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Reparo de DNA e Taxa de Mutação em Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi
1. Introdução

A ocorrência de mutações ou alterações na seqüência de nucleotídeos do DNA é um fenômeno característico de todos os organismos vivos. O DNA é quimicamente instável (Lindahl, 1993) e sua replicação é imperfeita; além disso, uma variedade de agentes endógenos, produtos do metabolismo, e agentes exógenos, físicos e químicos, podem gerar lesões potencialmente mutagênicas no DNA (Friedberg et al., 1995). Apesar das constantes ameaças, os organismos são capazes de manter taxas de mutação relativamente baixas, condizentes com a integridade e estabilidade de seu genoma (Friedberg et al., 1995), o que é atribuído, em grande parte, à existência de diversas vias de reparo de DNA (Lindahl e Wood, 1999).
Todas as espécies conhecidas apresentam proteínas de reparo de DNA. Os mecanismos de reparo podem ser classificados em seis vias distintas (quais?), mas não totalmente independentes; 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 (exemplo?).
1.1.  Reparo de DNA em Schistosoma mansoni
O trematódeo Schistosoma mansoni é o principal agente causador da esquistossomose, uma das principais doenças endêmicas do nosso tempo. Amplamente distribuída com importante contingente populacional acometido, esta parasitose apresenta grande relevância por sua prevalência e elevada morbidade (van der Werf e deVlas, 2002). Tentativas de controle e erradicação da esquistossomose não mostram bons resultados (Doenhoff et al., 2002; Wilson e Coulson, 2006), tornando necessários 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.
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 17 000 novos genes do parasita já foram descobertos (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/T_release.pl?gudb=s_mansoni). Muitos deles, no entanto, têm funções desconhecidas por não apresentarem homologia com genes já descritos de outras espécies.
O reparo de DNA em S. mansoni é pouco conhecido (genoma MG? O que tem de interessante ali?). No entanto, por serem os mecanismos enzimáticos de reparo de DNA altamente conservados na natureza, é possível utilizar ensaios de complementação de linhagens celulares 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/tolerância a danos no DNA, selecionamos, a partir de uma biblioteca de cDNA do verme adulto, cDNAs capazes de complementar bactérias deficientes em genes da via de reparo por excisão de bases (BER), uma vez que esta é a via mais conservada entre procariotos e eucariotos.
O BER é a principal via celular de reparo a danos endógenos no DNA, causados principalmente por oxidação, desaminação ou metilação das bases (revisado por Fortini et al., 2003). Tal via consiste em: (i) remoção da base modificada por uma glicosilase específica, gerando um sítio abásico; (ii) incisão do sítio abásico por uma APendonuclease; (iii) processamento do terminal gerado na quebra da fita; (iv) síntese de DNA para preenchimento do intervalo e (v) fechamento da fita por uma DNA ligase.
A linhagem de Escherichia coli utilizada neste projeto foi a duplo-mutante GC4803 (alk:tag), (Clarke et al., 1984), deficiente na atividade de glicosilases específicas no reconhecimento e excisão da lesão N3-metiladenina (3MeAde). Apresentando propriedades citotóxicas e mutagênicas, a 3MeAde corresponde de 10 a 15% das lesões geradas por metilação (Fortini et al., 2003). A mutante GC4803 apresenta um fenótipo de hipersensibilidade a agentes alquilantes, como o metil-metano-sulfonato (MMS) e MeOSO2(CH2)2-lexitropina.
1.2.  Reparo de DNA e Taxa de Mutação em Trypanosoma cruzi
O Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da Doença de Chagas, doença caracterizada por uma grande variedade de formas clínicas que afeta milhões de pessoas, principalmente na América Latina (WHO, 2004). O ciclo de vida de T. cruzi é alternado entre vários mamíferos, incluindo o homem, e insetos da família Triatominae. São definidos dois ciclos de transmissão de T. cruzi: um ciclo selvagem envolvendo animais silvestres e um ciclo doméstico em que humanos e animais domésticos atuam como reservatórios do parasita (WHO, 2004; http://www.who.int/tdr/diseases/).

