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Resumo

A resposta ao dano no DNA (DDR) ¢ essencial para a manutencdo do bom
funcionamento da célula. Esta resposta consiste na ativacao de checkpoint do ciclo celular e o
mecanismo de reparo de DNA. Diferentes vias de reparo sdo ativadas dependendo do tipo de
lesdo. A cisplatina € uma droga intercalante que provoca adutos no DNA e ligagdes interfitas.
O peroxido de hidrogénio (H2O02) ¢ um agente oxidante que, em concentragdes
suprafisioldgicas, causa dano ao DNA e outras moléculas. Os principais danos causados pelo
estresse oxidativo sao modifica¢des de base e quebra de fita de DNA. Existem evidéncias de
que o Trypanosoma cruzi, protozodrio causador da doenca de Chagas, atue de diversas maneiras
no metabolismo da célula hospedeira, incluindo o metabolismo de DNA. Neste trabalho,
analisamos a influéncia de duas cepas de 7. cruzi, Berenice (DTU Tcll) e Colombiana (DTU
Tcl), na resposta ao dano de DNA em células L6, de midcitos de rato. As células receberam
tratamentos em duas concentracdes diferentes de cisplatina e H>O; e tiveram diversos aspectos
da sua biologia celular avaliados, como viabilidade, proliferagao, morfologia, degradagao de
DNA e expressao de genes de reparo e de ciclo celular. Percebe-se que a célula reage ao dano
de DNA de forma diferente dependendo da concentragdo do composto usado, seja cisplatina,
seja H,0». O tratamento com cisplatina mostrou que a cepa Berenice alterou a resposta ao dano,
aumentando a intensidade de algumas vias de reparo (ex. MMR) e diminuindo a intensidade de
resposta a quebras de dupla-fita (DSBs), o que provocou maior degradagao de DNA e maior
mortalidade. Também houve maior proliferagao em células infectadas com Berenice e tratadas
com cisplatina. As células infectadas por Colombiana, por outro lado, apresentaram um perfil
de resisténcia a cisplatina, com ativagao de diferentes vias eficazes ao reparo de adutos de DNA
(como NER). Os resultados levantaram a hipotese se a infeccdo por Colombiana estimula o
reparo alternativo via retrotransposon LINE-1. Também foi verificado um perfil de senescéncia
destas cé€lulas, assim como em células nao infectadas. O tratamento com H>O, mostrou que a
infeccdo pelo 7. cruzi pode atuar como um elemento estressor ou protetor do DNA hospedeiro,
dependendo da cepa utilizada e da concentracao de H2O. Diferencas na degradagdo de DNA
(DSB ou SSB) sugerem que diferentes mecanismos estdo atuando no reparo de DNA em cada
grupo analisado. Também foi encontrada diferenca na expressdo de genes em células infectadas
(ex. BER e HR) com a cepa Berenice, que diminuiram a intensidade de resposta no dano
moderado. A infecgdo pela cepa Colombiana impediu a ativacao de muitas das vias de resposta
ao H,O, (NER e MMR). Como, neste caso, a mortalidade ndo se alterou em relagao ao controle,

questiona-se uma influéncia direta do parasito no reparo de DNA do hospedeiro. As descobertas



apresentadas neste trabalho contribuem para a melhor compreensdo da relagao parasito-
hospedeiro e pode auxiliar tanto na melhor compreensdo da patologia da doenga de Chagas,
como também ter aplicagdes em outras areas, como a da pesquisa em cancer e trazer explicagdes

para o dubio papel oncoprotetor x oncogénico relatado para o 7. cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, reparo de DNA, células L6, cisplatina, peroxido de

hidrogénio, relagdo parasito-hospedeiro.



Abstract

The DNA Damage Response (DDR) is essential for genomic integrity and cell survival.
This response involves cell cycle checkpoints and mechanisms of DNA repair. Depending on
the damage type, different repair pathways are activated. Cisplatin is a drug that generates DNA
adducts and interstrand crosslinks. Hydrogen peroxide (H20) is another compound that, in
supraphysiological concentrations, damages DNA and other biomolecules. Oxidative stress
causes mainly base modifications and DNA strand breaks. There are evidences that
Trypanosoma cruzi, a protozoan that causes Chagas disease, interferes in different manners
with the metabolism of the host cell, including DNA metabolism. In this research, we analyzed
the influence of two T. cruzi’s strains, Berenice and Colombiana, in the DDR of L6 cells (rat
myocytes). L6 cells were treated with two different concentrations of cisplatin and H>O», and
different biological aspects were evaluated, as viability, proliferation, morphology, DNA
degradation and expression of repair and cell cycle genes. Depending on the concentration of
cisplatin or H>O», the cells reacted differently, showing distinct rates of DNA damage,
considering the concentration of cisplatin or H>O,. Treatment with cisplatin showed that
Berenice strain altered host damage response to DNA damage, with higher expression of some
repair pathways (e.g. MMR) and lower expression of genes related to the repair of double
strands breaks (DSB), resulting in DNA degradation and mortality. Cells infected with
Colombiana strain, on the other hand, presented a cisplatin resistance profile, with activation
of effective pathways to repair DNA adducts (as NER). The results also indicated that infection
by Colombiana archetype stimulates an alternative repair via retrotransposon LINE-1. These
cells also presented a senescent profile, similar to non-infected cells. Hydrogen Peroxide
treatment showed that 7. cruzi infection may act as a stressor or protective element of host
DNA, depending on the strain and on the H>O, concentration. Differences were also detected
differences in gene expression in cells infected with Berenice strain, which reduced the DNA
damage response intensity (e.g. BER and HR), in the treatment with 0,8mM of H»O». Infection
with 7. cruzi Colombiana did not activate multiple pathways in response to H>O> (NER and
MMR). These cells did not show signicant differences in mortality, indicating that maybe the
parasite influences the host DNA to repair itself directly. Our results will contribute to a better
understanding of the parasite-host relationshp and can not only clarify Chagas disease

pathology, but also help to understand the dubious role of 7. cruzi in response to cancer.



Key-words: Trypanosoma cruzi, DNA repair, L6 cell, cisplatin, hydrogen peroxide, host-
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L Introducéo e Revisiao Bibliografica

1 Vias de reparo de DNA e sua importancia evolutiva

A manutengdo da integridade gendmica ¢ essencial para manutengcdo da espécie.
Diariamente, o genoma estd exposto a diversos fatores causadores de lesdes, tais como agentes
genotoxicos ou estresse ambiental, espécies reativas de oxigénio liberadas no metabolismo
celular, luz ultravioleta, radiacdo ionizante, além da prépria hidrolise espontinea de
nucleotideos (DINANT; HOUTSMULLER; VERMEULEN, 2008). A manutengdo das
informacdes contidas no DNA garante a passagem fiel de informacdes genéticas para a
progénie. Por outro lado, a diversificagao do genoma permite também a manuten¢ao da aptidao
da populagdo, garantindo variabilidade genética e adaptagdo a diferentes condi¢des ambientais.
E necessario, portanto, um equilibrio entre a estabilidade ¢ a diversificagdo do genoma da
célula.

O DNA ¢ um longo polimero de fita dupla composto por unidades de nucleotideos, que
alinhadas compdem informacdes genéticas (WATSON; CRICK, 1953). Além das moléculas
intercaladas de agucar e fosfato, unidas por ligagdes fosfodiéster, os nucleotideos também
contém um dos quatro tipos de bases nitrogenadas - adenina (A), guanina (QG), timina (T) e
citosina (C). Inicialmente visto como uma entidade molecular altamente estavel, hoje sabe-se
que o DNA apresenta um estado bastante dinamico, sujeito a eventos de replicagdo,
recombinacao e reparo (FRIEDBERG, 2003). Como esta sujeito a uma série de lesdes de causas
endogenas e exogenas, que podem levar a mutagdes deletérias e prejudiciais para a célula, os
organismos desenvolveram uma série de sistemas de reparo que funcionam para identificar e
corrigir erros, evitando assim o comprometimento de seu genoma. Estudos moleculares dos
mecanismos de reparo de DNA mostram que essa maquinaria ¢ suas fungdes sdo bastante
conservadas de procariotos a eucariotos (ISHINO et al., 2016).

Diversos mecanismos envolvidos no metabolismo de DNA, isto ¢, replicacao,
transcrigdo e reparo, estdo presentes nos trés grandes dominios da vida: Bacteria, Archaea e
Eukarya (GRASSO; TELL, 2014). Estudos em bactérias sdo frequentemente utilizados para
melhor compreensao dos mecanismos de reparo celular (KLEIN ef al., 2019). Sabe-se que
Archaca e FEukarya apresentam grande proximidade em sua maquinaria molecular,
principalmente na transcricao e replicagdo de DNA (GRASSO; TELL, 2014). Entretanto, com
relagdo ao reparo de DNA, Archaea tem muitas peculiaridades. Muito ainda precisa ser
elucidado sobre a maquinaria de reparo destes organismos, mas as pesquisas recentes mostram

que as arquéias ndo sao protoeucariotos ou bactérias diferentes, mas sdo organismos Unicos €



diversos, inclusive com as enzimas homologas adquirindo fungdes diversas (WHITE;
ALLERS, 2018). Muitos pesquisadores sugerem que os eucariotos € Archaea tém uma historia
evolutiva compartilhada (ROUILLON; WHITE, 2011), e outros sugerem que os eucariotos
adquiriram algumas maquinarias por simbiose com bactérias (WHITE; ALLERS, 2018). De
qualquer forma, o estudo da maquinaria de reparo tem permitido que muito do passado

evolutivo seja esclarecido.

1.1 Sistema de Reparo da célula de mamifero

Para o bom funcionamento da célula e do organismo, ¢ essencial que a informagao
genOmica mantenha-se integra. As principais alteracdes de DNA consistem em: quebra de fita
simples (SSB); quebra de fita dupla (DSB); crosslink inter e intra-fitas; modificagdo, oxidacao
ou alquilagdo de bases; formacao de adutos quimicos volumosos; e ligacao entre nucleotideos
adjacentes (LOPEZ-CAMARILLO et al., 2009).

Para a manutencao da integridade do DNA, a célula possui mecanismos conhecidos como
resposta ao dano no DNA (DDR, do inglés DNA Damage Response). A DDR possui dois
bracos principais: a ativacao de checkpoint do ciclo celular e/ou apoptose, € 0 mecanismo de
reparo per si (MAGNUSON; BEDI; LIUNGMAN, 2016). Existem indica¢des claras de que
danos ao DNA nao reparados podem levar ao surgimento de mutacdes, que, por sua vez, pode

levar ao surgimento de doengas, como o cancer (MENCK; MUNFORD, 2014).

1.2 Checkpoint e apoptose

A resposta celular ao dano no DNA inclui a deteccdo do dano, ativagdo das vias
checkpoint, supressio do ciclo celular e o inicio dos mecanismos de reparo (LOPEZ-
CAMARILLO et al., 2009). Os mecanismos de reparo do DNA estdao intimamente ligados a
regulacao do ciclo celular: as quinases dependentes de ciclinas (CDKs) se comunicam com as
proteinas relacionadas as vias de reparo de DNA (EBERST; BRAHMI; CASSIER, 2017). E
importante corrigir o dano antes que a célula se divida, para que a mutagdo ndo se propague
para as células-filhas (DINANT; HOUTSMULLER; VERMEULEN, 2008). Os checkpoints de
dano no DNA consistem em vias de transdu¢do de sinal, nas quais as proteinas responsaveis se
dividlem em quatro grupos principais: sensores, mediadores, transdutores e efetores
(LINDSEY-BOLTZ, 2017). Em mamiferos, trés quinases da familia PIKK (semelhantes a
fosfatidilinositol 3-quinases) t€m um papel central na ativagdo dos checkpoints de dano ao
DNA: ATM (ataxia telangiectasia mutated), ATR (ATM and RAD3 related) e DNA-PKcs
(subunidade catalitica da proteina-quinase DNA-dependente) (DINANT; HOUTSMULLER;



VERMEULEN, 2008; LIU; LI; LU, 2016).

A DNA-PK ¢ uma quinase envolvida primordialmente na via de reparo da unido de
extremidade ndo homoéloga (NHEJ), permitindo o reparo de DSBs provocadas tanto por fatores
exodgenos (radiacao ionizante, por exemplo), como também na recombinacao de DNA, comum
em certos processos fisiologicos (EBERST; BRAHMI; CASSIER, 2017). A ATM e a ATR sdo
dois importantes sensores da lesdo ao DNA, a primeira envolvida na detecgdo de DSBs e a
segunda, na deteccdo de adutos volumosos (LINDSEY-BOLTZ, 2017). Duas quinases
checkpoints, Chk1 e Chk2, amplificam o sinal de forma a promover a resposta ao dano do DNA.
Chk2 ¢ ativada pela ATM, enquanto a Chkl1, que ja ¢ ativa em células sem perturbagdes, tem
sua atividade aumentada pela fosforilacao por ATR. A via ATM-CHK2 ativa os checkpoints
das fases do ciclo celular G1-S e fase S, principalmente; enquanto a via ATR-CHK1 ativa os
checkpoints das fases G2-M e S (EBERST; BRAHMI; CASSIER, 2017). A cascata de ativagao
provoca também a fosforilagdo da supressora central de tumor p53 e evita sua degradagdo por
proteossomos. A p53, dependendo do estimulo, promove a transcri¢ao de genes que suspendem
o ciclo celular, providenciam reparo ao DNA, senescéncia ou ainda desencadeiam a apoptose
(LIU; LI; LU, 2016).

Existem duas vias que levam a apoptose em células de mamiferos: a via intrinseca (regulada
por BCL-2) e a via extrinseca (via pelo receptor da morte). A via regulada pela BCL-2
(intrinseca) € ativada por condig¢des estressantes, como privagdo de citocinas, estresse do
reticulo endoplasmaético ou dano ao DNA. A via extrinseca ¢ ativada pela ligacdo em receptores
do fator de necrose tumoral. A p53 pode atuar tanto na inducdo da via apoptotica intrinseca,
induzindo a transcri¢dao de genes que levarao ao desencadeamento de efetores da morte celular,
como também modificando a resposta apoptdtica, aumentando a sensibilizagdo a via extrinseca,
por exemplo (AUBREY et al., 2017).

Além da apoptose, outros mecanismos de morte celular sdo conhecidos. A autofagia
consiste na acumulacao citosolica de autofagossomos, permitindo a degradacao e reciclagem
de componente celulares. A descoberta de um novo tipo de morte celular, a necroptose, mostrou
que a necrose pode ocorrer de uma maneira programada. A necroptose ¢ ativada pela formagao
de um necrossomo e a permeabilizagdo da membrana plasmatica € firmemente regulada. Outros
tipos de morte celular sdo a piroptose e a ferropstose, dependente de ferro. A interacao entre
organelas e vias podem resultar em diferentes formas de morte celular, dependendo da natureza

e intensidade do estimulo e do tipo celular (WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017).



1.3 Vias de reparo do DNA

Vérios mecanismos se desenvolveram a fim de se reparar os danos sofridos no DNA.
Dependendo do tipo de lesdo, diferentes vias de reparo sao ativadas. As principais vias em
mamifero sdo: recombinagdo homologa (HR), unido de extremidades ndo homologas (NHEJ),
reparo por excisao de nucleotideo (NER), reparo por excisdo de base (BER) e reparo por erro
no pareamento - mismatch (MMR) (LIU; LI; LU, 2016). Em geral, quebras de dupla fita (DSBs)
sdo reparadas por HR ou NHEJ (NATARAJAN; PALITTI, 2008). Os adutos de DNA e os
dimeros de pirimidina sdo corrigidos por meio do NER. O BER corrige bases danificadas
individualmente ou em pequenas quantidades. Os erros no pareamento sdo corrigidos pelo
MMR (LIU; LI; LU, 2016). A Figura 1 apresenta as vias especificas para cada tipo de dano ao
DNA e suas proteinas envolvidas.

As principais vias para o reparo de DSBs sao HR ou NHEJ. Estas sdo duas vias distintas,
com mecanismos distintos. HR utiliza como base a fita homoéloga de DNA, para reparar o dano
da quebra da fita. Portanto, HR ¢ predominante na fase S do ciclo celular, quando a cromatide
irma esta disponivel (Slupphaug et al, 2003). Por contar com o molde da fita irma a HR ¢ um
mecanismo de reparo de DSB livre de erros. O mecanismo comega com uma reagdo nucleolitica
para a formacao de uma simples fita (ssDNA) no local da quebra, reagdao esta mediada pelo
complexo MRE11-RAD50-NBS1. O ssDNA ¢ coberto pela RPA, que ira fosforilar a ATM que,
por sua vez, ird sinalizar outras moléculas. O ssDNA, no final da DSB, precisa encontrar um
l6cus homologo doador para a sintese de DNA. A recombinase RADS51 tem um papel central
na HR, que orienta o pareamento do ssDNA com a outra molécula de DNA homologa e intacta.
Com a cromatide irma ¢ possivel fazer a sintese de DNA livre de erros (JIN; OH, 2019;
SUWAKI; KLARE; TARSOUNAS, 2011; WRIGHT; SHAH; HEYER, 2018). J& foi
demonstrado que HR possui um papel importante na recuperagao de células sob estresse
oxidativo (HAYASHI; UMEZU, 2017).

NHE]J ¢ ativada quando as fitas homologas ndo estdo disponiveis, e consiste na ligagdo das
fitas rompidas pela DNA Ligase IV (MIKHED et al., 2015). Nesta via, a DSB ¢ reconhecida
pelo heterodimero Ku70-Ku80, que ira orientar outras proteinas da via a se acumular no sitio
da lesdao. As DNA-PKs tém uma alta afinidade pelo complexo Ku-DNA. O complexo DNA-
PKs ativa a endonuclease Artemis, que realiza cortes, eliminando o DNA que sobra na
extremidade da DSB. As DNA polimerases p e A interagem com Ku e sdo capazes de sintetizar
o DNA mesmo sem uma fita molde. Por fim, a ligagdo das fitas ocorre pela DNA Ligase IV
juntamente com XRCC4 (CHANG et al., 2017). NHEJ ¢ ativa por todo o ciclo celular, mas é

muito suscetivel a erros, podendo exercer um papel predominante na mutagénese induzida por



ROS (SHARMA et al., 2016).

Outra via de reparo de DSB propensa a erros ¢ a via de jun¢do homologa por
microhomologia (MMEJ). Inicialmente considerada como um mecanismo reserva de reparo de
quebras de DNA, hoje se sabe que, ao menos durante o desenvolvimento do sistema
imunologico, MMEJ tem um papel eficiente na recombinagdo V(D)J. A via consiste na ligagdo
de microhomologias entre as fitas quebradas, o preenchimento dos gaps por uma DNA
polimerase e a ligagdao dos fragmentos, resultando em dele¢do ou em delecdo seguida de
insercao, sendo, por isso, considerada uma via altamente mutagénica (MCVEY; LEE, 2008).

Interessantemente, existem relatos de que retrotransposons, em especial LINE1, podem se
integrar em regioes danificadas do DNA, promovendo reparo mediado por retrotransposon.
LINEI junta as duas fitas da DSB ao se inserir no local da lesdo de uma maneira independente
de endonuclease. Esse tipo de reparo parece competir de alguma forma com NHEJ, ja que ¢
menos frequente em células competentes para esta via (MORRISH et al., 2002). Os elementos
Alu, ndo autdbnomos, também parecem contribuir nas diferentes vias de reparo (White et al,
2015).

A via NER consiste na percep¢ao do dano por proteinas que reconhecem grandes
alteragdes estruturais no DNA, a incisao de um trecho de nucleotideos, deixando uma lacuna
na simples fita que € preenchida pela sintese de novo DNA, e a liga¢ao das extremidades desta
fita, restabelecendo a dupla fita de DNA (DOUKI; SAGE, 2016; HU; ADAR, 2017). Mais de
30 proteinas estdo envolvidas em reconhecer e verificar a lesdo, abrir a dupla hélice, incisdo e
excisdo do trecho danificado, sintese de DNA e ligagao. Um dos componentes centrais do NER
¢ a proteina XPA, que tem um importante papel na interagdo entre 0 DNA e outros complexos
deste sistema de reparo. Duas sub-vias distintas de NER sdo conhecidas e dependem do
reconhecimento inicial da lesdao: NER conjugado a transcri¢gdo (TC-NER) e NER no genoma
global (GG-NER). TC-NER repara o dano em genes ativos, uma vez que estd associado ao
mecanismo de transcri¢do, enquanto GG-NER atua para eliminar lesdes em todo o genoma
(HE; WANG:; LIU, 2017).

