

avaliamos a eficiência destas quatro cepas em reduzir o composto MTT [3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazol brometo]. Este composto é convertido por enzimas 

da cadeia respiratória no composto insolúvel formazan, um sal de cor violeta cuja 

formação pode ser medida por espectrometria. Nossos resultados indicam que os clones de 

T. cruzi I (Colombiana e Silvio) não apresentam maior capacidade redutora do que os 

clones de T. cruzi II (JG e Esmeraldo), sugerindo, portanto, que a diferença observada 

entre as cepas após tratamento com H2O2 não foi principalmente devida a diferenças 

existentes entre o arsenal de enzimas detoxificantes das células.  

A hipótese da existência de uma atividade mitocondrial de TcMSH2, que atue 

no controle dos níveis de 8-oxoG no cinetoplasto é reforçada pelo já referido papel de 

TcMSH2, de maneira independente de MHL1, na resposta ao estresse oxidativo em um 

sistema heterólogo (T. brucei) (Machado-Silva et al., 2008). Essa resposta mostrou-se 

independente do MMR, uma vez que linhagens deficientes em MLH1 (TbMlh1 -/-), ao 
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contrário de linhagens TbMsh2 -/-, não apresentaram sensibilidade acentuada a H2O2, 

quando comparadas às células selvagens (Machado-Silva et al., 2008). Foi sugerido que, 

em T. cruzi, TcMSH2 apresente atividade semelhante a MSH1, homólogo mitocondrial de 

MutS bacteriana, presente apenas em leveduras. Leveduras também não possuem catalase, 

e apresentam uma via mitocondrial de reparo, dependente de MSH1, acessória ao BER na 

correção de danos oxidativos (Dzierzbicki et al., 2004). A grande maioria dos eucariotos 

perdeu MSH1 ao longo da evolução, porém, devido à importância do cinetoplasto em 

tripanosomatídeos, o MSH2 nestes organismos pode estar suprindo a falta da enzima 

mitocondrial. Em conformidade, dados preliminares em T. brucei demonstram que, após 

tratamento com H2O2, células MHS2-/- apresentam considerável perda de DNA 

mitocondrial (Richard McCulloch, comunicação pessoal). 

Para verificar se a contribuição do TcMSH2 no controle do danos oxidativos é 

realmente independente do MMR, como sugerido por nossos dados, foi avaliada a resposta 

das cepas Silvio e Esmeraldo ao tratamento com 200 µM de H2O2, na presença de cádmio, 

metal inibidor de MMR, assim como procedido com cisplatina e MNNG. De modo 

interessante, 48 horas após o tratamento com H2O2, é observada diferença entre a 

sobrevivência das cepas, mesmo na presença de 10 µM de CdCl2, sugerindo que a inibição 

do MMR não afetou a eficiência da resposta celular ao estresse oxidativo. Considerando 

que o cádmio interfere na atividade ATPásica dos complexos MutSα (MSH2-MSH6) e 

MutS (MSH2-MSH3), é possível supor que (i) estes heterodímeros não atuem na 

mitocôndria ou que (ii) a hidrólise de ATP (ou qualquer outra atividade alvo do cádmio) 

não é fator determinante no papel de TcMSH2 frente às lesões oxidativas mitocondriais. A 

segunda proposição é reforçada pelo trabalho de Mookerjee e colaboradores (2005), que 

mostra que MSH1 apresenta funções adicionais (e essenciais) na mitocôndria que não são 

abolidas por mutações de ponto em msh1 que sabidamente inabilitam o MMR. 
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Em tripanosomatídeos, a existência de uma mitocôndria única demanda 

proteção especial do genoma mitocondrial contra lesões e mutações. De fato, diversos 

dados obtidos por nosso grupo indicam a ocorrência, em T. cruzi, de uma angariação de 

forças para o cinetoplasto, relacionadas, especialmente, ao combate a danos oxidativos no 

kDNA (Machado-Silva et al., 2008; Lopes et al., 2008; Rajão et al., 2009). Diversas 

proteínas, de diferentes vias de reparo ou síntese translesão, mostraram possuir em T. cruzi 

função ou localização mitocondrial incomuns, algumas delas descritas pela primeira vez. 