Isolados de T. cruzi apresentam uma alta heterogeneidade em parâmetros biológicos e uma alta variabilidade genética, como demonstrado por uma série de estudos independentes (revisado por Macedo et al., 2004). Apesar da grande diversidade, é sugerida a existência de três linhagens filogenéticas principais dentro da espécie T. cruzi, denominadas T. cruzi I, II e III (Robello et al., 2000; Machado & Ayala, 2001; Augusto-Pinto et al., 2003, Freitas et al., 2006). Além disso, existem cepas de caráter híbrido (entre T. cruzi II e III) que não podem ser classificadas em nenhum desses grupos principais (Freitas et al., 2006). Estudos sugerem que a variabilidade genética existente dentro da linhagem T. cruzi II é maior que a presente em T. cruzi I (mas e a da III?) (Brisse et al., 2001; Cerqueira et al., 2007). É notável que cepas pertencentes ao grupo T. cruzi II, normalmente associadas ao ciclo doméstico da doença, são responsáveis pelos casos crônicos da Doença de Chagas no Brasil (revisado por Buscaglia e DiNoia, 2003). É possível que a maior diversidade genética nessas cepas esteja relacionada à sua maior adaptação ao ciclo doméstico, uma vez que a variabilidade facilitaria (será? Não há mesmo resposta imune contra antígenos por causa da variabilidade?) o escape ao sistema imunológico humano.
O fato de a variabilidade genética ser maior em algumas cepas de T. cruzi nos leva a questionar sobre a maneira como esta é gerada. Sabe-se que as mutações no DNA são a base das alterações surgidas em um genoma. Por outro lado, é conhecido o papel do reparo de DNA em reduzir essas alterações. Assim, a taxa de mutação de um organismo reflete o balanço entre os processos químicos e biológicos que geram as mutações e os processos biológicos que as suprimem (Glassner et al., 1998). Nosso grupo de pesquisa tem como alvo de estudo a geração de variabilidade genética em T. cruzi, buscando compreender o papel do reparo de DNA e da taxa de mutação nesse processo. Dessa forma, desenvolvemos estudos sobre MMR, BER e recombinação em T. cruzi, além de estudos sobre genes e proteínas dessas vias.

A participação do reparo de DNA, em especial do reparo de erros de pareamento (MMR), em processos como mutagênese e recombinação é bem conhecida (Alani, 1997; Peltomaki, 2001; Hsieh, 2001). Tais processos podem ser importantes para a geração de variabilidade em organismos como o T. cruzi, que apresentam baixa freqüência de recombinação por reprodução sexuada. Sabe-se que o T. cruzi apresenta todas as vias de reparo de DNA, mas estudos acerca dos genes que compõem essas vias são escassos. Recentemente, nosso grupo clonou e caracterizou em T. cruzi um homólogo do gene MSH2, principal componente do MMR em eucariotos (Augusto-Pinto et al., 2001). O gene TcMSH2 apresenta polimorfismos em sua seqüência que sustentam a divisão da espécie T. cruzi em três linhagens principais. Assim, existem três isoformas da proteína TcMsh2, cada uma codificada por uma linhagem principal de T. cruzi. De modo interessante, estudos comparativos posteriores sugerem que linhagens T. cruzi II e III apresentam menor eficiência no MMR sob condições de estresse quando comparadas a linhagens T. cruzi I, o que está de acordo com a maior variabilidade encontrada no grupo T. cruzi II. Esta comparação foi feita através de análise de instabilidade de microssatélites na presença de peróxido de hidrogênio (Augusto-Pinto et al., 2003), resistência à cisplatina e a peróxido de hidrogênio além de análise do acúmulo de lesões no DNA após estresse oxidativo (mas deu o que?) (Campos et al., manuscrito em preparação).

Um fenótipo mutador produzido por variações na eficiência de reparo de DNA pode proporcionar vantagem seletiva em ambientes adversos, através da maior geração de variabilidade e, portanto, maior adaptabilidade ao meio. A inativação do MMR parece ser o maior responsável por aumentos na taxa de mutação, variabilidade e adaptabilidade de um organismo (LeClerc et al., 1996, Picard et al., 2001; Tenaillon et al., 2001). A hipótese proposta por nosso grupo é que a menor eficiência de MMR encontrada nas cepas da linhagem T. cruzi II é um dos fatores responsáveis pela maior geração de variabilidade nessas cepas e, conseqüentemente, pela maior adaptação ao sistema imune do hospedeiro humano (muito lento pra isso não é?).