A via BER ¢ ativada quando hd uma modificag¢do toéxica em alguma base especifica. Este
sistema consiste no reconhecimento da modifica¢dao da base por glicosilases, que irdo clivar a
ligacdo N-glicosilica entre a base e a deoxiribose, gerando um sitio apurinico ou apirimidinico.
Este sitio ¢ processado por endonucleases (especialmente APE-1), deixando livre as
extremidades 3’ ¢ 5°, permitindo a DNA polimerase 3 e a DNA ligase 1 inserir e ligar a base
apropriada (MIKHED et al., 2015).

Se a modificagdo no DNA nao for reparada a tempo, pode levar a erros no pareamento



durante a transcricdo. Estes erros sdo identificados pela maquinaria de reparo da via MMR.
(MIKHED et al.,2015). Os principais reguladores de MMR sao duas familias de enzimas: MutS
(entre elas MSH2, MSH6, MSH3), que reconhece erros de pareamento base a base e pequenos
loops de inser¢ao/delegdo; e Mut L (como MLH1 e MLH6), que detecta loops maiores. Apos o
reconhecimento, estas enzimas desencadeiam a cascata de reparo, que contém varias enzimas
que irdo retirar os nucleotideos incorretos e acrescer os corretos, € ligar as regides flanqueadoras
(BRIDGE; RASHID; MARTIN, 2014; MIKHED et al., 2015). Diversas evidéncias
demonstram que MMR tem papel importante na recombinacdo homdloga, recombinagao
mitdtica e meidtica, reparo de DSB, troca de classe de imunoglobulina, dentre outros (BRIDGE;
RASHID; MARTIN, 2014). O MMR pos-replicativo promove estabilidade genética ao reparar
erros na replicacdo, inibindo recombinacdo entre sequéncias de DNA ndo idénticas e
participando em respostas ao dano induzidos por agentes genotoxicos como cisplatina, e lesdes
oxidativas como 8-0x0G (CAMPOS et al., 2011a).

Algumas vezes, o reparo do DNA ¢ incompleto, com um dano refratario ao reparo ou
com uma extensao de lesdo muito grande. A persisténcia de lesdes no DNA pode obstruir a
replicacdo celular, levando a morte. Mecanismos de tolerancia celular, como a sintese
translesao (TLS), sdo necessarios para manter a sobrevivéncia celular. A TLS consiste em uma
familia conservada de polimerases capazes de ignorar as lesdes durante a sintese de DNA
(VAISMAN; WOODGATE, 2017). Sao conhecidas cerca de 11 polimerases TLS: REV1, POL
n, POL ¢, POL k, POL ¢, POL u, POL A, POL S, POL v, POL 8 (CHATTERJEE; WALKER,
2017), que sdo capazes de ignorar varios tipos de lesdes como dimeros de pirimidina, pequenos

adutos de cisplatina, 8-0x0G, entre outras (YANG; GAO, 2018).



Figura 1. Danos ao DNA e vias de reparo de células de mamifero. Bases modificadas, como 8-0x0G, sdo
reparadas pela via BER, que se dividem em dois tipos: SP-BER e LP-BER. Adutos de DNA, como lesdes causadas
por cisplatina, sdo reparados pela via NER, que pode ser TC-NER ou GG-NER. Erros de pareamento de bases sdo
reconhecidos e reparados pela via MMR. Quebras de dupla fita podem ser reparadas pela via HR, livre de erros,

ou pela via NHEJ, propensa a erros.

1.3.1 Agentes genotoxicos e tipos de lesbes no DNA

Um dos principais fatores de dano no DNA ¢ o estresse oxidativo. Ele pode ser causado por
fatores enddgenos, frutos do proprio metabolismo celular, produzidos como consequéncia da
respiracdo oxidativa na mitocondria, também como sistema de defesa a patdgenos em células
do sistema imune (macréfagos, neutrofilos e algumas células epiteliais), e até como moléculas
sinalizadoras. Fatores externos como infecgdes, radiacdo UV, consumo de alcool e fumo
também aumentam o estresse oxidativo (BHATTACHARYYA et al., 2014; MARKKANEN,
2017). O dano no DNA por estresse oxidativo compreende danos oxidativos as bases e quebras
nas fitas de DNA (DSB). As DSB, se nao reparadas, podem ser letais, enquanto danos as bases
podem ser mutagénicos e/ou citotdxicos.

Os danos as bases sdo causados pela reacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como
radical peroxido (OHe) e radical hidroxil (O2), com o DNA. Mais de 20 tipos de danos as bases
jé& foram identificados, sendo o mais prevalente a purinas o 7,8-dihidro-8-oxoguanina, também

conhecido por 8-oxoguanina ou 8-0x0G, e a pirimidinas, a forma¢do de timina-glicol (Tg)



(SLUPPHAUG; KAVLI; KROKAN, 2003). O DNA mitocondrial também ¢ um importante
alvo de dano por estresse oxidativo e, se ndo for reparado, pode levar a desregulacao
mitocondrial e morte celular (VAN HOUTEN; WOSHNER; SANTOS, 2006a).

A primeira linha de defesa contra ROS ¢ a inativagdo enzimatica do superoxido pela
superoxido desmutase e inativagao do peroxido de hidrogénio pela catalase. A segunda linha
de defesa consiste na hidrélise de nucleotideos oxidados por enzimas especificas. A terceira
linha de defesa ¢ o reparo do dano no DNA por uma rede de mecanismos de reparo, como,
MMR, HR, NHEJ, BER, sendo esta ultima a principal via de reparo para o dano oxidativo
(SLUPPHAUG; KAVLI; KROKAN, 2003). De interesse, se a modificacdo no DNA nao for
reparada a tempo, pode levar a erros no pareamento durante a transcricdo. Estes erros sdo
identificados pela maquinaria de reparo da via MMR. (MIKHED et al., 2015).

O peroxido de hidrogénio (H2O,) ¢ produzido naturalmente no organismo, € sua
concentracgao fisioldgica ¢ de aproximadamente 10nM. O H>O; reage de forma relativamente
lenta com outras moléculas, podendo se difundir para atingir alvos a uma certa distancia, sendo
um componente central da sinalizacao redox. Sao as concentracdes suprafisiologicas (>100nM)
que levam danos a biomoléculas. Esta molécula atravessa as membranas celulares de forma
mais rapida por meio de aquaporinas, que sao canais de agua (SIES, 2017; SIES; BERNDT;
JONES, 2017). O H202 ndo lesiona o DNA diretamente, mas atua como um doador de radicais
livres. Quando o H>O, reage com um ion metal dentro da célula, tal como Fe2+ ou Cu+, sdo
produzidos radicais OHe que podem reagir com o DNA e levar a lesdes como sitios AP
(apurinico/apirimidinico), oxipirimidinas, oxipurinas, lesdes de simples fita (SSB) e lesdes de
dupla fita (DSB). As vias de reparo essenciais para que a c¢lula tolere o dano oxidativo sdo as
vias BER, HR, NHEJ e TLS (FRANKENBERG-SCHWAGER et al., 2008; SHARMA et al.,
2016; ZHAO et al., 2019).

E importante ressaltar que o perdxido de hidrogénio causa danos em outras moléculas
além do DNA, e muitas enzimas, inclusive de reparo, podem ser inativadas por ROS
(FRANKENBERG-SCHWAGER et al, 2008; JARRETT; ALBON; BOULTON, 2006;
MIKHED et al., 2015). O RNA também ¢ objeto de oxidacdo. Algumas modificagdes
oxidativas em microRNA-184 permite que se ligue mRNA de proteinas Bcl-xL, Bcl-w,
impedindo sua traducao, em linfoma de células B, impedindo a apoptose (SIES, 2017; SIES;
BERNDT; JONES, 2017).

Outros fatores externos podem levar a lesdes ao DNA. De interesse para nosso estudo,
a cisplatina, também conhecida por cis-diaminodicloroplatina, ¢ um composto comumente

utilizado como droga antitumoral. A cisplatina atua como um agente alquilante, provocando



ligagdes cruzadas entre nitrogénio de purinas, reagindo principalmente com guanina (NOLL;
MCGREGOR MASON; MILLER, 2006; ROCHA et al., 2018). Agentes de ligagcdes cruzadas
interfitas (interstrand crosslinking agents - ICL), como a cisplatina, formam adutos covalentes
as bases nitrogenadas envolvendo ambas as fitas de DNA, ligando as duas fitas. Estes adutos
impedem a separagdo entre as duas fitas, paralisando a forquilha de replicagdo, bloqueando
tanto a transcrigdo como a replicagdo do DNA. Como consequéncia, este bloqueio leva a
formagdo de DSBs. Os ICLs sdo reparados por uma combinagdo de NER e HR. O ICL ¢
removido por proteinas da via NER, e a DSB reparada por recombinacdo homologa
(MIYAGAWA, 2008; ROCHA et al., 2018). A Figura 2 apresenta os tipos de danos causados
por H20: e por cisplatina no DNA.

Figura 2. Lesdes ao DNA por agentes genotoxicos. Painel superior: o peroxido de hidrogénio (H202), ao reagir
com ions de ferro ou de cobre, liberam radicais livres de oxigénio. O radical OH- provoca modificagdo de bases
nitrogenadas e também pode provocar quebra de simples e dupla fita. Painel inferior: a cisplatina é capaz de
interagir com as bases do DNA criando ligagdes intrafitas e interfitas (ICL) que, na replicacdo, pode levar a quebra

de dupla fita pela parada na forquilha de replicacao.

Infecgdes por diversos tipos de patdgenos também podem causar danos ao DNA. A
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) estima que cerca de 18% dos canceres

do mundo sao devido a doengas infecciosas. Diferentes agentes infecciosos, como virus (HPV,



HBV, HCV, EBYV), bactérias (Heliobacter pylori), e outros parasitos (Schistosoma
haematobium e Opisthorchis viverrini) sdo considerados carcinogénicos grupo I pela IARC. A
infeccdo por esses agentes leva ao acimulo de 8-nitroguanina e 8-0xoG no genoma, que podem
ser induzidas por ROS e RNS produzidos durante a inflamacdo (KAWANISHI et al., 2017). A
infeccdo ¢ capaz de provocar uma inflamagao cronica que resulta na geracdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio por células imunologicas e epiteliais do hospedeiro
(MURATA, 2018), e alguns patégenos, como as bactérias do género Enterococci, sdo capazes
de gerar radicais OH- que podem causar mutagdes pontuais e quebras de dupla fita
(GAGNIERE et al., 2016). Outras toxinas secretadas por bactérias, como a colibactina, toxina
Shiga, toxina distensora citoletal (CDT), toxinas de Bacteroides fragilis (BFT), e endonuclases
incitam dano ao DNA com indugdo de DSB (ELSLAND; NEEFIJES, 2018; GAGNIERE et al.,
2016; ZGUR-BERTOK, 2013). Experimentos com modelos murinos demonstraram que o
Trypanosoma cruzi pode ser um agente genotoxico em células cardiacas, ao induzir extensos
danos ao DNA de cardiomiocitos. A infec¢do por 7. cruzi também induz dano ao DNA de
células do bago. Sabe-se que o parasito ¢ capaz de induzir estresse oxidativo, e provavelmente
a producao de 6xido nitrico pela inflamagao tem um papel no dano ao DNA (RIBEIRO et al.,
2007).

1.3.2 Falha no Sistema de Reparo e a proliferacio celular descontrolada

Como explicado anteriormente, a integridade do genoma e o crescimento e
sobrevivéncia celular sdo controlados por inimeras vias que envolvem checkpoints do ciclo
celular, morte celular programada e reparo de DNA (WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017).
Quando ocorre uma falha no reparo do DNA, as alteragdes genomicas decorrentes podem
produzir mudancas na fisiologia celular que levam a um processo de proliferacdo celular
descontrolada (tumores). Nessas situacdes, ¢ comum a perda funcional de uma ou mais vias de
reparo de DNA e a maior parte das c€lulas que se multiplicam em excesso apresentam centenas
a milhares de aberragdes gendmicas que as distinguem das células normais. A carga mutacional
varia entre os tipos celulares e pode ir de uma a varias mutagdes por megabase. Em varios tipos
de tumores, o tipo de deficiéncia no reparo ja foi caracterizado, por exemplo: mutagdes em
BRCAI1/BRCAZ2 estiao associadas a tumores de mama, ovario, prostata etc e estes genes sao
relacionados a via HR; o comprometimento da via NER pode levar a alguns tipos de cancer de
ovario ou bexiga, e também cancer de pele; no cancer colorretal e endometrial, ¢ comum uma
deficiéncia na via MMR (MOUW, 2017); canceres renais t€ém sido associados com mutagao

em OGG1, enzima do BER. Poucos defeitos em elementos da via NHEJ tém sido associados
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com cancer, entre eles a mutagdo de Ku70 em cancer de mama, colorretal e de pulmao, e DNA
PKs, ligase IV e XRCC4 associados com glioma (CURTIN, 2012).

Diversas evidéncias apontam que a via MMR tem um papel importante no combate a
carcinogénese, provavelmente devido a um acimulo de mutagdes quando esta via estd ausente.
O fendmeno conhecido por instabilidade de microssatélites (MSI), onde sequéncias
microssatélites se tornam instaveis e aumentam ou diminuem, ¢ comum no caso de perda MMR
(RYAN et al., 2017). Tumores deficientes em MMR possuem uma taxa de mutagao de 100 a
1000 vezes maior que cé€lulas normais. Essa relacdo entre MMR e cancer provavelmente esta
ligada aos danos de estresse oxidativo comum em células tumorais (BRIDGE; RASHID;
MARTIN, 2014).

O reparo de DSBs também ¢ um importante mecanismo de supressao de tumor.
Mutagdes em ATM e BRCA1/2, importantes na HR, aumentam o risco de susceptibilidade ao
cancer (CHOI; KIPPS; KURZROCK, 2016). A preferéncia pelo reparo via NHEJ durante a
fase S promove instabilidade gendmica e cancer. Observacdes recentes sugerem que MMEJ
pode promover translocagdes cromossdmicas oncogénicas relacionadas com cancer humano
(APARICIO; BAER; GAUTIER, 2014).

Ainda vale ressaltar o papel da p53, um regulador chave que controla tanto a morte
celular como a estabilidade do genoma, permitindo uma ligagdo estreita entre esses dois
processos (WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017). Mutagdes na p53 podem levar ao
desenvolvimento de diferentes tipos de cancer (LUIJSTERBURG; VAN ATTIKUM, 2011).

1.4  Senescéncia celular

Além da morte celular, outro mecanismo para prevenir a proliferagao celular descontrolada
em mamiferos ¢ a senescéncia, que ¢ quando ocorre uma parada no ciclo celular.
Diferentemente da quiescéncia, a parada no ciclo de células senescentes € irreversivel, e ndo ha
diferenciagdo funcional e morfologica como em células que entraram em diferenciagao
terminal. Mesmo sem replicar, as células senescentes sdo metabolicamente ativas e
normalmente desempenham as mesmas fungdes das células das quais elas derivaram (HE;
SHARPLESS, 2017). A parada na proliferagdo de células anteriormente replicativas
normalmente ¢ desencadeada por uma resposta ao dano de DNA persistente ou a sinalizacao de
estresse. A resposta ao dano de DNA conduziré a célula a diferentes possiveis resultados, como
parada transitoria do ciclo celular e reparo de DNA, apoptose, diferenciagdo ou ainda a
senescéncia celular (MATT; HOFMANN, 2016). A senescéncia ¢ estabelecida e mantida por
duas vias principais de supressdao de tumor: a via p53/p21 e a via pl6/RB (CAMPISI, 2013).
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No entanto, ela pode ser revertida por outros eventos oncogénicos (HE; SHARPLESS, 2017).
Assim, além da parada no ciclo celular, as principais marcas de um fendtipo senescente sdao o
dano macromolecular, fendtipo secretorio e metabolismo desregulado.

Uma outra caracteristica marcante de células senescentes ¢ o aumento da atividade de beta-
galactosidase lisossomal, bem perceptivel pelo aumento em tamanho e nimero dos lisossomos
nessas células, as quais também apresentam focos persistentes de dano ao DNA denominados
DNA-SCARSSs. Estudos mostram que as mitocondrias das células senescentes também sao
menos funcionais que nas células nao senescentes (GORGOULIS et al., 2019). Na cultura
celular, a senescéncia ¢ normalmente acompanhada por mudangas morfologicas significativas:
células senescentes se tornam achatadas, aumentadas, e vacuolizadas, e algumas vezes
aparecem com multiplos nucleos, ou um nucleo aumentado. In vivo, as células senescentes
normalmente preservam a morfologia por conta da arquitetura tecidual (HERRANZ; GIL,
2018).

E importante ressaltar que a senescéncia ndo é s6 uma resposta do organismo contra o
desenvolvimento de tumor, mas tem diferentes fungdes no organismo. Durante o
desenvolvimento embriondrio, células senescentes t€ém um papel importante na organogénese.
Esta senescéncia, no entanto, ndo depende de p53 ou pl6, mas ¢ mediada por p21 (HE;
SHARPLESS, 2017). A senescéncia também ¢ uma das maiores causas do envelhecimento e
esta associada a vdarios fenotipos degenerativos associados ao envelhecimento, como
aterosclerose, osteoporose, diabetes tipo 2 e possivelmente glaucoma (CALCINOTTO et al.,
2019; CAMPISI, 2013). Também existem relatos do papel de células senescentes no reparo a
feridas e no sistema imunolégico (CALCINOTTO et al., 2019).

Ademais, a senescéncia também pode ser induzida por dano ao DNA em situagdes de
estresse ambiental ou infec¢ao/inflamagdo cronica. Infecgoes por HCMB, HPV, HBV, HCV ¢
coinfec¢do de HCV/HIV ja foram relatadas como possiveis indutores de senescéncia celular.
Sabe-se também que o LPS e outras toxinas bacterianas, como a colibactina de E. coli, também
estao envolvidas nesse processo. Entretanto, os papéis da infec¢ao bacteriana e viral na indugao
da senescéncia ainda ¢ bastante desconhecido (WEI; JI, 2018). Entre os protozoarios, ha relatos,
por exemplo, de que Plasmodium falciparum e Leishmania braziliensis aceleram o processo de
senescéncia de células T (COVRE et al., 2019; FRIMPONG et al., 2019), e também de que a
infeccdo por 7. cruzi pode induzir um fenotipo senescente em fibroblastos murinos

(GUIMARAES-PINTO et al., 2018).
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2 O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi, um parasito hemoflagelado da ordem Kinetoplastida, ¢ o agente
etiologico da Doencga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana. Estima-
se que cerca de 7 milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo, maior parte na América Latina,
mas j& hd muitos casos extra-continentais, decorrentes principalmente da migracdo (WHO,
2017). A principal forma de transmissao desse protozoario € a vetorial, pelo inseto hematofago
triatomineo, popularmente conhecido por barbeiro, mas também pode ser transmitido por via
congénita, oral ou por transfusdo de sangue/ transplante de 6rgaos (PIERROTTI ef al., 2018).

A Doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas principais: a aguda, quase sempre
assintomatica e marcada por uma alta parasitemia, ¢ a cronica, com baixa parasitemia ¢ que
pode compreender os sintomas mais graves como cardiomegalia, megacolon e megaesdfago.
Estima-se que 30% dos pacientes desenvolvem problemas cardiacos na fase cronica, e de 15 a
20% apresentam alteragdo na motilidade, secre¢do e absor¢ao no trato digestivo (PIERROTTI
et al., 2018). As drogas utilizadas para o tratamento sdo o benzonidazol e o nifurtimox; no
entanto, ambas apresentam baixa efetividade na fase cronica da infecgao e significativas reagdes
adversas, considerando-se assim que ndo existe um tratamento adequado para a doenca na sua
forma avangada (ALDASORO et al., 2018).