Curiosamente, tais proteínas parecem estar todas envolvidas, de alguma maneira, na 

resposta a estresse oxidativo, o que é bastante conveniente, uma vez que o DNA 

mitocondrial é mais susceptível a danos oxidativos pela proximidade à cadeia respiratória 

(Richter et al., 1988). Em conformidade, o ensaio de marcação de 8-oxoG em CL Brener 

selvagem indicou a presença de maiores níveis dessa lesão no cinetoplasto das células, em 

relação ao núcleo. 

Juntos, nossos dados nos permitem sugerir que, em T. cruzi, MSH2 esteja 

especialmente comprometida com o reparo de lesões oxidativas, principalmente na 

mitocôndria. De fato, a deleção de um dos alelos de TcMSH2 em CL Brener causou 

hipersensibilidade das células ao estresse oxidativo, mas não foi suficiente para alterar a 

resposta destas frente a cisplatina (P.C. Campos et al, artigo em preparação). Sugerimos 

ainda que essa atividade seja indispensável à integridade do kDNA em T. cruzi, o que 

justificaria as diversas tentativas fracassadas de se obter células TcMSH2-/-, indicando que 

nesse organismo, de modo incomum, a proteína MSH2 seja essencial (P. C. Campos et al, 

artigo em preparação). Além disso, destacamos que o recrutamento da TcMSH2 para a 

resposta ao estresse oxidativo possivelmente comprometa funções do MMR ou de MSH2, 

como o reparo de erros de replicação, promoção de vias de morte ou parada de ciclo 

celular e regulação de eventos de recombinação. Dessa forma, é possível que a menor 
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eficiência de MMR aparentemente apresentada por cepas de T. cruzi II seja decorrente do 

maior sequestro de TcMSH2 para o cinetoplasto, em resposta aos altos níveis de lesões 

oxidativas lá presentes (as quais parecem ser menos abundantes em cepas do grupo I, antes 

ou após estresse oxidativo). Imaginamos que a maior eficiência de TcMSH2A contribua 

para os menores níveis de 8-oxoG no kDNA em cepas do grupo I, o que demandaria 

menores quantidades da enzima na mitocôndria. 

A alta variabilidade genética encontrada em T. cruzi seria resultante de taxas de 

mutação especialmente altas nesta espécie? Seriam as taxas de mutação diferentes entre as 

três linhagens principais de T. cruzi, uma vez que obtivemos evidências de que haveria 

diferenças na eficiência do MMR entre as cepas? Qual a importância do estresse oxidativo 

na mutagênese em T. cruzi? Essas questões poderiam ser investigadas de maneira mais 

direta ou até mesmo esclarecidas se pudéssemos medir a taxa de mutação em diferentes 

cepas desta espécie, em linhagens geneticamente modificadas, deficientes em vias ou de 

reparo, linhagens superexpressoras de proteínas de reparo, sob condições normais ou de 

estresse oxidativo. Diversos sistemas in vivo ou in vitro de detecção de eventos 

mutacionais permitem determinar a taxa de mutação em diferentes organismos e linhagens 

celulares, aumentando a compreensão acerca de eventos moleculares envolvidos na 

mutagênese (revisado por Baer et al., 2007). No entanto, ainda não há descrito na literatura 

um método que permita avaliar a taxa de mutação em T. cruzi.  