O presente projeto tem como foco de estudo a taxa de mutação em T. cruzi. Como o MMR está diretamente relacionado ao controle da taxa de mutação em uma célula (revisado por Schofield e Hsieh, 2003), nossa proposta é investigar se a deficiência no MMR em alguns grupos de T. cruzi se reflete em sua taxa de mutação. Ensaios de mutação já foram descritos para várias espécies (Gatehouse, 1987; Hampsey, 1991; Gee et al., 1994; Josephy, 2000; Heddle et al., 2003) e em geral, baseiam-se na reversão de uma mutação específica inserida em um gene que, quando expresso em sua forma selvagem, oferece vantagem seletiva à célula. A reversão ocorre por um evento específico de transição, transversão ou frameshift e os mutantes revertentes são capazes de crescer em meio sólido seletivo formando colônias de fácil detecção podendo assim ser quantificados. Como não há descrito na literatura um método de análise da taxa de mutação em T. cruzi, torna-se necessário o desenvolvimento de tal metodologia, o que pretendemos realizar neste projeto.

A inativação de proteínas do MMR em T. cruzi constitui uma importante ferramenta neste estudo uma vez que nos permite verificar se a inibição do MMR será capaz de alterar o padrão de mutações em cepas de T. cruzi. Para tanto, nosso grupo está desenvolvendo a construção de uma linhagem de T. cruzi deletada no gene TcMSH2. Além disso, trabalhamos com o cádmio, substância carcinogênica inibidora específica do MMR em leveduras, células humanas (Jin et al., 2003; Lutzen et al., 2004), e possivelmente em T. cruzi (Augusto-Pinto, 2004) que pode funcionar então como um nocaute fisiológico do MMR. Que tal um dominante letal?

Além de medir a taxa de mutação em T. cruzi e estudar a interferência do MMR sobre a mesma, pretendemos ainda verificar se existe variação na eficiência de outros sistemas de reparo de DNA, como o BER, entre as diferentes linhagens de T. cruzi e se estas supostas variações interferem na taxa de mutação desta espécie.
2. Objetivos
2.1.  Reparo de DNA em Schistosoma mansoni
O objetivo geral deste sub-projeto consiste na identificação de genes de S. mansoni envolvidos no reparo e/ou tolerância a danos no DNA através de estudos de complementação funcional heteróloga utilizando linhagens de bactérias deficientes no reparo de DNA e uma biblioteca de cDNA do verme adulto. Para tanto, foram determinados os seguintes objetivos específicos:
I. Seleção de um cDNA de S. mansoni capaz de complementar a linhagem GC4803 de E. coli, mutante deficiente na via de reparo por excisão de base;
II. Verificação da capacidade do cDNA selecionado em complementar novas linhagens de bactérias, deficientes nas via de reparo BER ou NER;
III. Seqüenciamento e caracterização do cDNA selecionado através análises comparativas in silico;
IV. Construção de uma linhagem mutante de levedura (CRIMP) contendo uma inserção no gene ScIMP4;
V. Caracterização da estrutura e expressão do gene IMP4 na linhagem mutante CRIMP4;
VI. Estudo de fenótipos relativos ao metabolismo de DNA e RNA na levedura mutante CRIMP4, complementada, ou não, com os genes SmIMP4 e ScIMP4.
2.2.  Reparo de DNA e Taxa de Mutação em Trypanosoma cruzi
Neste sub-projeto (tem resultados preliminares?) temos com objetivo investigar se existem variações na eficiência de algumas vias de reparo em diferentes cepas de T. cruzi e estudar seus efeitos sobre a taxa de mutação do parasita. Para tal, foram estabelecidas as seguintes metas:
I. Comparação da eficiência do BER em diferentes cepas de T. cruzi através de análises in vitro da capacidade de extratos protéicos de reconhecer a lesão 8oxoG em uma seqüência de DNA e realizar sua excisão (CSA e CSB param ai e recrutam TCR);
II. Comparação da eficiência (como mede?) do MMR em diferentes cepas de T. cruzi através de ensaios in vivo com agentes mutagênicos tais como cisplatina, peróxido de hidrogênio e cloreto de cádmio;
III. Desenvolvimento de uma metodologia para avaliar a taxa de mutação em T. cruzi, baseada na reversão de uma mutação presente no gene de resistência a neomicina (neo) integrado ao genoma do parasita (não vai dar certo, já tradou ele com geneticina?), através das seguintes etapas:
a. Construção do vetor de integração pRNeostop contendo o gene neo mutado (GC>TA) na posição 4; mutação esta que gera um códon de terminação precoce em fase com o códon de iniciação da seqüência de mRNA;
b. Transfecção de diferentes cepas de T. cruzi com o plasmídeo pRNeostop;
c. Seleção de clones mutantes revertentes em placa de ágar-sangue contendo neomicina;
De posse da metodologia descrita acima, procuraremos alcançar os seguintes objetivos:

IV. Estudo do efeito de agentes mutagênicos diversos (cádmio, cisplatina, H2O2, radiação γ, radiação UV, MMS, MNNG, etc.) sobre a taxa de mutação em diferentes cepas de T. cruzi;
V. Análise da taxa de mutação em cepas nocautes deficientes em genes de reparo ou recombinação.
3. Justificativa

Genes essenciais à sobrevivência e patogenicidade de organismos causadores de doenças em humanos são um importante foco de estudo uma vez que podem orientar o desenvolvimento de novas drogas, vacinas e métodos de diagnóstico.
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 parasita, além de poder revelar possíveis variações, particularidades e especializações no sistema de reparo de DNA destas espécies.
No caso do T. cruzi em especial, este estudo pode ainda nos ajudar a compreender a alta variabilidade genética encontrada nesta espécie. Acreditamos que o reparo de DNA, associado a altas taxas de mutação, esteja envolvido na geração da variabilidade em T. cruzi. Uma vez que o MMR está diretamente associado à taxa de mutação em vários organismos nos perguntamos se a diferença nesta via de reparo entre as cepas seria refletida em sua taxa de mutação. Elaboramos então uma metodologia para análise e quantificação da taxa de mutação em T. cruzi, de posse da qual seremos capazes de investigar o efeito das vias de reparo de DNA e de diversos agentes mutagênicos sobre a taxa de mutação em diferentes cepas que constituem esta espécie.
4. Perspectivas
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, nesta segunda etapa do doutorado estaremos focalizando o estudo do reparo de DNA e sua influência sobre a taxa de mutação e geração de variabilidade em T. cruzi.
O ensaio que mediria a eficiência do reparo in vitro de 8oxoG por extratos protéicos de T. cruzi, conforme descrito para fibroblastos (Colussi et al., 2002), não foi ainda implementado com sucesso em nosso laboratório. Dessa forma, resolvemos direcionar nossos estudos à enzima diretamente responsável pelo reparo desta lesão, a glicosilase Ogg1 (Boiteux et al., 2000), que está presente em T. cruzi (El-Sayed et al., 2005). Assim, amplificamos e clonamos um alelo do gene ogg1 de CL Brener no vetor pMAL-c2G para realizar a expressão em bactérias da proteína recombinante TcOgg1, o que será feito também a partir de outras linhagens de T. cruzi para que possamos comparar a eficiência entre as glicosilases em ensaios in vitro.
Os resultados gerados nos ensaios in vivo com cisplatina, peróxido de hidrogênio, MTT e cádmio, além de ensaios in vitro com a proteína TcMSH2 recombinante e cádmio reforçam a hipótese anteriormente proposta por nosso grupo de que cepas de T. cruzi II apresentam MMR menos eficiente (Augusto-Pinto et al., 2003) e indicam que o cádmio inibe o MMR em T. cruzi, promovendo instabilidade genética. Tais resultados estão sendo compilados, juntamente com outros dados, em um artigo que será submetido em breve à revista Environmental and molecular mutagenesis. (Campos et al., manuscrito em preparação).

Em relação ao estudo da taxa de mutação em T. cruzi, realizamos a construção do plasmídeo pRNeostop e confirmamos a presença da mutação GC>TA na posição esperada do gene neo. O vetor será utilizado para transfectar epimastigotas selvagens das cepas CL Brener, JG, Sílvio, Esmeraldo e Colombiana, além de um clone de CL Brener deletado em um alelo de TcMSH2. De posse de células modificadas expressando o gene neo mutado, partiremos para os ensaios em placa contendo neomicina, a partir dos quais estimaremos a taxa de mutação nestas linhagens e a influência que diferentes agentes mutagênicos, em especial o cádmio, exercem sobre a mesma.

5. Cronograma
	
	1º sem. 2007
	2º sem. 2007
	1º sem. 2008
	2º sem. 2008

	Clonagem e expressão em bactérias de TcOgg1 recombinante 
	
	
	
	

	Ensaios in vitro com TcOgg1 recombinante 
	
	
	
	

	Validação da metodologia de análise de taxa de mutação em T. cruzi.
	
	
	
	

	Transfecção de epimastigotas de diferentes cepas de T. cruzi com pRNeostop
	
	
	
	

	Análise da taxa de mutação em T. cruzi na presença de agentes mutagênicos.
	
	
	
	

	Análise das mutações nos clones revertentes.
	
	
	
	

	Preparação dos artigos científicos e da tese de doutorado
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