Os mecanismos patogénicos da Doenca de Chagas ainda ndao estdo completamente
elucidados. Duas teorias principais figuram entre os especialistas: a persisténcia do parasito
(GUTIERREZ et al., 2009; TARLETON; ZHANG, 1999) e a autoimunidade (BONNEY;
ENGMAN, 2008; SANTOS-BUCH; TEIXEIRA, 1974; TEIXEIRA et al., 2006). Apesar de
distintas, tais teorias nao sao excludentes. Wesley et a/ (2019) sugerem uma teoria integrativa,
associando carga parasitaria, transferéncia horizontal de kKDNA e reacdo inflamatoria. Analises
de correlagdo em camundongos infectados revelaram a associagdo entre a carga parasitaria no
coragao e no intestino com a producao de autoanticorpos contra proteinas cardiacas, enquanto
parasitemia na medula dssea estava associada com o processo inflamatoério do coracdo e do
intestino, sugerindo uma modulagdo da resposta imune pelo parasito. (WESLEY et al., 2019).

O T. cruzi possui uma diversidade genética com varias cepas que variam em infectividade,
tropismo de tecido, plasticidade do genoma, resisténcia ao estresse, entre outras coisas. A
classificacdo atual agrupa os isolados em seis unidades discretas de tipagem (DTU): de I a VI
(ZINGALES, 2017). Sabe-se que varias DTUs podem coexistir no mesmo vetor e também num
mesmo hospedeiro. Tcl estd frequentemente associado ao ciclo selvatico, mas também ¢
frequente em ciclos domésticos e € responsavel pela transmissao da doenca de Chagas no norte

da bacia amazonica. Possui uma distribui¢ao mais ampla, desde o sul dos EUA até o norte da
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Argentina e Chile. Tcll, TcV e TcVI estdo mais associados com ciclos domésticos e estdo
envolvidos na transmissao da doenca em paises do cone sul e Bolivia. TcV e TcVI t€ém uma
origem hibrida com Tcl e Tcll. Tclll e TclV estdo relacionados com ciclos selvaticos em
florestas tropicais. Diferencgas entre as cepas também sao percebidas em relagao ao processo
infeccioso. Por exemplo, experimentos in vitro mostraram que, embora parasitos da Tcl
infectem inicialmente mais cardiomidcitos que Tcll, os Gltimos se proliferam intracelularmente
de forma mais eficiente (ANDRADE et al., 2010). Igualmente, modelos experimentais
apresentam que Tcll apresenta maior parasitismo no sangue (SALES-CAMPOS et al., 2015) e
maior prevaléncia na infec¢ao de coragdo de BALB/c que Tcl (ANDRADE et al., 1999).

O T. cruzi possui um ciclo de vida heterdxeno, alternado em dois hospedeiros diferentes:
um invertebrado, que ¢ o triatomineo vetor, ¢ o hospedeiro vertebrado, normalmente
mamiferos. No inseto vetor, as formas evolutivas presentes sao a forma replicativa epimastigota
e a forma infectiva tripomastigota metaciclica. No hospedeiro vertebrado, as formas evolutivas
sdo a tripomastigota sanguinea ¢ a amastigota, forma intracelular e replicativa (KESSLER et
al., 2017). Durante o repasto sanguineo, formas tripomastigotas metaciclicas sdo eliminadas
junto com as fezes do inseto, e infectam o hospedeiro vertebrado por meio da lesdo da picada,
feridas na pele ou pelas membranas conjuntiva/mucosa. Os parasitos, ao entrar na célula, se
diferenciam em amastigotas, proliferam, diferenciam-se em tripomastigotas € saem por lise
celular. As formas tripomastigotas circulantes poderdo infectar novas células, espalhando a
infeccdo pelo corpo e, eventualmente, pode ser ingerida pelo triatomineo durante o repasto
sanguineo, fechando o ciclo (KESSLER et al., 2017). A Figura 8 apresenta o ciclo de vida do
T. cruzi, juntamente com os possiveis dano ao DNA do parasito e os sintomas da Doenca de

Chagas.
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Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e exposicdo a fatores genotoxicos. Quando formas
tripomastigotas do 7. cruzi sdo inoculadas no hospedeiro invertebrado apos o repasto sanguineo (A), tais formas
se diferenciam em epimastigotas e se replicam no intestino anterior do triatomineo (B). Ao alcangarem a porgao
posterior do trato digestivo do inseto, se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (C) e sdo excretadas junto
com as fezes do barbeiro (D). Os tripomastigotas metaciclicos entram no hospedeiro vertebrado, como o ser
humano, via feridas ou pela mucosa, e pode causar sintomas agudos (E). Apds a entrada nas células, os parasitas
se diferenciam na forma replicativa amastigota (F), que ap6s proliferacdo, se diferenciam em tripomastigotas que
saem por lise celular (G) para a corrente sanguinea (H). Os tripomastigotas sanguineos podem invadir novas
células ou infectar um hospedeiro intermediario durante o repasto sanguineo. Os pacientes podem evoluir para a
fase cronica da doenca, podendo desenvolver cardiomegalia, megacolon e megaesofago (J). Durante seu ciclo de

vida, T. cruzi pode sofrer diferentes estimulos que causam lesdes ao DNA (K). Adaptado de Rose et al, 2020.
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2.1 O sistema de reparo de DNA do Trypanosoma cruzi e sua importancia na relacio
parasito-hospedeiro

Ao longo de seu ciclo de vida, o principal dano ao DNA que o parasito sofre ¢ o estresse
oxidativo (Figura 3K). Sendo uma estratégia importante do sistema imunolégico no combate a
patogenos, espécies reativas podem, dependendo da concentragdo, ser tanto prejudiciais como
benéficas para a biologia do 7. cruzi, contribuindo para a morte do parasito ou ainda, atuar
como um estimulo de sinal e indutor de proliferacdo do parasito (MENNA-BARRETO; DE
CASTRO, 2014). A resposta oxidativa ao patdogeno pode também prejudicar o hospedeiro. Uma
producao exacerbada de espécies reativas de oxigénio, por exemplo, acaba por causar danos ao
DNA tanto da célula quanto do agente infeccioso. Tal interacdo danosa pode ser observada nas
infeccdes pelo 7. cruzi, onde as trés formas celulares deste protozoario (do hospedeiro
invertebrado e do vertebrado) estdo sob constante ataque de espécies reativas de oxigénio
(ROS) ao longo de todo seu ciclo de vida (CABRERA et al., 2011).

O T. cruzi ndo possui a enzima catalase, uma das principais enzimas na primeira linha de
defesa contra HoO> em eucariotos (MACHADO-SILVA et al., 2016a). Assim, a maquinaria de
reparo de DNA do 7. cruzi exerce um papel central para promover resisténcia ao estresse
oxidativo. Uma das vias principais contra dano oxidativo, em especial no reparo a bases
modificadas, como 8-0x0G, ¢ a via BER. Esta via estd ativa no parasito e diversos genes ja
foram identificados em seu genoma, inclusive DNA glicosilases, AP endonucleases, e DNA
Polimerase beta, apenas na mitocondria (CABRERA et al., 2011; KUNRATH-LIMA ef al.,
2017; PEREZ et al., 1999). Ainda ha especula¢des sobre que polimerase participaria da BER
no DNA nuclear, alguns pesquisadores sugerem que seriam polimerases tipo 0 (PENA-DIAZ
et al., 2004). Diversos estudos sugerem que a via MMR seria uma alternativa a via BER no
controle de niveis de 8-0xoG (MACHADO-SILVA ef al., 2016b). A via MMR também tem
um papel importante na criacdo de diversidade genética do parasito, caracteristica essencial
para evasao do sistema imune (CAMPOS et al., 2011a; MACHADO et al., 2006).

Uma das enzimas centrais da via MMR, a MSH2, possui particularidades no 7. cruzi. O
parasito apresenta apenas uma copia de TcMSH2 em seu genoma (AUGUSTO-PINTO et al.,
2001) e foram detectados diferentes polimorfismos, que a separam em trés haplogrupos: A, B
e C. O haplogrupo A corresponde a linhagem 7. cruzi I, o haplogrupo C corresponde a linhagem
II e haplogrupo B ¢ pertencente a um terceiro grupo com caracteristicas hibridas. O mesmo
estudo demonstrou que este polimorfismo resulta em diferengas na eficiéncia do MMR, sendo
que os haplogrupos B e C tém a habilidade de MMR reduzida (AUGUSTO-PINTO et al.,

2003). Portanto, cepas pertencentes a linhagem I possuem um MMR mais eficaz que cepas da
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linhagem II (que experimentalmente mostra-se mais infectiva). Ademais, os niveis de
transcricdo de TcMSH2 parecem ser maiores nas formas amastigotas e epimastigotas
(AUGUSTO-PINTO et al., 2001; MACHADO et al., 2006). Quando tratadas com drogas
modificadoras de DNA, como a cisplatina, as cepas com MMR mais eficiente (Tc I) sdo mais
sensiveis a droga, ja que as proteinas da via MMR podem atuar como transdutores de sinal de
dano celular, desencadeando mecanismos de iniciagdo de morte celular. Além da proteg¢ao do
DNA genomico, evidéncias sugerem que atividade MMR no 7. cruzi , especialmente da
proteina TcMSH2, tem um importante papel na protecdo do DNA mitocondrial contra o dano
oxidativo (CAMPOS et al., 2011a).

A via NER, responsavel pelo reparo de lesdes que alteram a conformacao tridimensional do
DNA (como adutos de cisplatina), aparentemente esta presente em tripanossomatideos, ja que
a maioria dos seus componentes estao contidos em seu genoma. No entanto, 0s mecanismos
desta via apresentam algumas diferencas se comparado a eucariotos superiores, como, por
exemplo, a auséncia de XPA, sendo mais similar ao reparo de Plasmodium falciparum e plantas
(PASSOS-SILVA et al., 2010).

Embora na maior parte dos organismos a HR seja a via preferida para o reparo de DSBs, no
T. cruzi outra via, propensa a erros, tem sido mais observada nesse tipo de reparo. A juncao de
extremidades por micro-homologia (MMEJ) parece ser o mecanismo primario no reparo de
DSBs no 7. cruzi, onde a via NHEJ esta aparentemente ausente (PENG et al., 2015). E
interessante ressaltar que, em vertebrados, a via MMEJ ¢ a principal responsavel pela indugao
de mutagénese no reparo de DSBs (SEOL; SHIM; LEE, 2018). A via HR, no entanto, ainda
esta presente no 7. cruzi. TcRad51, componente chave da maquinaria de HR, ¢ expressa em
todas as formas de ciclo de vida do parasito, sendo mais expressa em amastigotas (REGIS-DA-
SILVA et al., 2006).

Outros mecanismos de reparo presentes no 7. cruzi incluem os mecanismos diretos:
alquilagdo reversa e reparo de dano oxidativo, e a chamada sintese translesao (TLS), um
mecanismo propenso a erros que permite que a célula tolere a lesao, escapando da morte celular.
Um aumento na expressao de proteinas da TLS foi registrado na resisténcia do 7. cruzi a H,O»
(PASSOS-SILVA et al., 2010). Entre estas proteinas, esta a TcPolk, presente no cinetoplasto,
e a TcPoln, presente no nucleo. Essas polimerases sdo responsaveis por ignorar lesdes como
dimeros de pirimidina, 8-0x0G e adutos de cisplatina (DE MOURA et al., 2009; RAJAO et al.,
2009; ROSE; CARVALHO; HECHT, 2020).

Investigagdes sobre o sistema de reparo do parasito t€m trazido perguntas sobre como a

resposta ao dano do DNA interfere no metabolismo do parasito. Diversas pesquisas apresentam
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um estado de dorméncia do parasita apos lesdes causadas por benzonidazol, radiacdo gama e
MMS, com papel da enzima Rad51 neste ultimo (REPOLES; MACHADO; FLORENTINO,
2020). Interessantemente, alteracdes no metabolismo do 7. cruzi também podem afetar a
sobrevivéncia da célula hospedeira (REPOLES; MACHADO; FLORENTINO, 2020). Alguns
estudos apontam que o 7. cruzi € capaz de interferir no ciclo celular do hospedeiro e muitos
genes relacionados ao metabolismo do DNA, incluindo BER e MMR, como DNA polimerase
POLK e POLB, DNA helicase RECQL e DNA glicosilase SMUG1, os quais s30 mais expressos
com a infeccdo do parasito (COSTALES; DAILY; BURLEIGH, 2009). Evidéncias
experimentais mostram que o parasito reprograma varios genes em c¢lulas epiteliais,
envolvidos em resposta ao estresse, fatores de transcri¢ao e metabolismo (CHIRIBAO et al.,
2014). Também hé indicios de que a infeccdo induz DSB em cardiomidcitos, ativagdo da via
BER da célula hospedeira, e inducao de apoptose em alguns tipos celulares, e citoprotegdo em
outros (REPOLES; MACHADO; FLORENTINO, 2020). Ainda ha, no entanto, muitas lacunas
a serem preenchidas sobre como o parasita interfere no reparo celular e contribui na decisao do

destino da célula.
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1I. Justificativa

Diversas evidéncias apontam para a influéncia da infec¢ao do 7. cruzi no metabolismo
da célula hospedeira, incluindo o metabolismo de DNA. Entretanto muito ainda necessita ser
elucidado. Neste contexto, a diversidade genética do 7. cruzi, representada por diversas cepas
com infectividade e eficiéncias de reparo de DNA diferentes, ¢ caracteristica relevante a ser
considerada no processo de compreensao do cenario natural das infec¢des pelo protozodrio.
Ademais, saber como o reparo de DNA do conjunto parasito-hospedeiro se comporta frente a
situagdes de estresse ambiental, como estresse oxidativo ou presenca de agentes genotoxicos,
nos permite obter uma perspectiva ecologica e evolutiva sobre o assunto.

Visando uma aplicagcdo mais direta, compreender o papel da infec¢ao na regulacao do
reparo celular ajudard a estabelecer elementos centrais da relagdo parasito-hospedeiro,
possibilitando a identificacdo de alvos para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas, uma doenga sem tratamento efetivo, bem como a identificagao
de proteinas especificas do 7. cruzi capazes de inibir a prolifera¢do celular descontrolada, as
quais poderiam ser testadas contra tumores. Portanto, a investigacdo tera relevancia social a
medida que pode agregar conhecimentos que interessam a saude do individuo infectado com o

T. cruzi.
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1L Objetivos

1. Objetivos Gerais

Verificar a influéncia do Trypanosoma cruzi no sistema de reparo de DNA e na viabilidade

das células hospedeiras.

2. Objetivos Especificos

e Avaliar se a infecgdo pelo 7. cruzi causa dano ao DNA e altera a expressao de genes
das vias de reparo da célula hospedeira;

e Determinar se o 7. cruzi afeta a taxa de proliferagao da célula hospedeira;

e Avaliar se a infecgdo pelo 7. cruzi resulta em senescéncia da célula hospedeira;

e Verificar o papel da infec¢do pelo 7. cruzi sobre as vias de reparo de DNA do
hospedeiro;

e Investigar se a variabilidade genética do 7. cruzi tem influéncia sobre o reparo de
DNA, proliferagdo e senescéncia da célula hospedeira;

e Determinar se o 7. cruzi altera o funcionamento das vias de reparo de DNA ¢ a

proliferagao de células submetidas a agentes genotoxicos.
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Iv. Metodologia

1 Cultivo de células

Neste trabalho, foi utilizada a linhagem de mioblasto de rato L6. As culturas foram
mantidas em meio DMEM suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) a pH 7.2, e
incubadas a 37°C em atmosfera timida com 5% de COz. A troca de meio foi realizada a cada
72 h e o repique das cé€lulas, uma vez por semana. Ao se observar alta densidade das células e
a formagao da monocamada com mais de 80% de confluéncia, a camada de células foi suspensa
por tripsinizacao. As cé€lulas suspensas foram homogeneizadas e 1 mL da suspensdo colocado

em novo frasco de cultura de 25¢cm3, acrescido de 4 mL de meio DMEM 5%.

2 Cultivo de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de 7. cruzi das linhagens Berenice e Colombiana foram mantidas
em meio LIT 10% de SFB, 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, a 25°C. Os
repiques foram realizados a cada 15 dias.

Formas tripomastigotas das mesmas linhagens, com duas passagens em camundongos
BALB/c para aumentar a infectividade, foram mantidos em cultura com células L6, cultivadas
em meio DMEM suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) a pH 7.2, e incubadas a
37°C em atmosfera imida com 5% de CO;. O sobrenadante foi coletado para obtencdo das

formas tripomastigotas e centrifugado a 300g.

3 Infeccao por Trypanosoma cruzi

A infecgao foi realizada inoculando-se formas tripomastigotas de 7. cruzi em cada pogo
contendo células L6 previamente crescidas. O niimero de formas tripomastigotas foi obtido por
contagem em Camara de Neubauer, tendo sido inoculado 5 vezes mais parasitos com relagdo
ao numero de células do tecido. A infecc¢ao se deu por 72h. Os controles ndo infectados foram

inoculados com meio DMEM 5% SFB.

4 Deteccio de parasitemia
Apo6s 72h de infecgdo, a proporcao de células parasitadas foi detectada por trés

metodologias distintas:
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4.1 A fresco

Ap6s o intervalo de tempo determinado, as culturas infectadas com 7. cruzi Berenice e
Colombiana foram analisadas em microscopio invertido. Foram escolhidas aleatoriamente 100
células e calculada a proporc¢ao de células infectadas com ninhos de amastigota. O experimento

foi feito em triplicata.

4.2  Laminas coradas com Giemsa

Ap6s 72h de infeccao, células crescidas em laminula redonda foram fixadas em metanol
e coradas com corante Giemsa 5% por 5 minutos. As laminas foram analisadas em microscopio
optico e foram escolhidas aleatoriamente 100 células para calcular a propor¢ao entre infectadas

e ndo infectadas com formas amastigotas do parasito. O experimento foi feito em triplicata.

4.3 Coloracao PKH26

A membrana plasmatica de formas tripomastigotas de 7. cruzi Berenice ¢ Colombiana
foi corada com PKH26 (Sigma-Aldrich), segundo instrugdes do fabricante. Apds sucessivas
lavagens, foram inoculadas 5x formas tripomastigotas coradas em células L6. Passadas as 72h
de infecgdo, as células foram tripsinizadas e analisadas por citometria de fluxo (Attune™ NxT,
Thermo Fisher Scientific). Células positivas para fluorescéncia vermelha (canal BL-2 574/26)
foram consideradas infectadas com formas amastigotas, e confirmou-se por microscopia de
fluorescéncia (Olympus BX51). O experimento foi feito em triplicata. A Figura 4 esquematiza

este protocolo.
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Figura 4. Protocolo de parasitemia pela coloragcao de PKH26. Formas tripomastigotas sdo previamente coradas
com PHK26, devidamente lavadas e uma quantidade 5X ¢ inoculada em cultura de células L6. Apos 72h, as células
sdo coletadas e analisadas por citometria de fluxo para determinagdo de quantidade de células infectadas. A

infec¢do também foi confirmada por microscopia de fluorescéncia.

5 Tratamento com Cisplatina

Células L6 (5 x 10* células) foram semeadas em placas de 24 pogos. O tratamento com
cisplatina se deu 72h apds a infec¢do com 7. cruzi, expondo-se as células a meio DMEM
acrescido de diferentes concentragdes de cisplatina (de 25uM a 120uM) por até 12h. As
concentragdes escolhidas para os demais experimentos foram 25uM (cerca de 10% de
mortalidade) e 100uM (cerca de 30% de mortalidade) por 4h e 12h. As células foram coletadas
em 4h, 12h e 24h apos o inicio do tratamento. Apds escolha do periodo de incubagao e da
concentracdo de interesse da droga, foram utilizados trés grupos experimentais tratados com
cada concentracgao de cisplatina (células sem infecc¢ao, células infectadas com 7. cruzi Berenice,
células infectadas com 7. cruzi Colombiana) e trés controles sem exposi¢ado a cisplatina (células
sem infecgdo e infectadas com cada um dos parasitos). Todos os experimentos foram feitos em

triplicata.
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6 Tratamento com Perdxido de Hidrogénio (H20>)

Células L6 (5 x 10* células) foram semeadas em placas de 24 pogos. O tratamento com
H>0: se deu 72h apds a infec¢ao com 7. cruzi, expondo-se as células a meio DMEM acrescido
de diferentes concentragdes de H,O> (de 0,8mM a 2,4 mM). As concentragdes escolhidas para
os demais experimentos foram 0,8mM (cerca de 10% de mortalidade) e 1,6mM (cerca de 30%
de mortalidade) por 4h. As células foram coletadas em 4h, 12h e 24h apo6s o inicio do
tratamento. Foram utilizados trés grupos experimentais tratados com cada concentracao de
H>0: (células sem infec¢do, células infectadas com 7. cruzi Berenice, células infectadas com
T. cruzi Colombiana) e trés controles sem exposi¢ao a H>O» (células sem infeccao e infectadas
com cada um dos parasitos). Os parasitos também foram tratados com as maiores concentragdes
de cisplatina e H>O» e sujeitos a avaliacao do ciclo celular. Todos os experimentos foram feitos

em triplicata.