Ensaios de mutação com genes repórteres em bactérias e leveduras valem-se da 

capacidade destes organismos de formar colônias em meio sólido. Tais ensaios avaliam a 

ocorrência de mutações em genes específicos, as quais podem conferir à célula mutante 

algum fenótipo que a diferencie visualmente das demais (mudança de cor da colônia na 

presença de substância indicadora, por exemplo), ou ainda oferecer à célula mutante 
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alguma vantagem seletiva (resistência a antibiótico, prototrofia, etc) que a possibilite 

crescer em um ambiente específico. Dessa forma, mutantes existentes em uma população 

são detectados em meio sólido, permitindo o cálculo da taxa de mutação por diferentes 

métodos (Von Borstel 1978; Luria e Delbruck, 1943). Apesar de terem sido descritos ha 

mais de 20 anos, os procedimentos de clonagem de T. cruzi em meio semi-sólido 

(Goldberg e Chiari, 1980) tem como limitação a baixa eficiência de crescimento e 

formação de colônias em meio sólido, o que dificulta a realização de ensaios para 

determinação da taxa de mutação. O nosso laboratório tem procurado aperfeiçoar o 

procedimento para obtenção de colônias de T. cruzi isoladas e bem definidas após 

espalhamento das células em meio ágar sangue semi-sólido (constituído de LIT completo, 

antibióticos, sangue desfibrinado e agarose low melting) e incubação a 28
 o

C por cerca de 

40 dias. Dessa forma, elaboramos uma metodologia para análise da frequência de mutação 

em T. cruzi, baseada na reversão de uma mutação presente no gene neo, inserido no 

genoma do parasita. 

O gene neo codifica a proteína APH (aminoglicosídeo 3` fosfotransferase), 

contendo 267 aminoácidos, que confere à célula resistência a diferentes antibióticos. 

Introduzimos uma mutação de ponto na quarta base do gene neo, gerando um códon de 

parada precoce em sua fase correta de leitura. Como consequência, o gene mutado 

(neostop) codifica uma proteína truncada, contendo apenas 150 aminoácidos. A expressão 

do gene neo em bactérias as tornou capazes de crescer em meio sólido contendo 

kanamicina. No entanto, a expressão de neostop não foi capaz de conferir resistência à 

kanamicina a essas células, indicando que a proteína truncada não é funcional. O gene 

neostop foi integrado ao genoma do clone CL Brener, através da recombinação homóloga 

veiculada pelo vetor pROCK_neostop. 
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Inicialmente, confirmamos a presença do gene neostop nos clones 

transfectados e verificamos que estes eram sensíveis a G418, indicando que o gene mutado 

não era funcional em T. cruzi, assim como em bactérias. Em seguida, realizamos ensaios 

de mutação preliminares com alguns clones, que consistiram em: (i) expansão dos clones 

em meio liquido, por 6, 10 ou 20 semanas, na presença ou ausência de 50 µM de H2O2; (ii) 

plaqueamento das culturas em meio ágar sangue contendo G418 para a seleção de 

mutantes revertentes, resistentes a neomicina; (iii) plaqueamento das culturas em meio ágar 

sangue contendo higromicina para a determinação da eficiência de clonagem; (iv) 

determinação da frequência de mutantes presentes em cada população, (v) sequenciamento 

do gene neostop de clones selecionados em G418 para a verificação de mutações 

revertentes e, finalmente, (vi) confirmação do fenótipo de resistência a G418 de alguns dos 

clones selecionados em placa.  

Através desses procedimentos verificamos que (i) foi possível identificar, em 

placas de ágar sangue contendo G418, mutantes resistentes a este antibiótico, surgidos 

espontaneamente nas populações transfectadas ou por indução em ambiente mutagênico; 

(ii) a frequência de mutantes na população aumenta conforme o tempo de cultivo em meio 

liquido, conforme esperado; (iii) a frequência de mutantes aumenta em condições de 

estresse oxidativo, conforme esperado; (iv) foi possível identificar mutações revertentes em 

neostop em cerca de 10% dos mutantes selecionados.  