7 Perfil de ciclo celular por citometria de fluxo

Dado o tratamento por exposi¢ado a cisplatina ou H>O», as células foram coletadas apos
4h, 12h, 24h, por tripsinizagdo, juntamente com o meio de cultura para obtengao de possiveis
c¢lulas mortas no sobrenadante. Apos lavagem com PBS, as células foram fixadas com etanol
70% por, no minimo, 2h no gelo, lavadas mais uma vez com PBS e ressuspendidas em solucao
de iodeto de propideo (0,1% de Triton X-100, 10 pg/mL de PI e 100 ug/mL de RNase livre de
DNase) diluido em PBS, por 10 min a 37°C. Apds o tempo de incubagdo, as amostras foram
centrifugadas, ressuspendidas em PBS e 20.000 eventos de cada amostra foram analisados no
citometro de fluxo, modelo Attune™ NxXT (Thermo Fisher Scientific), no canal 574/26 (BL-2).
O iodeto de propideo (PI) ¢ um intercalante de DNA e marca a cé€lula de forma diretamente
proporcional a quantidade de DNA que essa célula possui. Assim, em analise por citometria de
fluxo, pode-se quantificar as populacdes que estdo em GO/G1 (2N de DNA); em G2/M (4N de
DNA); e as que estdo na fase S (quantidades intermedidrias de DNA). Aquelas células cujo
DNA esta fragmentado (correspondendo a morte celular) apresentam uma quantificacao de
fluorescéncia abaixo do pico G0/G1, sendo entdo chamadas de pico sub-G1. Foi considerada
para a contagem eventos de tamanho muito pequeno (considerados apoptosomos ou corpos
apoptoticos), e excluidos eventos de tamanho maior (considerados doublets) (Figura 8). O
contetido de DNA das células nas diferentes fases do ciclo celular foi determinado manualmente

por meio do software Attune™ NxT. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
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Figura 5. Dot Blot de células coletadas no citometro de fluxo. Em azul, quadrante utilizado para selecionar

células, evitando doublets e incluindo corpos apoptopticos.

8 Detecciao de populacio com apoptose/necrose

Ap0s tratamento com cisplatina ou H>O: e recuperacao de 24h, células foram coletadas,
lavadas em PBS, e coradas com Anexina Alexa-fluor 488 e PI, segundo instrugdes do Dead
Cell Apoptosis Kit (Invitrogen). As células coradas foram analisadas no citdmetro Attune™
NxT (Thermo Fisher Scientific), nos filtros 530/30 (BL-1) e 574/26 (BL-2), apos a devida
compensagdo. Os quadrantes de células vivas, em apoptose, em apoptose tardia € em necrose
foram determinados considerando-se os controles do experimento (Figura 6), € as porcentagens
calculadas por meio do software FlowJo™ 10. O controle da morte por apoptose se deu com
tratamento com DMSO, e o controle de necrose com fervura por 5 minutos. Foi considerada
para a contagem eventos de tamanho muito pequeno (considerados apoptosomos ou corpos
apoptoticos), e excluidos eventos de tamanho maior (considerados doublets) (Figura 6). Todos

os experimentos foram feitos em triplicata.
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Figura 6. Padronizacio de experimento de citometria de fluxo para anailise de apoptose/necrose por
Anexina/PI. A) Quadrante utilizado para analise de células coletadas no citometro de fluxo, incluindo eventos de
tamanho pequeno considerados apoptosomos ou corpos apoptoticos. B) Dot blot de Anexina x PI de controle de
célula viva. C) Dot blot de Anexina x PI de controle de célula morta por apoptose, tratada com DMSO. D) Dot

blot de Anexina x PI de controle de célula morta por necrose, tratada com em fervura por 5 minutos.

9 Teste do Cometa
9.1 Alcalino

ApOs a coleta das células tratadas pelos diferentes periodos e concentragdes de cisplatina
e H>O», as amostras foram centrifugadas a 300g por 5 minutos a 4°C e ressuspendidas em
agarose low-melting 0,75% a 37°C. O gel com as cé€lulas embutidas foi distribuido em uma
lamina de microscopia, previamente revestida de agarose 1%. As células, embutidas na agarose,
foram submetidas a lise (NaCl 2,5M, EDTA 0,1M, Tris 10mM e Triton-X-100 14mM; pH10)
por, no minimo, uma hora, seguida de tratamento alcalino (NaOH 0,3M ¢ EDTA 1mM; pH
>30) por 40 minutos e eletroforese por 30 minutos, a 0,8V/cm. Apds a eletroforese, as laminas

foram tratadas com uma solu¢do de neutralizagdao (Tris 0,4M; pH7,5), lavadas com agua e
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fixadas com etanol absoluto. A coloragdo para microscopia se deu com DAPI a 1pg/ml. As
laminas foram analisadas com microscopio Olympus BXS51 e as fotos obtidas com o software
cellSens, fornecido pelo fabricante. A analise dos cometas foi feita pelo software Tritek
CometScore 2.0, observando-se o parametro porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa.

Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

9.2 Neutro

Para efeito de comparagdo, o teste do cometa neutro foi realizado, apenas com as
amostras tratadas com cisplatina 100uM e H,O; 1,6mM, recuperadas por 24h. O protocolo ¢ o
mesmo do protocolo do cometa alcalino, com a excegdo de que nao houve a etapa de tratamento
alcalino, e a eletroforese se deu em TBE 1X por 30 minutos. Todos os experimentos foram

feitos em duplicata.

10 Avaliacao de proliferacio celular

ApoOs tratamento com cisplatina 25uM ou 100uM por 12h, ou tratamento com H>O»
0,8mM ou 1,6mM por 4h, as células foram coletadas, coradas com azul de tripan, e a viabilidade
calculada por contagem no Cell Counter (Corning). Foram semeadas 5x10? células vidveis em
placas de 6 pogos, mantidas em DMEM 5% SFB, 37°C e 5% de CO.. No segundo dia apos a
semeadura, os pocos foram gentilmente lavados com PBS para se eliminar parasitos no
sobrenadante. As células cresceram por 7 dias e foram fixadas com metanol e coradas com
solucdo cristal violeta 0,5%, segundo protocolo (CROWLEY; CHRISTENSEN;
WATERHOUSE, 2016). A proliferacdo celular foi determinada pela formac¢do de coldnias
contadas em microscopio invertido (Olympus CKX41). Foram consideradas coldnias aquelas
com mais de 50 células, mas também foram contados grupos entre 2 e 49 células e células

sozinhas. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

11 Morfologia celular
Fotos de 100 células coradas com cristal violeta e crescidas 7 dias apds tratamento foram
analisadas no software ImageJ quanto ao diametro de Feret. Todos os experimentos foram feitos

em triplicata.
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12 Extraciao de RNA e sintese de cDNA

As células expostas a cisplatina ou H>O», por diferentes concentracgdes e periodos, foram
conservadas a -80°C com solu¢cdo de RNAlater® (Ambion) até a extracdo. A extracdo de RNA
se deu utilizando-se o Purelink Mini Kit para Purificacdo de RNA (Invitrogen). O RNA extraido
foi quantificado por meio do equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), e submetido a
uma RT-PCR para sintese de cDNA, utilizando-se o kit Hight Capacity RNA-to-cDNA (Applied
Biossystems). Apds a sintese, o cDNA foi quantificado no equipamento Nanovue (GE
Healthcare), e diluido para 50ng/uL para ser usado na qPCR. Foi extraido o RNA e feita a

sintese de cDNA de todas as triplicatas de cada grupo.

13 Avaliacio da expressio de genes

Para avaliar a expressdao de genes de reparo (Atm, Brcal, Msh2, Oggl, Pcna, Rad51,
Rpal, Xpa, Xrccl, Xrcc4), de apoptose (Bcl2, P53) de proliferacao celular (Ki67) e senescéncia
(P16 e P21), foi feita a qPCR utilizando o equipamento QuantStudio 5 (Thermo Scientific).
Também foi avaliada a expressdo da ORF 2 de LINEI1. Foram avaliados tanto genes do
hospedeiro quanto do parasito. Os genes de reparo de 7. cruzi analisados foram TcMSH?2 e
TcPCNA. A relagdo de genes e primers utilizados, como também as respectivas temperaturas
de anelamento, estdo apresentados na Tabela 1. Andlise bioinformatica utilizando o algoritmo
Blastn mostrou nao haver reconhecimento cruzado entre as sequéncias dos primers
selecionados para o hospedeiro e o parasito, € a amplificagdo se mostrou especifica para o
hospedeiro (Figura 7) e para o parasito (Figura 8). Foi determinada curva padrdo para cada par
de primer utilizado (Figura 7), as quais apresentaram eficiéncias entre 90 e 110%, estando de

acordo com as recomendacgdes MIQE (TAYLOR et al., 2019).
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na reacio de qPCR, juntamente com a temperatura de

anelamento utilizada no programa da reacio.
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Figura 7. Curva padrio e curva de melting dos primers do hospedeiro utilizados no trabalho. GAPDH e TBP
sdo os genes de referéncia. Atm, Brcal, Oggl, Msh2, Pcna, Rad51, Rpal, Xpa, Xrccl e Xrcc4 referem-se a genes
de reparo. Bcl2 e P53 tem fungdo anti- ¢ pro-apoptoptica, Ki67 esta relacionado a proliferagdo celular e P16 ¢ P21
envolvidos na senescéncia. Veja que os primers especificos para L6 (azul) ndo reconhecem sequéncia do parasito

(vermelho).
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Figura 8. Curva padrio e curva de melting dos primers de Trypanosoma cruzi utilizados no trabalho. 7c40S
€ o gene de referéncia. TcPCNA e TcMSH?2 sdo genes de reparo do parasito. Veja que os primers especificos para

o parasito (vermelho) ndo reconhecem sequéncia de L6 (azul).

Para cada reacdo, utilizou-se 10uL do SYBR Mix (Invitrogen), 8nM de primer e 100 ng
de cDNA, exceto para as reagdes especificas para P16, onde utilizou-se 12nM de primer. O
programa de reacdo consistiu em:

50°C — 2 minutos

95°C — 10 minutos

95°C — 15 segundos

T. de anelamento (Ver tabela 1) — 30 segundos 40x

72°C — 10 segundos

95°C — 5 segundos

50°C — 15 segundos

95°C — 5 segundos

A reacdo de qPCR de cada amostra foi feita em duplicata. O calculo para normalizacao
e quantificacdo relativa foi feito segundo o método 224t descrito por Livak e Schmittgen
(2001). Os genes de referéncia utilizados para o hospedeiro foram Gapdh e Thp; € o gene de
referéncia para o parasito foi 7c40S. Os resultados da expressdo dos genes foram representados
em graficos no formato 2-AACt e em heatmaps construidos pelo software online DisplayR

(disponivel em app.displayr.com), com dados apresentados em escala logaritmica.
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14 Quantificacao de Trypanosoma cruzi a partir de Tc40S

Foi detectada também a quantidade de parasitos presentes nas amostras de células L6.
A quantificacdo absoluta utilizou como referéncia os valores calculados a partir da quantidade
de DNA na curva padrio (Eficiéncia = 95,917% e R? = 0,988). Também foi calculada a
quantidade relativa de parasitos dividindo o valor da quantificagdo absoluta de 7. cruzi pelo
valor da quantificacdo absoluta de células L6. Esta foi calculada a partir da curva padrao do

gene TBP (Eficiéncia= 106,167% e R?=0,983).

15 Testes estatisticos

Os testes estatisticos foram realizados no software SPSS. Para comparag¢ao de médias,
foram realizadas one-way ANOVA, com os testes posteriori especificos de acordo com a
caracteristica da amostra analisada: teste Tukey para amostras com homogeneidade de variancia
e mesmo numero amostral entre grupos; teste Sidak para amostras com homogeneidade de
variancias mas numero amostral diferente entre grupos; e teste Games-Howell para amostras
sem homogeneidade de variancias, para verificacdo de diferenca entre grupos. Também foram
feitas analises de Modelo Linear Geral univariado e regressao linear, nas analises de tendéncias,
e testes de correlagdo bivariada entre os genes analisados, utilizando-se coeficiente de

correlagcdo de Pearson.
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V. Resultados

1 Determinacio da parasitemia

Para confirmagdo da parasitemia, as culturas de células L6, previamente semeadas em
placas de 24 pocos, foram infectadas com uma quantidade de 5x de formas tripomastigotas de
T. cruzi das cepas Berenice e Colombiana, e a infecgdo manteve-se por 72h. A contagem manual
a fresco de 100 células infectadas (Figura 9) e ndo infectadas em microscopio invertido mostrou
que a taxa de infeccdo por 7. cruzi Berenice foi de 50,5% e de T. cruzi Colombiana foi de 57%
das células L6. Resultado semelhante foi encontrado ao contar células coradas com Giemsa
(Berenice 50% e Colombiana 51,8%). Um tempo menor de infeccao nao possibilitou a infecgao
de 50% das células, e uma quantidade maior de parasito levou a mortalidade das células, com
varias cé€lulas rompidas. A média da quantidade de amastigotas por célula L6 foi de 19,03 para
a cepa Berenice e de 16,96 para a cepa Colombiana.

Assim, por conseguir infectar pelo menos 50% das células sem grande mortalidade, a
quantidade de 5x de parasito € o tempo de 72h de infec¢do foi escolhido como o ideal para os
demais experimentos, cujo resumo de resultados poderd ser visualizado nos Anexos I e II.
Interessantemente, a analise por citometria de células infectadas com parasitos previamente
corados com corante fluorescente PKH26 mostrou um percentual maior de infec¢do: Berenice

infectou 65% das células e Colombiana infectou cerca de 70% (Figura 10).

Figura 9. Cultura de células L6 infectadas com diferentes cepas do Trypanosoma cruzi e visualizadas a fresco
ou apoés coloracio com Giemsa. Observa-se células repletas de ninhos de amastigota em seu citoplasma (setas
pretas) e células ndo infectadas (setas brancas). A contagem de células infectadas e ndo infectadas apontou que

Berenice infecta 50,5% das células e Colombiana infecta 57%.
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Figura 10. Determinacio da parasitemia por meio da coloracio com PKH26. (A) Os ninhos de amastigota
aparecem com coloragdo vermelha dentro de células infectadas visualizadas por microscopia de fuorescéncia. (B)

Analise por citometria mostra que Berenice infecta cerca de 65% das células e Colombiana, 70%.

2 Efeito da infeccao de Trypanosoma cruzi em células L6

2.1 Efeito da infeccao na mortalidade

A avaliagdo da porcentagem de células em sub-G1 (que indica mortalidade), revelou que a
infeccdo por 7. cruzi levou a um aumento significativo da mortalidade (p<0,05), tanto por
Berenice como por Colombiana, correspondendo a uma taxa média de 7,16 e 9,03%,
respectivamente (Figura 11A). Nao houve diferenca estatistica entre as cepas na mortalidade
das células infectadas (p=0,51). No entanto, ao se avaliar a mortalidade por anexina/PI, nao
houve diferenca estatistica na mortalidade entre os grupos € nem com relacdo a apoptose,

apoptose tardia e necrose (Figura 11B).
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Figura 11. Mortalidade em células sem infeccéio e infectadas por Trypanosoma cruzi. A) Proporcdo de células
L6 mortas (sub-G1) em culturas ndo infectadas, infectadas com 7. cruzi Berenice e infectadas com T.cruzi
Colombiana. B) Tipificagdo da morte celular por teste Anexina/PI, indicando mortalidade por necrose, apoptose ¢

apoptose tardia, com as devidas porcentagens. *p<0,05

2.2 Efeito da infeccdo na degradaciao de DNA e reparo

O teste do cometa, que avalia a degradacdo de DNA, nao apresentou diferenga estatistica
entre células infectadas e ndo infectadas. De fato, todas as amostras apresentaram mediana =
0% de DNA na cauda do cometa, ou seja, sem degradacdo de DNA. A infec¢do também nao

mostrou alteragdo da degradagao de DNA no teste do cometa neutro, que indica DSBs.

23 Efeito da infeccio na proliferacio celular

No ensaio da prolifera¢dao, observando-se o nimero de colonias (mais de 50 células)
coradas por cristal violeta, as células infectadas com 7. cruzi Colombiana tiveram uma
proliferagdo significativamente menor (p<0,05) que as células infectadas com Berenice e sem
infeccdo (Figura 12). Nao houve diferenca na quantidade de coldnias entre as células infectadas
com Berenice e sem infecgao (p=0,262). Foi contabilizado também o nimero de grupos de 2 a
49 células e o numero de células sozinhas (Figura 12C) e, para ambos os testes, ndo houve
diferenca significativa entre os tipos de infec¢ao (p=0,179 e p=0,101, respectivamente). Quanto
ao ciclo celular (Figura 12D), ndo houve diferenga estatistica entre os grupos nao infectados e
infectados com 7. cruzi (p=0,667). Também nao se verificou diferenga estatistica no didmetro

de Feret das células analisadas (p= 0,581; dado nao mostrado).
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Figura 12. Proliferacio de células L6 infectadas ou nio com o Trypanosoma cruzi. A) Foto dos pogos corados
com cristal violeta mostrando colonias em células sem infeccdo, infectadas com 7. cruzi Berenice e infectadas
com T.cruzi Colombiana. B) Média do nimero de coldnias (mais de 50 células) da triplicata. C) Média do ntimero
de colonias, grupos de 2 a 49 células e células sozinhas na triplicata. D) Perfil do ciclo celular de células ndo

infectadas, infectadas com 7.cruzi Berenice e infectadas com 7. cruzi Colombiana. *p<0,05

2.4  Efeito da infeccao na expressao de genes

Nao houve diferenga significativa na expressao de nenhum gene analisado entre células
infectadas e nao infectadas. As células apresentaram expressdo semelhante de genes
relacionados a mortalidade celular (Bcl2 e P53), reparo de DNA (Atm, Brcal, Oggl, Msh2,
Pcna, Rad51, Rpal, Xpa, Xrccl, Xrcc4), proliferacao e senescéncia (Ki67, P21 e P16) e na
expressao da ORF2 de LINEL.
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3 Influéncia da infeccio apos tratamento com cisplatina

3.1  Efeito da cisplatina na mortalidade de células L6

Inicialmente, diferentes concentracdes de cisplatina foram utilizadas a fim de se obter
uma curva de mortalidade (sub-G1) de células L6. O tratamento ocorreu por 12h e as células
tratadas foram avaliadas em dois momentos: imediatamente apds o término do tratamento e
ap6s um periodo de 12h de recuperacao (que corresponde a 24h desde o inicio do tratamento).
Observou-se que nao houve influéncia da concentracao na mortalidade quando as células eram
avaliadas imediatamente ap6s o tratamento (Figura 13A). No tempo de 12h de tratamento mais
12h de recuperagdo, ou seja, 24h apds o inicio do tratamento, no entanto, a influéncia da
concentracdo foi significativa (p<<0,001). Desta forma, o tempo de recuperagdo, junto com o
aumento da concentragdo de cisplatina, parece representar uma interferéncia importante para a
mortalidade de células tratadas (p<0,05). O tempo de recuperagdo também se mostrou
significativo no teste do cometa (p<0,001), que mede degradacdo de DNA, sendo
estatisticamente relevante apenas as amostras avaliadas 24h (12h de exposicdo +12h de

recuperagdo) apos o inicio do tratamento (Figura 13B).

Figura 13. Efeito da concentraciio de cisplatina na taxa de mortalidade e degradacio de DNA de células L6.
A) Efeito da concentragdo de cisplatina na mortalidade (sub-G1) de células avaliadas imediatamente (azul claro —
12h) e apos o periodo de recuperacdo (azul escuro - 24h). B) Efeito da concentrago da cisplatina na degradag@o

de DNA de células avaliadas ap6s 4h (azul claro), 12h (imediatamente) e 24h (azul escuro) do inicio do tratamento.

O aumento na concentragdao de cisplatina levou ao aumento na expressdo de P2/
(p<0,05), Pcna (p<0,05) e Rad51 (p<0,01), desde as 4h primeiras horas de tratamento,
indicando que desde o inicio vias de reparo estavam sendo ativadas, em especial em relagao ao

controle de proliferacao celular e recombinagao homdloga. Apds 12h do inicio do tratamento,
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observa-se um aumento na expressao de Msh2 (p<0,001) e reducdo na expressdo de Atm
(p<0,01), o que representa ativacao da via MMR, e uma inativag¢ao do reparo via HR com uma
alta concentragao de cisplatina. J& apds o periodo de recuperagado (ou seja, 24h ap6s o inicio do
tratamento), observa-se uma redugao significativa na expressao de Bcl2 (p<0,05) e aumento na
expressao de P53 (p<0,01), sugerindo uma ativagdo da via apoptdptica. Os heatmaps da

expressao de genes estdao apresentados nas FigurasFigura 24,Figura 25, 28 eFigura 29.

3.2 Efeito da infeccao de 7. cruzi em células L6 expostas a cisplatina

3.2.1 Efeito na mortalidade

Como foi verificado, apos o periodo de recuperagdo, ou seja, 24h apds o inicio do
tratamento, o aumento na concentragao de cisplatina tem uma relacao positiva com a taxa de
mortalidade (Sub-G1) de células L6. O mesmo aconteceu com células infectadas (Figura 14A),
sendo que, naquelas infectadas por 7. cruzi Berenice, a mortalidade foi significativamente
maior (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica na mortalidade entre células ndo infectadas e
infectadas com a cepa Colombiana. A regressdo mostrou que a relagdo entre concentragao e
taxa de mortalidade ¢ linear, sendo: para sem infec¢do, R?=0,821; para Berenice, R?>=0,826; ¢
para Colombiana, R?>=0,892. Como esperado, quando avaliadas imediatamente apds o
tratamento, ou seja, 12h apds o inicio do tratamento, ndo houve relagdo linear entre o aumento

da concentragdo e a mortalidade, para nenhum dos grupos (Figura 14B).

Figura 14. Relacdo da concentracio de cisplatina (WM) com a taxa de mortalidade (sub-G1) de células L6
infectadas ou nao com o Trypanosoma cruzi. A) A mortalidade foi avaliada 24h apos o inicio do tratamento (12h
de exposicdo + 12h de recuperacdo). As linhas em cores mais claras representam o modelo linear proposto para
cada grupo. Note que a mortalidade de células L6 infectadas com a cepa Berenice se mostrou significativamente
maior que nos demais grupos (p<0,05). B) Taxa de mortalidade avaliada imediatamente ap6s o término do

tratamento. Nao se verificou relagdo linear em nenhum grupo.
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Com base nos resultados obtidos e apresentados nas FigurasFigura 13 eFigura 14, foram
escolhidas duas concentragdes de cisplatina para as demais andlises: 25uM e 100uM. Tais
concentragdes correspondem, respectivamente, a taxas de mortalidade baixa (12%) e moderada
(28%) em células nao infectadas, possibilitando verificar a influéncia da infeccdo por 7. cruzi
em uma porcentagem significativa de células vidveis, mas que apresentam algum grau de dano
a seu DNA.

Detalhando os experimentos de mortalidade (Sub-Gl) em células tratadas com
cisplatina 25uM, percebe-se que, apesar de o tempo pos inicio do tratamento estabelecer uma
relagdo positiva com a mortalidade (p<0,05), especialmente entre 0 e 12h (p<0,01) e 0 e 24h
(p<0,001), ndo ha diferenga significativa entre células ndo infectadas e infectadas com 7. cruzi
(p=0,978) (Figura 15A).

Com o tratamento mais intenso, a 100uM, evidencia-se a influéncia da infec¢ao do 7.
cruzi na mortalidade (sub-G1) ao longo do tempo (p<0,05). Essa relagdo entre tempo e
mortalidade se torna significativa, no entanto, apenas ap6s o periodo de recuperagdo (24h), onde
células infectadas com 7. cruzi Berenice apresentam mortalidade significativamente maior que

células sem infeccao (p<0,01) (Figura 15B, C, D ¢ E).
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Figura 15. Efeito da cisplatina a 25uM ou 100pM na mortalidade (sub-G1) de células L6 infectadas ou nio
com o Trypanosoma cruzi. A) Proporcdo de mortalidade (células em sub-G1) apds tratamento com cisplatina
25uM, de acordo com o tempo pds inicio do tratamento (em horas). B) Proporgdo de células em sub-G1 em relagéo
ao tempo apds o inicio de tratamento com cisplatina 100uM (em horas). C) Histograma do ensaio de células
tratadas com cisplatina 100uM coradas com iodeto de propideo, mostrando o ciclo celular de cada populagdo. Em
verde, células L6 ndo infectadas tratadas com cisplatina. Em vermelho, células L6 infectadas com 7. cruzi da cepa
Berenice tratadas com cisplatina. Em cinza, células controle, ndo tratadas. Nota-se que a fase sub-G1 é maior nas
células infectadas que nas células ndo infectadas. D) Porcentagem de células mortas (sub-G1) ndo infectadas e
infectadas com diferentes cepas de T. cruzi, 24h apds tratamento com cisplatina 100uM. E) Dot blot da citometria
apresentando a populag@o de células L6 avaliadas. Em verde, a populagdo de células consideradas mortas (sub-

G1). Em avermelhado, células vivas. **p<0,01
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3.2.2 Classificacao da Morte Celular

Ap6s a determinacdo da taxa de mortalidade de células L6, infectadas ou ndo com 7.
cruzi, e expostas a cisplatina, foi realizado o teste de anexina/PI para verificar se a morte das
células estava ocorrendo por necrose, apoptose ou apoptose tardia. Na Figura 16A, podemos
observar que o aumento na concentragdo da droga levou ao aumento de necrose, apoptose €
apoptose tardia (p<0,001), sem diferenca significativa entre os tipos de infec¢ao.

A maior concentragdo da droga (100uM) promoveu os trés tipos de morte celular de
maneira indistinta entre os grupos, ainda que a maior mortalidade tenha se dado por apoptose
(média de 19,24% para apoptose ¢ 6,7% para apoptose tardia). A menor concentragdo de
cisplatina (25uM) promoveu principalmente uma morte celular do tipo apoptose tardia, sem
diferenca significativa entre os grupos (Figura 16B). Interessantemente, nessa concentragao,
verificamos que ha diferenca significativa entre todos os grupos (p<0,01) quanto a mortalidade
por necrose, sendo que em células nao infectadas ¢ menor (3,18%), € em células infectadas com

T. cruzi Colombiana a necrose ¢ maior (4,51%) (Figura 16C).
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Figura 16. Tipo de morte celular de células L6, infectadas ou ndo com o Trypanosoma cruzi, expostas a
cisplatina. A) Grafico tridimensional apresentando os tipos de morte celular (apoptose, apoptose tardia e necrose)
em relagdo ao aumento da concentragdo de cisplatina e tipo de cepa infectante. Note que ha uma tendéncia de
aumento da mortalidade com o aumento da concentra¢do. B) Dotblot da citometria mostrando células vivas
(Anexina- e PI-), em necrose (Anexina- ¢ PI+), entrando em apoptose (Anexina+ ¢ PI-) e em apoptose tardia
(Anexina+t e PI+).C) Porcentagem de células em necrose, apoptose e apoptose tardia apos 24h do tratamento com

cisplatina 25uM. **p<0,01
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3.2.3 Efeito na degradaciao de DNA

Quanto a degradacdo de DNA, o teste do cometa revelou uma relagdo linear entre a
concentracdo da cisplatina e a degradagao de DNA (p<0,001) ap6s o periodo de recuperagao
(tempo 24h) (Figura 17). Essa relagdo foi significativamente maior em células infectadas por
T. cruzi Berenice (p<0,001). Nao houve diferenga estatistica entre células sem infecg¢do e
células infectadas por 7. cruzi Colombiana (p=0,969), corroborando com os resultados

encontrados em sub-G1.

Figura 17. Influéncia da concentracio de cisplatina na degradacio de DNA de células L6, infectadas ou nao
pelo Trypanosoma cruzi. A) Grafico mostrando a mediana da porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa em
relagdo a concentragdo de cisplatina. A degradacdo de DNA ¢ significativamente maior em células infectadas por
T. cruzi Berenice (p<0,001). B) Cometa representativo do valor da mediana em diferentes concentracdes de
cisplatina (OuM, 25uM e 100uM), apresentado pela foto em escala de cinza e por cores de acordo com a

intensidade. *p<0,05. **p<0,01

Assim, vimos que em células ndo infectadas, praticamente ndo houve degradacao de
DNA com o tratamento com cisplatina 25uM (mediana de % de DNA da cauda = 0), em
nenhum tempo analisado. J4 em células infectadas com 7. cruzi, essa degradagao foi visivel em
algumas amostras da triplicata, sendo significativa apenas para células infectadas com a cepa
Berenice (Figura 18A), e avaliadas 24h apos o inicio do tratamento (p<0,05). Nos demais
tempos, ndao houve diferenga significativa entre os grupos.

No tratamento com cisplatina a 100uM, a degradagdo de DNA aumenta ao passar do
tempo poés inicio do tratamento (Figura 18B), de maneira semelhante ao encontrado em sub-
G1, também sendo significativa apenas ap6os o periodo de recuperagdo, ou seja, no tempo de

24h (p<0,001). O tipo de infeccdo também afetou a degradacdo de DNA (p<0,001). Células
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infectadas com 7. cruzi Berenice apresentam, 24h ap6s o inicio do tratamento (12h tratamento
+ 12h recuperagdo), significativamente mais degradagao de DNA que células infectadas com
Colombiana ou nao infectadas (p<0,01) (Figura 18D). Nao existe diferenca estatistica entre a
degradacdo de DNA de células infectadas com 7. cruzi Colombiana e células ndo infectadas
(p=0,658). Imediatamente apos o fim do tratamento (12h) com cisplatina 100uM, foi detectada
degradacao de DNA nos trés grupos, mas sem diferencga significativa entre eles (Figura 18C).
As 4h, apenas células infectadas com a cepa Colombiana apresentaram algum grau de

degradacao de DNA (mediana acima de zero), mas ndo foi significativo.

Figura 18. Degradacio de DNA e Reparo em células L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi, tratadas
com Cisplatina a 25 ou 100puM. A) Degradagcdo de DNA segundo o teste do cometa, 24h apos o inicio do
tratamento com cisplatina 25uM. B) Mediana da porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa de células tratadas
com cisplatina 100uM, de acordo com o tempo ap6s o inicio do tratamento (h). C) Box plot da mediana da
porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa imediatamente apds o tratamento com cisplatina 100uM (12h). D)
Box plot da mediana da porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa ap6s periodo de recuperagéo do tratamento

com cisplatina 100uM (24h). *p<0,05. **p<0,01.
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O teste do cometa neutro em cé€lulas tratadas com cisplatina 100uM, avaliadas apos o
periodo de recuperacdo (24h), indicou que, em células ndo infectadas e em células infectadas
com Colombiana, foi baixa a taxa de quebra de dupla fita ao se comparar com os dados do
cometa alcalino (Figura 19). A mediana do cometa neutro foi significativamente maior em
células infectadas por Berenice (p<0,05). Mesmo assim, a maior parte da degradacao de DNA
neste grupo se deu por quebra de simples fita, inferindo-se por comparagdo com o resultado do

cometa alcalino.

Figura 19. Teste do cometa alcalino e neutro em células tratadas com cisplatina 100uM. Mediana da
porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa de células tratadas com cisplatina 100uM, de acordo com o tempo

apos o inicio do tratamento (h).

3.2.4 Efeito na proliferacio celular

Em relagdo ao efeito da cisplatina sobre a proliferacao de células L6, verificamos que,
mesmo sete dias apos o fim do tratamento, ndo houve formacao de colonia (>50 células) em
nenhum grupo tratado (Figura 20A). Somente o grupo infectado com a cepa Berenice
apresentou grupamento de 2 a 49 células na triplicata, no tratamento a 25uM, sendo portanto,
significativamente relevante (p<0,05) em relacdo as células infectadas com Colombiana (Figura
20B e C), que ndo apresentou nenhum grupamento de células. O aumento da concentracdo de
cisplatina teve efeito significativo na quantidade de células sozinhas (Figura 20D) apenas em
Berenice (p<0,01) e em Colombiana (p<0,01), ndo tendo diferenca significativa em células ndo

infectadas (p=0,108).
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Figura 20. Proliferacdo celular em grupos tratados com cisplatina, infectados ou nio pelo 7rypanosoma
cruzi. A) Foto dos pogos do ensaio de proliferacdo, corados com cristal violeta. Note que ndo ha formacdo de
coldnias no tratamento com cisplatina (25uM e 100uM). B) Foto de células sozinhas sem infecgdo e infectadas
com 7. cruzi Colombiana, e foto de grupamento de 18 células no grupo infectado por Berenice. A barra de escala
corresponde a 100pm. C) Numero médio de grupos de 2 a 49 células em relagdo a concentragdo de cisplatina

(uM). D) Nimero médio de células sozinhas em relagdo a concentragdo de cisplatina. *p<0,05; **p<0,01.

A andlise de proliferacdo celular mediante avaliacao do ciclo celular (Figura 21) das
culturas tratadas com cisplatina, verificou que, imediatamente ap6és o tratamento (12h apds o
inicio do tratamento), existe uma menor quantidade de células infectadas pela cepa Colombiana
na fase G1, ou seja, ha um aumento de células na fase S-G2, fato verificado apenas na
concentracdo de 100uM da droga (p<0,05). Nos dois outros grupos, a concentragdao de
cisplatina ndo exerceu influéncia no ciclo celular nas primeiras 12h (Figura 21A). Entretanto,

ap6s 24h do inicio do tratamento (12h de tratamento + 12h de recuperagdo), observa-se uma
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parada no ciclo celular (queda na quantidade de células na fase G1) com concentragdo baixa
(25uM) nos trés grupos. De interesse, o aumento na concentracdo leva a um aumento na
quantidade de células na fase G1 (Figura 21B). O perfil apresenta provavelmente um modelo
cubico (p<0,001), onde ha significancia apenas nos pontos 25 (p<0,01) (e os demais) e entre 75
e 50 (p<0,05). Teste de regressao linear mostra uma relagdo linear apenas para o grupo sem

infeccao (p<0,01).

A 12h B 24h

Figura 21. Quantidade de células L6, infectadas ou nio pelo 7Trypanosoma cruzi, na fase G1 em relaciio a
concentraciio de cisplatina. A) Células avaliadas imediatamente ap6s o fim do tratamento (12h) B) Células
avaliadas 24h ap6s o inicio do tratamento. A linha tracejada corresponde a 50% das células avaliadas. Se G1 esta

abaixo da linha, significa que a maior parte das células estdo em S-G2. * p<0,05

O tratamento com cisplatina 25uM levou a um aumento no tamanho celular nas culturas
nao infectadas (p<0,05) e em células infectadas com 7. cruzi Colombiana (p<0,05) (Figura
22A). As células maiores apresentaram um aspecto alargado e achatado (Figura 22B). As
células infectadas com Berenice ndo apresentaram diferenga significativa no diametro de Feret
entre antes e depois do tratamento (Figura 22A). O diametro de Feret foi calculado 7 dias apds
o tratamento.

Nas 4h e 12h do tratamento com cisplatina 25uM, nao se encontra diferenca
significativa no perfil de ciclo celular entre os grupos. Ja apos o periodo de recuperagdo (24h),
existe diferenga significativa no ciclo celular de células infectadas com a cepa Colombiana em
relagdo a células ndo infectadas, onde Colombiana apresenta mais células na fase G1 (p<0,05).
De fato, percebe-se que, ao longo do tempo, células tratadas com cisplatina 25uM tendem a

diminuir o namero de células na fase G1, ou seja, tende a uma parada no ciclo celular (Figura
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22C e D). A anélise de regressao linear mostra que essa relagdo existe para o grupo sem infec¢ao
(p<0,001) e para o grupo infectado com 7. cruzi Berenice (p<0,01). Para células infectadas com

Colombiana, essa relagao nao existe (p=0,209), ou seja, ndo ha parada do ciclo celular.

Figura 22. Proliferacio e morfologia de células L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi, tratadas com
Cisplatina 25uM. A) Didmetro de Feret médio em células sem tratamento e tratadas com cisplatina 25uM. B)
Micrografia optica de células ndo infectadas sem tratamento e tratadas com cisplatina 25uM, avaliadas 7 dias apos
tratamento ¢ coradas com cristal violeta. A barra de escala corresponde a 100um. C) Propor¢do média de células
em fase G1 em comparagdo com o tempo apds inicio do tratamento de cisplatina 25uM. D) Histograma da
fluorescéncia de iodeto de propideo mostrando ciclo celular antes (vermelho) e apds (azul) tratamento com

cisplatina 25uM. *p<0,05

Quando avaliadas culturas tratadas a 100uM, percebe-se que nao houve proliferagdo em
nenhum dos grupos, apenas células isoladas. Nao hé diferenca significativa na quantidade de
células entre os tipos de infec¢ao (p=0,152) e nem no didmetro de Feret. L6 infectadas por T.

cruzi Colombiana apresentaram uma maior quantidade de células na fase S/G2 (p<0,01)
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imediatamente ap6s o tratamento com cisplatina (12h) (Figura 23A e B). As 24h, apesar de uma
ligeira quantidade maior de células na fase G2 em Colombiana, estatisticamente ndo foi
encontrada diferencas significativas quanto ao ciclo celular entre os grupos. A regressao
apontou que nao existe relacdo linear entre o tempo pos inicio do tratamento e o ciclo celular,
mas a infeccdo por Colombiana estabeleceu uma relagao que assume um modelo quadratico

(p<0,01) (Figura 23C).

Figura 23. Ciclo celular com tratamento de Cisplatina 100pM em células L6 infectadas ou ndo pelo
Trypanosoma cruzi. A) Porcentagem de células em fase G1 e S/G2 imediatamente apds tratamento com cisplatina.
B) Histograma de fluorescéncia de iodeto de propideo mostrando ciclo celular antes (vermelho) e ap6s (azul)
tratamento com cisplatina 100puM, imediatamente ao final do tratamento. C) Propor¢ao média de células em fase

G1 em comparagdo com o tempo apo6s inicio do tratamento de cisplatina 100uM. **p<0,01

3.2.5 Efeito na expressao de genes

3.2.5.1 Genes relacionados a mortalidade celular
Para avaliarmos a mortalidade celular nos diferentes grupos experimentais, inicialmente

avaliamos a expressao do gene Bc/2 (Figura 24), um gene anti apoptotico. SO ¢ possivel
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observar reducao de Bc/2 no tratamento com 100uM de cisplatina; o tratamento com 25uM
apresentou niveis de expressao semelhantes aos do controle (ndo infectado e ndo tratado). Apds
4h de exposicao a cisplatina na concentragdo de 100uM, verificamos uma diminuigao
generalizada na expressao desse gene quando comparada com a do controle. Entretanto, uma
diferenca significativa s6 foi confirmada nos grupos infectados com a cepa Berenice (p<0,05).
Apos 12h de submissao a droga, esse mesmo efeito passou a ser observado nas culturas
infectadas pela cepa Colombiana (p<0,05). De interesse, as culturas infectadas com a cepa
Berenice mantiveram uma expressdo reduzida de Bcl2, de maneira significativa na
concentracdo 100uM de cisplatina. Em células ndo infectadas, essa reducao na expressao de
Bcl?2 foi significativa apenas mais tarde, nas 24h apds o inicio do tratamento (12h de tratamento
+ 12h de recuperacdo; p<0,05). Desta forma, apds o periodo de recuperagdo, os grupos
experimentais passaram a se comportar de maneira igual quanto a expressao de Bc/2, nao

havendo diferencga estatistica entre eles.

Figura 24. Expressio de Bcl2 e P53 de células L6, infectadas ou ndo com Trypanosoma cruzi, e tratadas com
cisplatina. A) Heatmap do resultado da RT-qPCR apontando maior (vermelho) ou menor (azul) expressdao de

BCL2 e p53 em comparacéo ao calibrador (controle ndo infectado e ndo tratado).