O fato de 90% dos clones não apresentarem mutação revertente em neostop 

poderiam sugerir a ocorrência, nas populações estudadas, de uma alta frequência de células 

naturalmente resistentes a este antibiótico. No entanto, esta interpretação é improvável, 

uma vez que nenhum clone foi observado nas 30 placas com G418 em que foram 

plaqueadas células CL Brener selvagens (10 placas em cada etapa de plaqueamento, dado 
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não mostrado). Uma possível explicação é a presença de mutantes supressores nas culturas. 

Conforme mencionado anteriormente, um mutante supressor apresenta uma mutação na 

região do anticódon de algum tRNA, de forma que este passa a reconhecer um códon de 

terminação e assim, incorporar um aminoácido frente a ele. No momento, estamos 

desenvolvendo um sistema que possivelmente nos permitirá verificar, em T. cruzi, a 

ocorrência de mutantes supressores dentre aqueles clones que são resistentes a G418, mas 

que não apresentam mutações revertentes em neostop. Esse sistema baseia-se na presença 

de um códon TGA, introduzido por PCR na porção inicial do gene gfp. A proteína GFP 

selvagem emite fluorescência verde e sua expressão é facilmente detectável em T. cruzi. 

Por outro lado, o gene que contém o códon de parada precoce codifica uma proteína 

truncada, que não emite fluorescência. O gene mutado foi clonado no vetor pTREX, de 

expressão transiente em T. cruzi e será utilizado para transformar clones revertentes 

supostamente supressores. Caso os clones apresentem mutações em algum tRNA, que 

permitam a incorporação de aminoácidos frente a TGA, a expressão de GFP deverá será 

restabelecida. 

Os dados obtidos nos ensaios preliminares de detecção de mutantes revertentes 

resistentes a neomicina indicam a viabilidade da metodologia proposta para análise da 

frequência de mutação em T. cruzi, utilizando como repórter o gene neostop. A utilização 

de sistemas repórteres para o estudo da taxa de mutação apresenta algumas limitações: 

como o sistema não é capaz de detectar a ocorrência de mutações neutras ou de mutações 

que resultem em perda de funcionalidade do gene repórter (mutações negativas), 

detectando somente aquelas que geram alterações fenotípicas, a taxa de mutação 

determinada é geralmente subestimada em relação ao valor real. Além disso, uma vez que 

a frequência de mutação varia conforme a região do genoma, este tipo de ensaio não é 

adequado pra determinar com precisão a taxa de mutação genômica do organismo. Porém, 
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para estudos comparativos de taxa de mutação (entre diferentes linhagens de uma mesma 

espécie, ou entre espécies isogênicas crescidas sob diferentes condições ambientais, por 

exemplo) ensaios com genes repórteres mostram-se bastante úteis e satisfatórios. Para que 

o ensaio proposto de mutação em T. cruzi seja validado, no entanto, este deverá ser 

realizado com um número maior de clones. Ainda, precisaremos esclarecer o quanto de 

clones falso positivos existe entre os clones selecionados em placas com G418. Para tanto, 

o estudo por amostragem da resistência a G418 em meio líquido dos clones crescidos em 

placas contendo esse antibiótico parece ser a abordagem mais adequada. Nosso sistema 

apresenta a vantagem de detectar diferentes eventos mutacionais em neostop. Quando as 

possibilidades de mutantes revertentes são muitas, aumentam-se as chances de surgimentos 

destes em uma população e assim, algumas práticas do ensaio (quando feito na ausência de 

agente mutagênico) são facilitadas (por exemplo, menores períodos de expansão da 

população clonal são necessários para que se obtenha revertentes; isso é especialmente 

importante no caso de T. cruzi, que apresenta um tempo de dobramento de 

aproximadamente 36 horas). A suposta ocorrência de mutantes supressores dentre os 

clones revertentes, que será verificada pelo ensaio com gfpstop, não inviabilizaria a 

utilização do ensaio de mutação. Pelo contrário, as mutações supressoras serão somente 

mais uma possibilidade de reversão do fenótipo de sensibilidade a neomicina. Uma vez 

validada (com CL Brener) uma metodologia para análise de mutações em T. cruzi, 

planejamos utilizá-la inicialmente para determinar a frequência (ou a taxa) de mutação em 

pelo menos uma linhagem do grupo I (Silvio ou Colombiana) e uma do grupo II (JG ou 

Esmeraldo). Através desses estudos, pretendemos compreender melhor a geração de 

variabilidade genética nessa espécie. 

Em resumo, a existência de uma isoforma de MSH2 específica em cada 

linhagem de T. cruzi, as diferenças funcionais entre elas e o papel central dessa proteína no 
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MMR nos levou a considerar que a proteína TcMSH2 e, consequentemente, a via de reparo 

de erros de pareamento poderiam contribuir de maneira expressiva para a maior geração de 

variabilidade em cepas apresentando a isoforma C, facilitando a adaptação destas ao 

sistema imune do hospedeiro humano. Se correta, essa hipótese seria a primeira 

demonstração em eucariotos de variação genômica e adaptação a ambientes adversos 

através de alterações na eficiência do MMR e auxiliaria na compreensão acerca dos 

mecanismos que respondem pela infectividade do parasita. Recentemente, o envolvimento 

do MMR na geração de variabilidade genética e sucesso da infecção foi também sugerido 

em estudos com Plasmodium falciparum (Bethke et al, 2007), que possui variações 

singulares nessa conservada via de reparo, dentre elas a existência de dois homólogos da 

proteína MSH2. Neste trabalho, estudamos também alguns aspectos do controle da 

mutagênese induzida por estresse oxidativo em T. cruzi. De modo geral, a defesa celular 

contra danos oxidativos pode ser dividida em quatro linhas principais: (i) inativação de 

ROS por enzimas detoxificantes; (ii) hidrólise de dNTPs oxidados no pool de nucleotídeos, 

(iii) reparo de lesões oxidativas no DNA e (iv) síntese translesão livre de erros (revisado 

por Slupphaug et al., 2003). Em T. cruzi, as vias de inativação enzimática de ROS são 

consideradas fracas, se levada em conta a alta exposição a ROS ao longo do seu ciclo de 

vida e a grande importância do kDNA (Hillebrand et al., 2003). De modo agravante, ainda 

não foi encontrado neste organismo um homólogo de MutT, e a hidrólise de 8-oxodGTP 

parece ser pouco eficiente. Dessa forma, acreditamos que em T. cruzi ocorra uma 

sobrecarga de lesões oxidativas a serem reparadas, principalmente no kDNA, aumentando 

a importância ou atribuindo novos papéis a proteínas de vias de reparo e síntese translesão. 

Dentre as diversas vias e proteínas que se complementam na correção desses danos, MSH2 

é normalmente uma proteína acessória no reparo de bases oxidadas presentes em fitas 

recém sintetizadas, no núcleo. No entanto, o nível supostamente elevado de lesões no 
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kDNA em T. cruzi parece determinar (i) a existência de um processo adicional de reparo de 

lesões oxidativas, envolvendo TcMSH2, possivelmente essencial à manutenção da 

integridade genômica do parasita e (ii) o deslocamento de proteínas habitualmente 

nucleares para o controle de danos oxidativos no cinetoplasto. Uma vez que a eficiência do 

MMR interfere diretamente na taxa de mutação de um organismo, estudos comparativos da 

taxa de mutação em cepas das diferentes linhagens de T. cruzi, antes e após tratamento 

com agentes genotóxicos, poderão fornecer informações importantes sobre o MMR e o 

suposto deslocamento de TcMSH2 para a resposta ao estresse oxidativo nessas cepas. 