Em relagdao a P53 (Figura 24), desde as primeiras 4h do inicio do tratamento, células
infectadas com Berenice e Colombiana registraram aumento significativo na expressao deste
gene (p<0,001 e p<0,01, respectivamente), que ficou mais evidente com o aumento da
concentracdo de cisplatina. Curiosamente, verificou-se o retorno da expressdao de P53 para
niveis basais imediatamente apds o tratamento (tempo 12h) com a concentragdo de 25uM. O
aumento na expressao de P53 so foi significativo em células nao infectadas nas 24h apos o
inicio do tratamento (12h de tratamento + 12h de recuperagdo). Neste periodo, P53 esta mais

expresso em todos os grupos, sem diferenca estatistica entre eles.
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3.2.5.2 Genes envolvidos no reparo de DNA

O tratamento com cisplatina levou a alteragdo de diversos genes envolvidos no reparo
de DNA, com algumas peculiaridades em cé¢lulas infectadas, dependendo do tipo de cepa
(Figura 25). Nas primeiras 4h de tratamento com cisplatina, nas concentragdes de 25 e 100uM,
observou-se um aumento na expressao de Rad51 (p<0,01) em todos os grupos. No entanto, em
células ndo infectadas, a expressao de Rad5 1 ¢ significativamente maior que em células com 7.
cruzi (p<0,05). No tratamento com cisplatina 25uM, células sem infec¢ao apresentam maior
expressao de Rad5 1 em todos os tempos avaliados (Figura 26B). Nesta concentragao, o pico na
expressao de Rad51 ocorre imediatamente apds o tratamento com cisplatina, as 12h. Apos o
periodo de recuperagdo, observa-se uma reducao relativa na expressao de Rad51, mas apenas
células infectadas com a cepa Colombiana retornam para o nivel basal de expressdao. No
tratamento com cisplatina 100uM, a expressao aumentada de Rad5! se mantém ao longo do
tempo, sem pico as 12h.

Quanto a expressao de Afm, encontra-se alteracdes significativas na expressao deste
gene em células ndo infectadas apenas no tratamento com cisplatina 25uM (Figura 26A). No
tratamento mais intenso, 100uM, células ndo infectadas ndo apresentam mudangas
estatisticamente relevantes na expressao de Arm em nenhum periodo (Figura 27A). No periodo
inicial de tratamento (4h), apenas células infectadas com a cepa Berenice apresentaram aumento
significativo na expressao de Arm (p<0,001), em ambas as concentragdes (25uM e 100uM), e
manteve-se aumentado até o final do tratamento com cisplatina 25uM (tempo 12h). Aos
100uM, os niveis de A#m em Berenice retornam aos basais as 12h (Figura 27A). O aumento na
expressao de Atm foi perceptivel em células nao infectadas apenas apds 12h de tratamento com
cisplatina 25uM, onde a expressdo foi significativamente maior que a de células infectadas
(p<0,05). Células infectadas com 7. cruzi Colombiana ndo apresentaram aumento na expressao
de Atm em nenhum momento no tratamento com cisplatina (25uM ou 100uM). Apos o periodo
de recuperagdo, verifica-se que a expressao de Atm retorna aos niveis basais em células nao
infectadas e infectadas com a cepa Berenice, mas, em células infectadas por Colombiana, ha

uma redugdo significativa na expressao de Atm (p<0,05), nas concentragdes de 25uM e 100uM.
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Figura 25. Expressao de genes de reparo em células tratadas com cisplatina, infectadas
ou nao pelo Trypanosoma cruzi. A) Heatmap do resultado da RT-qPCR apontando maior

(vermelho) ou menor (azul) expressdao de genes

Em relacdo a expressdo de Brcal, s6 foi detectada alteragdo apds o periodo de
recuperagdo do tratamento com cisplatina 25uM (Figura 26C) ou 100uM (Figura 27B), com
aumento significativo (p<0,01) em células sem infec¢do e infectadas com 7. cruzi Berenice.
Ressalta-se que células ndo infectadas expressam significativamente mais Brcal que células
infectadas no tratamento com cisplatina 25uM. Em células infectadas com 7. cruzi Colombiana,
nao houve diferenca estatistica na expressao desse gene em nenhuma condigao.

Em todos os grupos, ha aparente redugdo na expressao de Xrcc4 com o tratamento com

cisplatina, no entanto, esta s6 ¢ significativa em células nao infectadas (p<0,001).
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Interessantemente, em células infectadas por 7. cruzi Colombiana, as 24h, ¢ expressa a
quantidade basal de Xrcc4 no tratamento com cisplatina 25uM.

Quanto ao gene Pcna, observa-se, nas primeiras horas de tratamento com cisplatina
25uM, que todos os grupos apresentaram um aumento em sua expressao (p<0,05), e este se
mantém aumentado ao longo do tempo (Figura 26D). No tratamento mais intenso (100uM),
apenas c¢lulas com a cepa Colombiana apresentam aumento significativo na expressao deste
gene nas primeiras 4h, os demais grupos registraram aumento as 12h (Figura 27D).
Imediatamente ap6s o fim do tratamento (12h) com cisplatina 25uM, as células ndo infectadas
apresentam expressao significativamente maior de Pcna comparada com células infectadas.
Células infectadas com 7. cruzi Colombiana, curiosamente, apresentam superexpressao de
Pcna (p<0,05) apods o periodo de recuperagdo do tratamento com ambas as concentragdes de
cisplatina.

Apenas células infectadas com 7. cruzi Berenice apresentaram aumento significativo na
expressao de Msh2 (p<0,001) nas primeiras 4h de tratamento com cisplatina, nas concentragoes
de 25uM (Figura 26E) e 100uM (Figura 27C). Células ndo infectadas e infectadas com
Colombiana apresentaram aumento na expressao de Msh2 (p<0,001) apenas 12h apos o inicio
do tratamento com cisplatina 25uM, para nao infectadas, e 25 e 100uM, para as infectadas com
a cepa Colombiana. Na concentragdo de 100uM, células sem infec¢cdo ndo alteram a expressao
de Msh2 ao longo do tempo. Interessantemente, em todos os grupos, imediatamente apos o
tratamento (12h), a cisplatina 25uM induziu a uma maior expressao de Msh2 que no tratamento
mais intenso (100uM). Chama atencdo as cé€lulas infectadas pela cepa Colombiana que
apresentam menor expressao de Msh2 que as nao infectadas em todos os tempos de tratamento.
Apos o periodo de recuperacao, inclusive, ha reducdo significativa na expressao de Msh2 pelas
células infectadas por Colombiana (p<0,05), tanto no tratamento 25uM como em 100uM.

A expressao de Rpal ¢ alterada de acordo com o aumento na concentragao de cisplatina,
apenas em cé€lulas infectadas, com aumento da expressdo nas primeiras 4 horas do tratamento
(p<0,05 em Berenice e p<0,01 em Colombiana). Neste periodo inicial de tratamento, células
infectadas apresentam também reducao na expressao de Xpa (p<0,01 em Berenice e p<0,05 em
Colombiana), independentemente da concentragao da droga utilizada.

O aumento na expressao de Oggl, no tratamento com cisplatina, s6 € significativo a
partir das 12h (p<0,05), para todos os grupos tratados com a concentragao de 25uM (Figura
29F). Apos o periodo de recuperagdo, os grupos sem infeccdo e infectados com 7. cruzi
Berenice mantém a expressdao aumentada, enquanto em células infectadas com a cepa

Colombiana, ha reducao significativa na expressao de Oggl/ no tratamento com cisplatina
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25uM (p<0,01). Neste periodo, no tratamento com cisplatina 25uM, células nao infectadas
apresentam este gene mais expresso que nos demais grupos (p<0,01). Nao ha diferenca
significativa da expressao de Ogg/ no tratamento com cisplatina 100uM.

Apenas cé¢lulas infectadas apresentam alteracdo na expressao de Xrccl (p<0,05 para
ambas as cepas). Nas primeiras 4h, ha um aumento significativo na expressao deste gene em
células infectadas, seguida pela normaliza¢do nos niveis basais nas horas seguintes (Figura
27E). Apos o periodo de recuperacao (24h), no entanto, as células infectadas apresentam menor
expressao de Xrccl em comparacdao a células ndo tratadas (p<0,05), e a cepa Colombiana

apresenta expressao significativamente menor que células sem infecgdo (p<0,01).

Figura 26. Expressio de genes de reparo em células L6, infectadas ou nio com Trypanosoma cruzi, tratadas
com Cisplatina 25uM. Expressdo de A) Atm; B) Rad51; C) Brcal; D) Pcna; E) Msh2; e F) Oggl em diferentes
tempos apos tratamento. Tempo representado em horas (h). *p<0,05; **p<0,01. a: estatistica referente a células
sem infecgdo (p<0,05); b: estatistica referente a células infectadas com a cepa Berenice (p<0,05); c: estatistica

referente a células infectadas pela cepa Colombiana (p<0,05).
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Figura 27. Expressio de genes de reparo em células L6, infectadas ou nfo pelo Trypanosoma cruzi, tratadas
com Cisplatina 100nM. Expressdo de A) Atm; B) Brcal; C) Msh2; D Pcna; e E) Xrccl em diferentes tempos
apos tratamento. Tempo representado em horas (h). *p<0,05. a. estatistica referente a células sem infecg¢do
(p<0,05); b: estatistica referente a células infectadas com a cepa Berenice (p<0,05); c: estatistica referente a células

infectadas pela cepa Colombiana (p<0,05).

3.2.5.3 Expressao do retroelemento LINE-1

O tratamento com cisplatina ndo levou a alteracao na expressao da ORF 2 (transcriptase
reversa) de LINE-1 em células ndo infectadas e infectadas com Berenice. Em células com 7.
cruzi Colombiana, no entanto, hd aumento relativo e significativo (p<0,01) da expressdao da
ORF2 de LINE-1 durante a recuperacdo do tratamento, em ambas as concentracdes de

cisplatina (Figura 28).
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Figura 28. Expressdo da transcriptase reversa do retroelemento LINE-1 em células L6, infectadas ou nio
com Trypansoma cruzi, tratadas com cisplatina. A) Heatmap da expressdo do retroelemento LINE-1 no

tratamento com cisplatina. B) Expressdo de LINE1 no tratamento com cisplatina 25uM. * p<0,05.

3.2.5.4 Genes de proliferacio e senescéncia

Observa-se, desde as primeiras 4h de tratamento com cisplatina 25uM e 100uM, um
aumento significativo na expressao de P2/, um gene relacionado ao controle do ciclo celular e
envolvido na senescéncia (Figura 29). Especificamente no tratamento a 25uM (Figura 30A),
células ndo infectadas tem P27 mais expresso que em cé€lulas infectadas com 7. cruzi. Nas horas
seguintes (tempo de 12h), ha uma redugdo significativa na expressao de P21. Apds o periodo
de recuperacdo, células sem infecg¢do apresentaram superexpressao de P27 (p<0,05), enquanto
células infectadas com 7. cruzi Colombiana apresentaram reducao significativa na expressao
deste gene, se igualando aos niveis basais. No tratamento mais intenso (100uM), ndo ha
diferenca na expressao de P2/ entre células infectadas com 7. cruzi e nao infectadas (Figura
29).

Em células ndo infectadas, o tratamento com cisplatina 25uM levou a uma reducao
relativa da expressdo de P16 ao longo do tempo (p<0,01). Nao houve alteragdo significativa de
P16 no tratamento com cisplatina em células infectadas com 7. cruzi Berenice. Em células
infectadas por 7. cruzi Colombiana, no entanto, ha significativo aumento de expressao de P16
apods a recuperagao do tratamento com cisplatina 25uM (p<0,001) e 100uM (p<0,05) (Figura
300).

O marcador de proliferagdo celular Ki67 apresentou redugdo significativa de expressao
(Figura 29), conforme aumento da concentracdo de cisplatina, apenas em células infectadas
com 7. cruzi (p<0,05), tanto Berenice como Colombiana, desde as 4 primeiras horas de

tratamento. Em nenhum tempo, a concentragado teve efeito significativo na expressao de Ki67
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em células ndo infectadas. Interessantemente, quando analisadas 24h apds o tratamento com
cisplatina 25uM, células infectadas com 7. cruzi Colombiana apresentaram aumento

significativo na expressao de Ki67 (p<0,01) (Figura 30B).

Figura 29. Expressio de P16, P21 e Ki67 de células L6, infectadas ou ndo com Trypanosoma cruzi, e tratadas
com cisplatina. Heatmap do resultado da RT-qPCR apontando maior (vermelho) ou menor (azul) expressdo de

P16, P21 e Ki67 em comparagdo ao calibrador.
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Figura 30. Expressio de genes relacionados com senescéncia e proliferacio celular em culturas de L6,
tratadas com cisplatina 25uM, infectadas ou nao pelo Trypanosoma cruzi. Expressio de A) P21; B) Ki67; e
C) P16 em diferentes tempos pos tratamento. *p<0,05; *** p<0,001. a: estatistica referente a células sem infecg¢do
(p<0,05); b: estatistica referente a células infectadas com a cepa Berenice (p<0,05); c: estatistica referente a células

infectadas pela cepa Colombiana (p<0,05).

3.2.5.5 Testes de Correlacao de Expressao Génica

Para avaliar o perfil de expressao génica de genes relacionados & mesma via, foram
feitos testes de correlagdo para cada tipo de infeccdo, em diferentes tempos de tratamento, ou
em diferentes concentragdes. Para células infectadas com a cepa Berenice, foi encontrada
correlagdo na expressdo de genes relacionados a HR: Atm e Brcal (coeficiente de
correlagao=0,683, p<0,05) e Atm e Rad51 (coeficiente de correlacao=0,843; p<0,01), as 4h,
Atm e Rad51 (coeficiente de correlacao=0,691; p<0,05), e Rad51 e Brcal (coeficiente de
correlagdo = 0,814; p<0,01), as 24h, com o aumento de concentragdo. Ja para células nao
infectadas, houve correlagdo apenas as 4h, entre Atm e Rad5 I (coeficiente de correlacao=0,827;
p<0,01), e em células infectadas com Colombiana, a relagdo entre Atm e Rad51 foi negativa

(coeficiente de correlagao=-0,734; p<0,05) as 24h (Figura 31).
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Figura 31. Correlacio da expressido de genes de reparo relacionados a recombinacio homoéloga com o
aumento da concentracido de cisplatina, em células L6 infectadas ou nao com Trypanosoma cruzi. A)
Expressao de genes relacionados 8 HR em células infectadas com 7. cruzi Berenice. B) Expressdo de Atm e Rad51

em células sem infeccdo. C) expressdo de Atm ¢ Rad51 em células infectadas com a cepa Colombiana.

Foi detectada também uma relacdo inversamente proporcional entre Rad51 e Xrcc4 nos
grupos sem infec¢dao (Coeficiente de correlagdo: -0,763; p<0,01) e infectados com 7. cruzi
Berenice (Coeficiente de correlagao: -0,609; p<0,05), durante tratamento com cisplatina 25uM.
Esta relagdo também foi encontrada para células tratadas com 100uM infectadas com Berenice
(Coeficiente de correlacao: -0,729, p<0,01) e com Colombiana (Coeficiente de correlagdo: -
0,596, p<0,05). E, curiosamente, para as c€lulas infectadas com a Cepa Colombiana verificou-
se uma correlacao positiva entre Xrcc4 e Breal (Coeficiente de correlagao: 0,801; p<0,01), para
as duas concentragdes (Figura 32).

Também foi avaliada correlagao entre genes envolvidos da via BER e NER, e percebe-
se que, apenas em cé¢lulas infectadas por Colombiana e tratadas com cisplatina 25uM, foi visivel
a correlagdo entre os dois genes da via BER (Xrccl e Oggl) (Coeficiente de correlacdo: 0,805,
p<0,01), e uma relacdo inversamente proporcional entre Xpa (NER) e Ogg!/ (Coeficiente de
correlagdo: -0,711, p<0,01) e entre Xpa e Xrccl (Coeficiente de correlagdo: -0,9; p<0,001).
Durante tratamento com cisplatina 100uM, também foi perceptivel a relagdo inversa entre Xpa

e Oggl em células infectadas por 7. cruzi Berenice (Coeficiente de correlagdo:-0,7; p<0,05)

(Figura 33).
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A XRCC4 e RAD51 (Cis 25uM), Berenice ¢ XRCC4 e RAD51 (Cis 25uM), Sem infecgdo E XRCC4 e BRCAL (Cis 25uM), Colombiana

Média (logaritmica)
Média (logaritmica)
Média (logaritmica)

Horas Horas Horas

B XRCC4 e RAD51 (Cis 100uM), Berenice D XRCC4 e RAD51 (Cis 100uM), Colombiana

Média (logaritmica)
Média (logaritmica)

Horas Horas

Figura 32. Correlacido da expressiao de Xrcc4, Rad51 e Brcal. A) Expressdo de genes em células infectadas
com T. cruzi Berenice e tratadas com cisplatina 25uM. B) Expressdo de genes em células infectadas com 7. cruzi
Berenice e tratadas com cisplatina 100uM. C) Expressdo de genes em células ndo infectadas tratadas com
cisplatina 25uM. D) Expressdo de genes em células infectadas com 7. cruzi Colombiana e tratadas com cisplatina

100uM. E) Expressdo de genes em células infectadas com 7. cruzi Colombiana e tratadas com cisplatina 25uM.

Interessantemente, a expressao do gene Msh2, da via MMR, apresentou correlagdo com
o gene Oggl, da via BER, no tratamento com cisplatina 25uM, nos trés grupos, com coeficiente
de correlagdo de Pearson maior que 0,810 (p<0,01). Este gene da via MMR teve correlagao
negativa com Xpa, da via NER, apenas para células infectadas com 7. cruzi, com coeficiente
de correlacao de -0,634 (p<0,05) para Berenice e -0,688 (p<0,05) para Colombiana. No
tratamento com 100uM de cisplatina, s6 foi perceptivel correlacdo em células infectadas por
Berenice, apresentando relagdo inversamente proporcional entre Msh2 e Xpa (Coeficiente de

correlagdo:-0,853, p <0,001) (Figura 33).
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Figura 33. Correlacio da expressao de genes relacionados as vias BER, NER e MMR. A) Expressdo de genes
em células infectadas com T. cruzi Colombiana e tratadas com cisplatina 25uM. B) Expressdo de genes em células
infectadas com 7. cruzi Berenice e tratadas com cisplatina 100uM. C) Expressdo de genes em células ndo
infectadas tratadas com cisplatina 25uM. D) Expressdo de genes em células infectadas com 7. cruzi Berenice e
tratadas com cisplatina 25uM. E) Expressao de genes em células infectadas com 7. cruzi Colombiana e tratadas

com cisplatina 25pM.

Também houve correlagdo na expressao de Atm, P53 e P21 durante tratamento com
cisplatina 100uM apo6s recuperagao (24h) em células ndo infectadas (coeficiente de correlacao:
Atm e P53=0,860; p<0,001; Atm e P21=0,825; p<0,01 ; P53 ¢ P21=0,918;p<0,001) e infectadas
com 7. cruzi Berenice (coeficiente de correlacdo :Atm e P53=0,711; p<0,05; Atm e P21=0,618;
p<0,05 ; P53 e P21=0,714; p<0,01); em células infectadas com Colombiana houve correlagao
apenas entre P53 e P21 (coeficiente de correlacao=0,726; p<0,01) (Figura 34). Foi encontrada
relagdo inversamente proporcional entre P16 ¢ P21 no tratamento com cisplatina 25uM, apenas
em células sem infec¢do (Coeficiente de correlagdo: -0,640, p<0,05) e em células infectadas

com Colombiana (Coeficiente de correlagdo:-0,694, p<0,05).
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Figura 34. Correlaciio da expressao de P21, P53 e Atm em células L6, infectadas ou nio com 7rypanosoma
cruzi, tratadas com cisplatina 100uM. A) Expressdo de P21, P53 e Atm em células ndo infectadas. Ha correlaggo
entre os trés genes B) Expressdo de P21, P53 e Atm em células infectadas com 7. cruzi Berenice. Ha correlacdo
entre os trés genes C) Expressdo de P2/, P53 e Atm em células infectadas com 7. cruzi Colombiana. Ndo ha
correlagdo entre ATM e os demais genes. D) Expressdo de P2/ e P16 em células infectadas com 7. cruzi

Colombiana.

33 Efeito da cisplatina no Trypanosoma cruzi

3.3.1 Efeito da cisplatina na mortalidade do Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas foram expostas a cisplatina 100uM, nas mesmas condi¢des de
tratamento que células L6. A contagem na camara de Neubauer mostrou que cerca de 85% dos
parasitos continuaram vivos mesmo apo6s o periodo de recuperagao (tempo de 24h). Nao houve

diferenca significativa entre as cepas Berenice e Colombiana (Figura 35).
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Figura 35. Curva de viabilidade de Trypanosoma cruzi tratados com Cisplatina 100pM.

3.3.2 Efeito da cisplatina na parasitemia de células infectadas

A partir da quantificacdo do gene constitutivo 7c40S, estimou-se a quantidade de
parasitos em amostras tratadas com cisplatina ao longo do tempo (Figura 36). O tratamento
com cisplatina levou a uma reducdo na quantidade total de 7. cruzi Berenice nas culturas
infectadas desde as primeiras 4h (p<0,05). No entanto, ndo houve alteragdo significativa na
quantidade dos parasitos ao longo do tempo no tratamento com cisplatina 25uM. J& apos o
tratamento com cisplatina 100uM, durante o periodo de recuperacao (24h), houve uma redugao
na quantidade 7. cruzi Berenice. Esta reducao foi significativa quando considerada a proporg¢ao
entre quantidade de parasitos por quantidade de células L6 (p<0,05).

Ja a cepa Colombiana apresentou um comportamento diferente apds tratamento com
cisplatina em células infectadas. Enquanto o tratamento com cisplatina 25uM ndo apresentou
diferencas significativas na quantidade de parasitos em nenhum periodo, o tratamento mais

intenso, com cisplatina 100uM, apresentou um aumento na quantidade de Colombiana, apenas
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no periodo de recuperacgao (24h). Este aumento também foi detectavel e significativo (p<0,001)

quando considerada a proporg¢ado parasito/célula L6.

Figura 36. Quantidade de Trypanosoma cruzi em células tratadas com cisplatina 100puM, a partir da
quantificacdo de Tc40S. A) Quantidade de parasitos da cepa Berenice em células infectadas, no tratamento com
cisplatina 100pM, ao longo do tempo. B) Quantidade de parasitos da cepa Berenice em células infectadas, durante
tratamento com cisplatina 100uM e recuperagdo. C) Quantidade relativa de parasitos da cepa Berenice,
considerando a quantidade de células L6, avaliadas ao longo do tempo do tratamento com cisplatina 100uM. D)
Quantidade de parasitos da cepa Colombiana em células infectadas, durante tratamento com cisplatina 100uM e
recuperacdo. E) Quantidade relativa de parasitos da cepa Colombiana, considerando a quantidade de células L6,

avaliadas ao longo do tempo do tratamento com cisplatina 100puM.
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3.3.3 Efeito da cisplatina na expressao de genes de reparo do Trypanosoma cruzi

O tratamento com cisplatina 25uM aumentou a expressao de 7cPCNA (p<0,05) da cepa
Berenice, nas primeiras 4h de tratamento (Figura 37A). O mesmo foi observado no tratamento
com cisplatina 100uM (dado ndo mostrado). Este gene manteve a expressao aumentada até o
final do tratamento (12h), e nas 24h ap6s o inicio do tratamento voltou aos niveis basais de
expressao. TcMSH?2 apenas apresentou variagdo significativa apenas no tratamento de 100uM,
também com aumento de expressao as 4h do tratamento (p<0,05), e normaliza¢ao da expressao
nas horas seguintes (Figura 37C).

Quanto a cepa Colombiana, interessantemente, o tratamento com cisplatina 25uM levou
a uma reducao da expressdo de TcPCNA (p<0,05), apenas no periodo de recuperagdo (24h)
(Figura 37B). O tratamento com cisplatina 100uM nao levou a nenhuma alteracdo significativa
na expressao de TcPCNA nesta cepa (dado nao mostrado). Interessantemente, sé houve
aumento na expressao de 7cMSH?2 (p<0,05) no tratamento mais intenso, 100uM, e apenas
durante o periodo de recuperagao (24h). Nas horas durante o tratamento (4h e 12h) a expressao

de TcMSH?2 manteve-se semelhante aos niveis basais (Figura 37D).

Figura 37. Expressiao de genes de reparo de Trypanosoma cruzi no tratamento com cisplatina. A) Expressao
de TcPCNA da cepa Berenice no tratamento com cisplatina 25uM. B) Expressdo de 7cPCNA da cepa Colombiana
no tratamento com cisplatina 25uM. C) Expressdo de 7TcMSH?2 da cepa Berenice no tratamento com cisplatina
100uM. D) Expressao de TcMSH?2 da cepa Colombiana no tratamento com cisplatina 100uM. E) Heatmap de
expressdo de TcPCNA e TcMSH? no tratamento com cisplatina. *p<0,05.
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4 Influéncia da infec¢ao apos tratamento com Peroxido de Hidrogénio (H20:)

4.1  Efeito do Peroxido de Hidrogénio na viabilidade de células L6

Inicialmente, as células L6 foram expostas a diferentes doses de H,O> (0 a 1,6mM) por
4h. Foi feita a avaliagao da mortalidade (sub-G1) imediatamente ap6s o dano (4h), as 12h apds
o inicio do tratamento e as 24h apds o inicio do tratamento. De interesse, a variagdo na
concentracdo de H>O, tem efeito na mortalidade apenas no tempo de 24h (Figura 38). Nos
tempos de 4 e 12h a regressao ndo mostrou relagdo entre concentragdo e mortalidade, enquanto
no tempo de 24h essa relagdo é positiva (R?>=0,837; p<0,001). Para continuagio das analises
foram escolhidas concentragdes que causam baixa mortalidade (cerca de 10% de mortalidade;
0,8mM) e que causam uma mortalidade moderada (cerca de 30% de mortalidade; 1,6mM). O
tempo de recuperacdo também se mostrou importante na influéncia da concentracdo do
composto na degradacao de DNA, onde a regressdao € positiva para concentragoes entre 0 e

0,8mM (p<0,001), as 12h (R?=0,801, p<0,01) e 24h (R?=0,626, p<0,05).

Figura 38. Efeito da concentracio de Peroxido de Hidrogénio em células L6. A) Efeito da concentracdo na

mortalidade (sub-G1). B) Efeito da concentrag@o na degradagdo de DNA.

Imediatamente apds o tratamento (4h), o aumento na concentragdo de perdxido de
hidrogénio também aumentou a expressao de Msh2 (p<0,05), P21 (p<0,001), P53 (p<0,001)
Pcna (p<0,001) e Rad51 (p<0,05), indicando ativacdo das vias de reparo MMR e,
possivelmente HR. Nas células L6 analisadas as 12h e 24h nenhum gene foi alterado pelo

aumento da concentragao.
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4.2  Efeito da infeccdo com tratamento do Perdoxido de Hidrogénio

4.2.1 Efeito na Mortalidade

A infec¢do com 7. cruzi ndo alterou a mortalidade (sub-G1) das células imediatamente
ap6s o tratamento (4h) (Figura 39A). As 12h ap6és o inicio do tratamento, ou seja, com 8h de
recuperagdo, células infectadas com 7. cruzi apresentam maior mortalidade (Figura 39B), e
existe relagdo positiva entre o aumento da concentragao e sub-G1 (p<0,001) — regressao linear
para Berenice (R?=0,693, p<0,01); regressdo linear para Colombiana (R?>=0,629, p<0,05).

ApO6s 24h do tratamento, em todos os grupos existe uma relagdo positiva entre o aumento
da concentragdo e aumento da mortalidade (p<0,001), no entanto, c€lulas infectadas com a cepa
Colombiana apresentaram uma mortalidade significativamente menor que células nao

infectadas (p<0,01) e infectadas com 7. cruzi Berenice (p<0,001) (Figura 39C).

Figura 39. Influéncia da concentracio de Peroxido de Hidrogénio (mM) na mortalidade (Sub-G1) de células
L6 infectadas ou nao pelo Trypanosoma cruzi. A) Mortalidade avaliada imediatamente apos o fim do tratamento
(4h). B) A mortalidade foi avaliada 12h apds o inicio do tratamento. A infec¢do por 7. cruzi aumentou a
mortalidade das células L6. C) Mortalidade avaliada 24h apos o tratamento. Observa-se aumento de mortalidade
nos trés grupos, porém de maneira menos acentuada em células L6 infectadas com a cepa Colombiana (p<0,01).

*p<0,05. **p<0,01

Ao se avaliar a mortalidade (sub-G1) ao longo do tempo, em células tratadas com
perdxido de hidrogénio na concentracao de 0,8mM, percebe-se que a curva de mortalidade
apresenta uma relacdo linear para células infectadas com 7. cruzi (p<0,05), o que nao ¢
verificado para as culturas nao infectadas (Figura 40A). Células infectadas com a cepa Berenice
apresentam mortalidade significativamente superior aos demais grupos (p<0,01), ficando mais

evidente no ponto de 24h pds inicio do tratamento (Figura 40B).
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Figura 40. Mortalidade de células L6, infectadas ou niio pelo Trypanosoma cruzi, tratadas com H20: 0,8mM.
A) Taxa de mortalidade (sub-G1) em relagdo ao tempo pds inicio do tratamento (em horas). Células infectadas
com T. cruzi Berenice morrem significativamente mais que os demais grupos (p<0,01). B) Proporcédo de células

mortas (sub-G1) a 24h apds o tratamento com H20> 0,8mM. ** p<0,01.

O tratamento com H>O> a 1,6mM levou a uma mortalidade crescente ao longo do tempo
(Figura 41A), influenciada pelo tipo de infec¢ao (p<0,01), onde a cepa Colombiana mostrou
afetar mais a sobrevivéncia das células L6 do que a cepa Berenice. Merece a atencao o tempo
de 12h pods inicio do tratamento (4h de tratamento + 8h de recuperagdo) (Figura 41B), que
apresenta reducgao significativa da mortalidade em células nao infectadas (p<0,05). Nos demais
pontos, ndo ha diferenga significativa entre os tipos de infec¢do. Curiosamente, enquanto a
mortalidade de células sem infeccao e infectadas com 7.cruzi Berenice apresentam relagao
linear, segundo regressdo (R?=,488, p<0,05; R?=,730, p<0,001, respectivamente), células
infectadas com T7.cruzi Colombiana nao apresentam significancia na regressao linear da

mortalidade ao longo do tempo.

68



Figura 41. Mortalidade de células L6, infectadas ou ndo pelo Trypanosoma cruzi, e tratadas com H:0:
1,6mM. A) Taxa de mortalidade (sub-G1) em relagdo ao tempo pds inicio do tratamento (em horas). B) Proporgéo

de células mortas (sub-G1) 12h apds tratamento com H20> 1,6mM. *p<0,05.

4.2.2 Classificacdo da Morte Celular

O teste de anexina/Pl, especifico para indicar o tipo de morte celular, mostrou que o
aumento da concentracdo de H»O; influencia no aumento de necrose, apoptose € apoptose
tardia, sendo este Ultimo maior em células infectadas por 7.cruzi (p<0,05) (Figura 42).

No tratamento com H>O> 0,8mM, a maior parte da mortalidade se deu por apoptose, ¢
células infectadas por Colombiana morreram significativamente menos por necrose que em
outros grupos (p<0,05) (Figura 42C).

No tratamento com H>O»> 1,6mM, ndo foram encontradas diferengas significativas de

apoptose ou necrose entre 0s grupos.
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Figura 42. Tipo de morte celular de células L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi, apos tratamento
com Peroxido de Hidrogénio. A) Grafico tridimensional apresentando os tipos de mortalidade (apoptose,
apoptose tardia e necrose) conforme o aumento da concentragéo e tipo de infec¢do. Note que ha uma tendéncia de
aumento da mortalidade com o aumento da concentra¢do. B) Dotblot da citometria mostrando células vivas
(Anexina- e PI-), em necrose (Anexina- ¢ PI+), entrando em apoptose (Anexina+ ¢ PI-) e em apoptose tardia
(Anexina+t e PI+). C) Porcentagem de células em necrose, apoptose e apoptose tardia apds 24h do tratamento com
H202 0,8mM. A morte por necrose mostrou-se significativamente menor em células infectadas com Colombiana

(p<0,05). *p<0,05.
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4.2.3 Efeito na Degradacio de DNA

A concentragdo de H>O» tem uma relagdo positiva com o aumento de degradagdo de
DNA nos tempos 4h, 12h e 24h (p<0,001). No tempo 4h, células infectadas pela cepa
Colombiana apresentam significativamente menos degrada¢do que células sem infecgdo

(p<0,01) (Figura 43). As 12h e 24h, nio ha diferencas entre os grupos.

Figura 43. Degradacdo de DNA em células L6, infectadas ou ndo com Trypanosoma cruzi, e tratadas com
Peroxido de Hidrogénio. A) Mediana da porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa em relacdo a
concentragdo de H»0», imediatamente apds tratamento (tempo 4h). Note que células infectadas com a cepa
Colombiana tém significativamente menos degradacdo que células sem infeccdo. B) Cometa representativo de
cada valor da mediana em diferentes concentragdes de H202 (0mM, 0,8mM e 1,6mM), imediatamente apos

tratamento, apresentado pela foto em escala de cinza e por cores de acordo com a intensidade.

Imediatamente ap6s o fim do tratamento com H»>O> 0,8mM (4h) ja se encontra
significativa degradacdo de DNA pelo teste do cometa (p<0,001), e o nivel de degradacao se
mantém nas horas seguintes (Figura 44A). Nao foi encontrada diferenca significativa entre os
grupos infectados e nao infectados nos tempos de recuperacao (12h e 24h).

O tratamento com peroxido de hidrogénio 1,6mM levou a um aumento na degradagao
de DNA até¢ as 12h po6s inicio do tratamento, com uma aparente recuperagao parcial no tempo
de 24h (Figura 44B). Existe influéncia significativa do tipo de infecgao e tempo de recuperagao
no aumento da degradagdao de DNA (F=4,173, p<0,01). Logo apds o fim do tratamento, ou seja,
as 4h, células infectadas apresentam significativamente menos degradacao de DNA que células
sem infec¢do (p<0,01) (Figura 44C). Nos demais tempos ndo ha diferenca na degradacio de

DNA entre os grupos.
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O teste do cometa neutro em células tratadas com 1,6mM de peroxido de hidrogénio e
avaliadas 24h apo0s o inicio do tratamento indicou que células infectadas pela cepa Colombiana
apresentaram significativamente menor quantidade de DSB que células ndo infectadas
(p<0,05). A comparacao dos resultados do cometa neutro com o alcalino indicou que boa parte
da degradacao de DNA encontrada nas culturas sem infec¢ao e infectadas com Berenice ¢ DSB,

enquanto em Colombiana boa parte da degradacdo ¢ quebra de simples fita (Figura 44D).

Figura 44. Degradacio de DNA em células L6, infectadas ou ndo pelo Trypanosoma cruzi, tratadas com
Peroxido de Hidrogénio a 0,8mM ou a 1,6mM. A) Mediana da porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa
de células tratadas com H202 0,8mM, de acordo com o tempo apds o inicio do tratamento (em horas). B) Mediana
da porcentagem (%) de DNA na cauda do cometa de células tratadas com H202 1,6mM, de acordo com o tempo
apos o inicio do tratamento (tempo em horas). C) Box plot da mediana da porcentagem (%) de DNA na cauda do
cometa imediatamente apds o tratamento com H2O. 1,6mM (4h). D) Comparacdo da degradagdo de DNA
encontrada no cometa alcalino (azul) e neutro (laranja), indicando DSB, nos trés grupos tratados com H202 1,6mM,

24h apos tratamento. ** p<0,01

72



4.2.4 Efeito na Proliferacdo Celular

O tratamento com H>O; levou a uma redugao significativa no niimero de coldnias. A
menor quantidade de células apresenta relagdao linear com a concentragdo de peroxido de
hidrogénio, nos trés grupos: para sem infec¢io (R? =0,694, p<0,01); células infectadas com T.
cruzi Berenice (R?>=0,705, p<0,01); e com a cepa Colombiana (R?=0,677, p<0,01) (Figura 45A
e B). A média do diametro de Feret aumenta juntamente com a concentragdo de H>O2, mas ndo
ha diferencas entre os grupos infectados e ndo infectados (Figura 45C). As células passaram a
apresentar um aspecto alargado e achatado, com o aumento da concentracdo de peroxido de

hidrogénio (Figura 45D).

Figura 45. Proliferacdo celular em grupos tratados com peréxido de hidrogénio, infectados ou niao com
Trypanosoma cruzi. A) Foto dos pogos do ensaio de proliferag@o, corados com cristal violeta. B) Numero médio
de colonias em relagdo a concentragdo de H202. C) Média do didmetro de Feret em relagdo a concentra¢do de
H20z. D) Micrografia optica do grupo ndo infectado sem tratamento e com tratamento de H2O2 0,8mM e 1,6mM.

A barra de escala corresponde a 100pum.
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Imediatamente apds o tratamento, a propor¢ao de células na fase G1 aumenta junto com
a concentracao (p<0,05). A infeccao interfere no comportamento do ciclo celular nas 12h
(p<0,01) e 24h (p<0,05). Em células ndo infectadas, nas 12h apos o inicio do tratamento, o
aumento da concentracao de H>O» provoca uma reducao inicial na propor¢ao de células na fase
G1 (p<0,01), e, conforme aumenta a concentracao, a propor¢ao de células na fase G1 também
aumenta (p<0,01). Em células infectadas com 7. cruzi Berenice, existe uma redu¢do na
proporcao de células na fase G1 conforme aumenta a concentracao de H>O:, sendo significativa
a 0,8mM (p<0,05). Em células infectadas com a cepa Colombiana, a concentracao de peroxido
de hidrogénio nio exerce influéncia no ciclo celular 12h depois do tratamento (Figura 46A). As
24h apds o tratamento, a concentragdao nao afetou no ciclo de celular de células ndo infectadas
nem de células infectadas por Berenice, mas em células infectadas com Colombiana ha uma

redugdo significativa na propor¢ao de células na fase G1 (p<0,05) (Figura 46B).

Figura 46. Ciclo celular de células L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi, e tratadas com peroxido
de hidrogénio. A) Quantidade de células na fase G1 em relagdo ao aumento da concentragdo de H202, 4h apos
inicio do tratamento. B) Quantidade de células na fase G1 em relagdo ao aumento da concentra¢do de H>Oz, 12h
apos inicio do tratamento. C) Quantidade de células na fase G1 em relagdo ao aumento da concentragdo de H20x,

24h apds inicio do tratamento. *p<0,05

No tratamento com H>O» 0,8mM, apesar de ndo haver diferencas significativas entre os
grupos, c€lulas infectadas com 7. cruzi Berenice apresentaram uma reducao linear na proporgao
de células em fase G1 (Figura 47) ao longo do tempo pos tratamento (R>=0,436, p<0,01). Essa
relagdo linear nao foi encontrada em células ndo infectadas ou infectadas com 7. cruzi

Colombiana.
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Figura 47. Ciclo celular de células L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi, apés tratamento com H20:
0,8mM. A) Porcentagem de células em fase G1 e S/G2 imediatamente apds tratamento com peroxido de
hidrogénio. B) Histograma de fluorescéncia de iodeto de propideo mostrando ciclo celular antes (vermelho) e ap6s

(verde) tratamento com H>O2 0,8mM, 24h apoés inicio do tratamento.

Ja no tratamento com 1,6mM de H>0., quando avaliadas 24h apds inicio do tratamento,
células infectadas com 7. cruzi Colombiana apresentam significativamente mais células na fase
S/G2 que células sem infecgao (p<0,01) e infectadas com Berenice (p<0,05) (Figura 48A e C).
Ao se analisar a proporg¢ao de cé€lulas na fase G1 em relagdo ao tempo pos tratamento, percebe-
se que c¢lulas infectadas com 7. cruzi apresentam uma relacao linear de reducao de células na
fase G1 (ou seja, aumento de células na fase S/G2) ao longo do tempo (Berenice R?=0,832,
p<0,001; Colombiana R>= 0,642, p<0,05). Em células ndo infectadas, ndo foi encontrada
relagdo linear na proporcao de células na fase G1 ao longo do tempo (Figura 48B). Nota-se que,
ainda assim, em nenhuma situa¢cao houve um niimero maior de células em fase S/G2 em relagao

ao numero na fase G1, ou seja G1>0,5.
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Figura 48. Ciclo celular de culturas L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi, apés tratamento com
H:0: 1,6mM. A) Porcentagem de células em fase G1 e S/G2 imediatamente apds tratamento com peroxido de
hidrogénio. B) Propor¢ao média de células em fase G1 em comparagdo com o tempo apos inicio do tratamento de
peroxido de hidrogénio. C) Histograma de fluorescéncia de iodeto de propideo mostrando ciclo celular antes

(vermelho) e ap6s (verde) tratamento com H2O2 1,6mM. *p<0,05

4.2.5 Efeito na expressio génica
4.2.5.1 Expressao de genes relacionados a mortalidade celular

A andlise da expressao do gene anti apoptoptico Bcl2 no tratamento com H>O» 0,8mM
indicou que ha redu¢do nos niveis deste gene em todos os grupos com o passar do tempo
(p<0,01), mas ndo ha diferenca na expressdo de cé€lulas infectadas e ndo infectadas. No
tratamento com H>O» 1,6mM, nao hé alteracdao na expressao de Bc/2 em células sem infecgao
e infectadas pela cepa Colombiana, em nenhum momento. Em células infectadas com 7. cruzi
Berenice, ha expressdo reduzida de Bcl2 (p<0,01) apenas em células avaliadas apos o periodo
de recuperagao (24h).