Neste estudo trabalhamos com dois organismos patogênicos de extrema 

relevância em termos de saúde pública no Brasil, S. mansoni e T. cruzi, e voltamos nossas 

atenções às vias metabólicas de reparo e/ou tolerância a erros no DNA destes parasitas, até 

então pouco estudadas. O estudo de tais vias pode nos proporcionar uma maior 

compreensão acerca da biologia destes parasitos, além de poder revelar possíveis 

variações, particularidades e especializações no sistema de reparo de DNA destas espécies. 
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ANEXO 1 - Mapa circular do vetor pGEM
®
-T Easy (Promega). Desenho esquemático 

do vetor pGEM-T


 Easy mostrando a origem de replicação (f1 ori), o gene de resistência a 

ampicilina (Amp
R
), os promotores T7 e SP6 e os sítios de restrição flanqueando o sítio 

múltiplo de clonagem, localizado na região codificadora da enzima galactosidase (o que 

permite a seleção direta de clones positivos). O vetor pGEM-T


 Easy apresenta 3` T em 

ambas extremidades, aumentando a  eficiência de ligação direta de produtos de PCR. (Em 

http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf).  

http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf
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ANEXO 2 - Mapa circular do vetor pROCK_HIGRO. Desenho esquemático do vetor 

pROCK_HIGRO, utilizado para expressão permanente em T. cruzi de um gene de 

interesse. O vetor possui o promotor de rRNA, que assegura um alto nível de transcrição 

do gene repórter e a seqüência de Hx1 (derivada da região 5`UTR de TcP2), um sinal 

altamente eficiente para o processamento do mRNA por trans-splicing. Além disso, possui 

as regiões intergênicas e 3`UTR do gene GAPDH, sinais para trans-splicing e 

poliadenilação do transcrito de Higro-R, que confere resistência a higromicina. A 

linearização do vetor com NotI permite a integração do vetor, através de recombinação 

homóloga, no lócus de -tubulina do DNA genômico do parasito.(Adaptado de DaRocha et 

al., 2004)  

pROCK_HIGRO 

Gene de 

interesse 
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ANEXO 3 - Mapa circular genérico dos vetores pMAL-c2 e sítio múltiplo de 

clonagem específico do vetor pMAL-c2G. O sítio múltiplo de clonagem está localizado 

entre a seqüência de malE (que codifica MPB) e LacZα, codificador da -galactosidase. A 

expressão do gene de interesse em fusão com MBP é promovida pelo promotor TAC (Ptac), 

induzido por IPTG, e por sinais de início de tradução de MBP. O vetor possui o gene de 

resistência a ampicilina (Amp
r
) e origem de replicação pBR322. LacI

q 
codifica o repressor 

Lac, que inibe a expressão basal do gene de interesse na ausência de IPTG. (Em 

http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/ExpressionSystems/NEBMaltose.pdf). 

http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/ExpressionSystems/NEBMaltose.pdf
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ANEXO 4 - Vetor pUC18 e SureClone® Ligation Kit. À direita: representação 

esquemática do vetor pUC18, mostrando sítio múltiplo de clonagem (Polylinker), o gene 

de resistência à ampicilina (amp
R
), a origem de replicação (ori) e o gene LacZ, codificador 

da -galactosidase, cuja expressão é interrompida pela clonagem do gene de interesse. À 

esquerda: etapas do processo de clonagem em pUC18 utilizando o SureClone® Ligation 

Kit (Amersham Biosciences). O produto de PCR é processado pela atividade exonucleásica 

3`5` da Klenow (para a remoção da base A despareada presente nas extremidades 3`), 

purificado e então ligado no sítio de SmaI do vetor. 
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ANEXO 5 - Mapa esquemático do vetor pYEDP. O vetor pYEDP possui um sítio 

múltiplo de clonagem na região 3’ do promotor GAL10/CYC1, que é ativado pela presença 

de galactose. O plasmídeo é capaz de replicar-se em E. coli e em S. cerevisiae. Possui o 

gene que confere resistência a ampicilina (amp
R
) e os marcadores URA3 e ADE2, que 

permitem que leveduras auxotróficas cresçam em meio desprovido de uracila e adenina, 

respectivamente. O vetor foi cedido pelo Prof. Francisco Nóbrega, da Universidade do 

Vale do Paraíba, São Paulo.  

 