A concentragdo de peroxido de hidrogénio aumenta a expressao de P53 imediatamente

apo6s o tratamento (4h) em células L6 sem infeccao (p<0,01) e em células infectadas com T.
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cruzi (p<0,001), sendo que a expressdo ¢ menor em células com Berenice (p<0,05). E
interessante observar que a expressao de P53 ¢ maior no tratamento com 0,8mM de H>O» que
no tratamento mais intenso de 1,6mM (p<0,001) (Figura 49B). No tratamento 1,6mM, apenas
células infectadas com Berenice apresentam aumento na expressao de P53, nos demais grupos
nao ha influéncia do tratamento na expressdao desse gene. Nos tempos de recuperacdo do
tratamento (12h e 24h), também apenas cé€lulas infectadas pela cepa Berenice apresentam
aumento significativo na expressao de p53 (p<0,01). O heatmap da expressao de Bcl2 e P53

esta apresentado na Figura 49A.

Figura 49. Expressao de Bcl2 e P53 em células L6, infectadas ou nao pelo Trypanosoma cruzi, tratadas com
Peroxido de Hidrogénio. A) Heatmap do resultado da RT-qPCR apontando maior (vermelho) ou menor (azul)
expressdo de Bcl2 e P53 em comparagdo com calibrador (controle ndo infectado e ndo tratado). B) Grafico da
expressdo de P53 em comparagdo com aumento da concentragdo de cisplatina, imediatamente apés tratamento

com H20» (4h). *p<0,05

4.2.5.2 Expressao de genes envolvidos no reparo de DNA

A Figura 50 apresenta o heatmap dos genes estudados envolvidos no reparo de DNA
em resposta ao tratamento com H>O,. O tratamento com perodxido de hidrogénio leva a um
aumento na expressao de Rad5 1, imediatamente apos o tratamento (4h), nos trés grupos, apenas
na concentracao de 0,8mM. Neste periodo, células infectadas por 7. cruzi Berenice expressam
este gene significativamente menos que células ndo infectadas (p<0,01). Os niveis de Rad51 se

mantém aumentados nas horas seguintes, e, 24h ap6s o inicio do tratamento, Rad5 ] retorna aos
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niveis basais (Figura 51B). Na concentracao de 1,6mM, ¢ percebido alteragdo de Rad51 apenas

em células infectadas com a cepa Berenice.

Figura 50. Expressio de genes de reparo em células L6, infectadas ou nfo pelo Trypanosoma cruzi, tratadas
com Peroxido de Hidrogénio. A) Heatmap do resultado da RT-qPCR apontando maior (vermelho) ou menor

(azul) expressdo de genes de reparo em comparagdo com calibrador (controle ndo infectado e nio tratado).

A expressao de Atm ¢ aumentada de forma progressiva (p<0,05) nas 12 primeiras horas,
apenas no tratamento com H>O> 0,8mM. Células infectadas com 7. cruzi Berenice expressam
significativamente menos Atm que células sem infecgdo (Figura 51A), as 4h e 12h do inicio do
tratamento. Interessantemente, células sem infec¢dao e infectadas com a cepa Colombiana
retornam aos niveis basais de Atm, quando avaliadas 24h apods o tratamento, mas o grupo

infectado por Berenice mantém expressao aumentada (p<0,05). O gene Brcal apresenta-se
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mais expresso em células ndo infectadas (p<0,05), ao se comparar com células infectadas com
T. cruzi (Figura 51C), imediatamente apos o fim do tratamento (4h) com H»0O, 0,8mM, e nao
tem alteragdo de expressdo significativa nos periodos de recuperagao.

Nao hé alteracdo significativa de Xrcc4 nos tratamentos com H>O» (Figura 51D).
Interessantemente, imediatamente apds o fim do tratamento com H>O> 0,8mM, a expressao de
Xrcc4 € relativamente maior em células nao infectadas (p<0,01).

Imediatamente apds o tratamento (4h), ha aumento de expressao de Pcna (p<0,001) em
todos os grupos, com diferenga significativa entre as cé€lulas infectadas pelas duas cepas de 7.
cruzi, onde células infectadas pela cepa Colombiana apresentam maior expressao (p<0,01).
C¢lulas infectadas pela cepa Berenice apresentam significativamente menor expressao de Pcna
(p<0,01) que células ndo infectadas, no tratamento com H>O> 1,6mM (Figura 51E). Apenas
células infectadas com Berenice apresentam relagdo entre a concentragao de perdxido de
hidrogénio e os niveis de Pcna nos tempos de recuperagao (12h e 24h; p<0,01).

Hé também aumento da expressao de Msh2 em células ndo infectadas (as 4h) e em
células infectadas com Berenice (as 4h e 12h) (p<0,05), sendo que a expressdao ¢ maior em
células sem infec¢ao (p<0,05) (Figura 51F). Em células infectadas com 7. cruzi Colombiana
nao ha alteracdo significativa na expressdo de Msh2 em nenhum momento durante tratamento
com H20x.

Apenas no tratamento com H>O: 1,6 mM, em células infectadas por 7. cruzi
Colombiana, ha um aumento significativo de Rpal imediatamente apos o tratamento (p<0,05)
(Figura 51G). Nesta concentracdo, células infectadas com a cepa Berenice apresentam redugao
significativa na expressao de Xpa (p<0,05) no tempo de 24h.

As 4h pos tratamento com HO» 0,8mM, células ndo infectadas apresentam maior
expressao de Oggl que células infectadas (Figura 51H). No entanto, ao longo do tempo, nao ha
aumento significativo de Ogg/ em células ndo infectadas, nem em infectadas com Colombiana.
Em células infectadas pela cepa Berenice, no entanto, foi significativo o aumento na expressao
de Oggl (p<0,05) nos periodos de recuperagdo (12h e 24h), nas concentracdes de 1,6mM e
0,8mM, respectivamente (Figura 51H e I). Todos os grupos apresentam aumento na expressao
de Xrccl (p<0,05) nas primeiras 4h de tratamento, e em Berenice ha redugdo de Xrccl as 24h

pos tratamento (dado nao mostrado).

79



Figura 51. Expressdo de genes de reparo de DNA em células L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi,
tratadas com Peroxido de Hidrogénio 0,8mM (A-D e H) e 1,6mM (E-G e I). Expressao de A) Atm; B) Rad5 1,
C) Brcal; D) Xrcc4; E) Pcna; F) Msh2; G) Rpal; H e I) Oggl em diferentes tempos apds tratamento com H2Oz
0,8mM ou 1,6mM. Tempo representado em horas (h). *p<0,05 **p<0,01. a: estatistica referente a células sem
infeccdo (p<0,05); b: estatistica referente a células infectadas com a cepa Berenice (p<0,05); c: estatistica referente

a células infectadas pela cepa Colombiana (p<0,05).

4.2.5.3 Expressao do retroelemento LINE-1

Nao h4 alteragdo na expressao da transcriptase reversa de LINE-1 em células infectadas
com 7. cruzi, no tratamento com H>O,. Em células nao infectadas, interessantemente, o
tratamento com H»O; leva a reducdo da expressdo de ORF2 de LINE-1 as 12h, apenas na

concentragao de 0,8mM (dado ndo mostrado).
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4.2.5.4 Expressao de genes relacionados com senescéncia e proliferacio celular

A Figura 52A apresenta o heatmap da expressdo de P16, P21 e Ki67. Imediatamente
apos o tratamento com H»O», todos os grupos apresentaram aumento na expressao de P2/, gene
envolvido na regulacao do ciclo celular e senescéncia, nas concentragdes de 0,8mM e 1,6mM
(p<0,001). Em células ndo infectadas, a expressao de P2/ ¢ significativamente maior que a de
células infectadas (p<0,01), no tratamento a 0,8mM (Figura 52B). No tratamento a 1,6mM, nao
ha diferenca significativa entre os grupos. As 12h, apenas células infectadas pela cepa Berenice
apresentam aumento significativo na expressao de P2/ (p<0,01). Quanto a expressdao do
marcador de proliferagdo celular Ki67, ha redugcdo da expressdo ao longo do tempo pods
tratamento, nas concentragdes 0,8mM e 1,6mM, sem diferenca entre grupos infectados e nao

infectados. Nao ha alteracao significativa de P76 em nenhum dos grupos tratados com H>Oa.

Figura 52. Expressdo de P16, P21 e Ki67 em células L6, infectadas ou nio pelo Trypanosoma cruzi, tratadas
com Peroxido de Hidrogénio. A) Heatmap do resultado da RT-qPCR apontando maior (vermelho) ou menor
(azul) expressdo de P16, P21 e Ki67 em comparacdo com calibrador. B) Expressdo de P2/ em diferentes tempos
apos tratamento com H202 0,8mM (em horas). *p<0,05. a: estatistica referente a células sem infecg¢do (p<0,05);
b: estatistica referente a células infectadas com a cepa Berenice (p<0,05); c: estatistica referente a células

infectadas pela cepa Colombiana (p<0,05).
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4.2.5.5 Testes de Correlacao de Expressao Génica

Alguns genes avaliados apresentaram correlagdo entre si. Interessantemente, Rad5!
apresentou correlacdo com Xrccl no tratamento com H>O; 0,8mM nos trés grupos: para sem
infeccdo (coeficiente de correlagdo = 0,874, p<0,001); para células infectadas com a cepa
Berenice (coeficiente de correlacao = 0,863, p <0,001); e para células infectadas com a cepa
Colombiana (coeficiente de correlagao = 0,949, p<0,001). Também houve correlacdo entre
Rad51 e Atm nos trés tipos de infecgdo: para sem infeccao (coeficiente de correlagao = 0,909,
p<0,001); para células infectadas com a cepa Berenice (coeficiente de correlacao = 0,862, p
<0,001); e para células infectadas com a cepa Colombiana (coeficiente de correlagdo = 0,881,
p<0,001). Apenas em células sem infec¢do, houve correlagdo entre Bcl2 e Atm (coeficiente de
correlagdao =0,878, p<0,001), Bcl2 e Xrccl (coeficiente de correlacao = 0,699, p<0,05) e Bcl2

e Rad51 (coeficiente de correlagao = 0,833, p<<0,01). A Figura 53 apresenta essas correlagdes.

BCL2, RAD51, ATM, XRCC1 (H 0,8mM) BCL2, RAD51, ATM, XRCC1 (H 0,8mM) BCL2, RAD51, ATM, XRCC1 (H 0,8mM)
Sem infec¢do Berenice Colombiana

Média
Média
Média

Horas Horas Horas

Figura 53. Correlacdo de expressdo de Bcl2, Rad51, Atm e Xrccl em células L6, infectadas ou nio com

Trypanosoma cruzi, tratadas com peréxido de hidrogénio 0,8mM.

Encontrou-se também correlacdo entre os genes da via BER (Ogg!/ e Xrccl) e NER
(Xpa) em todos os grupos tratados com H>O> 1,6mM (Figura 54). Todos obtiveram coeficiente
de correlacao de Pearson maior que 0,720 (p<0,01). No tratamento com H>O, 0,8mM, s6 foi
possivel encontrar correlagdo entre Oggl ¢ Xpa em células infectadas. Curiosamente, o
comportamento das curvas de expressao dos genes ao longo do tempo foi diferente dependendo
da cepa. Em células infectadas por Berenice, percebe-se uma relagao inversamente proporcional
entre Xpa e Oggl (Coeficiente de correlacdo: -0,784; p<0,01). Em células infectadas por
Colombiana, esta a relagao ¢ positiva (Coeficiente de correlagdo: 0,713; p<0,01).

Células ndo infectadas apresentaram correlagdo entre o gene Msh2, da via MMR, ¢ o
gene Oggl, da via BER, em todas as concentragdes do tratamento com H>O, (Coeficiente de

correlagdo: 0,625, p<0,05) (Figura 54). Células infectadas pela cepa Colombiana apresentaram
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esta correlacdo apenas no tratamento com H»>O» 0,8mM (Coeficiente de correlagao: 0,659;
p<0,05), e células infectadas por Berenice apenas no tratamento mais intenso de 1,6mM
(Coeficiente de correlagdo:0,740, p<0,01). Xrccl, outro gene da via BER, também apresentou

correlagdo com Msh2, para os trés grupos o coeficiente de correlagdo de Pearson foi maior que

0,780 (p<0,01).
A B
MSH2, OGG1, XRCC1, XPA (H 0,8mM) MSH2, 0GG1, XRCC1, XPA (H 0,8mM)
Sem infec¢do Berenice
0
g g
S s
Horas Horas
c MSH2, 0GG1, XRCC1, XPA (H 0,8mM) MSH2, 0GG1, XRCC1, XPA (H 1,6mM)
Colombiana D Berenice
©
2 0
° 8]
> >
Horas Horas

Figura 54. Correlacio de expressido de genes de BER, NER e MMR em células tratadas com peréxido de
hidrogénio. A) Expressdo de Msh2, Oggl, Xrccl e Xpa de células L6 sem infecgdo tratadas com H2O2 0,8mM.
Naio ha correlagdo entre Xpa e os outros genes B) Expressdo de Msh2, Oggl, Xrccl e Xpa de células L6 infectadas
com T. cruzi Berenice e tratadas com H202 0,8mM. Xpa e Oggl apresentam relag@o inversamente proporcional.
C) Expressdo de Msh2, Oggl, Xrccl e Xpa de células L6 infectadas com T cruzi Colombiana e tratadas com H20:
0,8mM. D) Expressdo de Msh2, Oggl, Xrccl e Xpa de células L6 infectadas com 7. cruzi Berenice e tratadas com

H>0> 1,6 mM.
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Encontra-se correlagdo entre a expressao de Atm, P21 e P53 em células infectadas com
T. cruzi Berenice, no tratamento com 1,6mM (coeficientes de correlacao: Atm e P21 = 0,716,
p<0,01; Atm e P53 = 0,694, p<0,05; p53 e p21= 0,971, p<0,001). Nos demais grupos, nao ha
correlagdo entre estes trés genes, apenas entre P2/ e P53: para sem infec¢do (correlagdo =
0,961, p<0,001); e para Colombiana (correlacao = 0,928, p<0,001). A Figura 55 apresenta as
correlagdes entre Atm, P21 e P53.

A P21, P53 e ATM (H 1,6mM), Berenice B P21, P53 e ATM (4h), Sem infec¢do c P21, P53 e ATM (4h), Colombiana

Média (logaritmica)
Média (logaritmica)
Média (logaritmica)

Horas Concentragdo de H,0, (mM) Concentragdo de H,0, (mM)

Figura 55. Correlaciio de expressdo de Afm, P21 e P53 em células L6, infectadas ou nio com 7rypanosoma
cruzi, tratadas com peroxido de hidrogénio. A) Expressao de Atm, P53 e P21 de células L6 infectadas com T.
cruzi Berenice e tratadas com H>O: 1,6mM. B) Expressdo de Atm, P53 ¢ P21 de células L6 ndo infectadas
imediatamente ap6s tratamento com H20». C) Expressao de Atm, P53 e P21 de células L6 infectadas com 7. cruzi

Colombiana imediatamente ap6s tratamento com H>Ox.

4.3  Efeito do Peroxido de Hidrogénio no Trypanosoma cruzi

4.3.1 Efeito na mortalidade de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de 7. cruzi foram tratadas com H>O:> 1,6mM nas mesmas
condig¢des das células L6 (4 horas de tratamento + 8h ou 12h de recuperacdo). A viabilidade
dos parasitos caiu para quase 60% apds o periodo de recuperagdo (24h). Nao houve diferenca
significativa na viabilidade das cepas Colombiana e Berenice. Interessantemente, com o passar
do tempo do tratamento, aumentou-se a incidéncia de formas arredondadas do parasito

(esferomastigotas) (Figura 56).
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Figura 56. Viabilidade de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi apés tratamento com Perdxido de
Hidrogénio 1,6mM. A) Viabilidade de formas epimastigotas tratadas com H202 1,6mM ao longo do tempo. B)
Micrografia de células vivas ndo tratadas de epimastigotas de 7 cruzi, coradas com azul de tripan. C) Micrografia
de T. cruzi tratados com H2O> 1,6 mM por 4h, ¢ avaliados apos periodo de recuperagdo, 24h apds o inicio do
tratamento, coradas com azul de tripan. As setas brancas mostram células vivas na forma de esferomastigota. A

seta preta indica célula morta. A barra de escala corresponde a 20uM.

4.3.2 Efeito na parasitemia de células infectadas com Trypanosoma cruzi e tratadas com
Peroxido de Hidrogénio

A partir da quantificacdo do gene constitutivo 7c40S, estimou-se a quantidade de
parasitos em amostras tratadas com H>O: ao longo do tempo. Ndo houve alteragdo na
quantidade de parasitos no tratamento com H>O; 0,8mM. J4 o tratamento com H>O, 1,6mM
apresentou uma reduc¢ao na quantidade de 7. cruzi Berenice, desde as primeiras 4h de
tratamento, € o numero absoluto de parasitos se manteve constante nos tempos seguintes.
Quando comparado com a quantidade de células L6, a propor¢ao de Berenice aumenta
significativamente (p<0,01) durante o periodo de recuperacdo (24h). Nao ha alteracao
significativa na quantidade de 7. cruzi Colombiana no tratamento com H>O», em nenhuma

condic¢do avaliada (Figura 57).
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Figura 57. Quantidade de Trypanosoma cruzi em células tratadas com peréxido de hidrogénio 1,6mM, a
partir da quantificacio de Tc40S. A) Quantidade de parasitos da cepa Berenice em células infectadas, no
tratamento com HxO2 1,6mM, ao longo do tempo. B) Quantidade de parasitos da cepa Berenice em células
infectadas, durante tratamento com H202 1,6mM e recuperagao. C) Quantidade de parasitos da cepa Colombiana
em células infectadas, no tratamento com H202 1,6mM, ao longo do tempo. Néo ha alteracdo na quantidade de

Colombiana no tratamento com H>O.

4.3.3 Efeito do tratamento de H>O: na expressao de genes de reparo de Trypanosoma
cruzi

Ao se avaliar a expressdao de TcPCNA e TcMSH?2 da cepa Berenice percebe-se que,
imediatamente apos o tratamento com H202 0,8mM (4h), hd aumento na expressdo de 7cPCNA
(p<0,01), que permanece significativo nas 8 horas seguintes de recuperacao. O tratamento mais
intenso, com 1,6mM, levou ao aumento da expressao de TcMSH?2 (p<0,05) e TcPCNA (p<0,05)
no periodo de recuperagao, especificamente as 12h (Figura 58).

A alteragdo na expressao de T7cPCNA e TcMSH?2 para T. cruzi Colombiana s6 foi
significativa no tratamento com H>O, 1,6mM, ambos no periodo de recuperacao. TcPCNA teve
expressao aumentada as 12h ap6s o inicio do tratamento (p<0,001), e normalizagao nas horas
seguintes. TcMSH?2 também foi mais expresso as 12h (p<0,001), onde se observou seu pico de
expressao. No restante do periodo de recuperacao (24h), a expressao manteve-se superior ao

nivel basal (p<0,05) (Figura 58).
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Figura 47

Figura 58. Expressio de genes de reparo de Trypanosoma cruzi no tratamento com Peréxido de Hidrogénio.
A) Heatmap de expressdo de TcPCNA e TcMSH?2 no tratamento com H>O.. B) Expressdo de 7cPCNA da cepa
Berenice, no tratamento com H>O2 1,6mM. C) Expressdo de TcPCNA da cepa Colombiana, no tratamento com
H>O: 1,6mM. D) Expressdo de TcMSH?2 da cepa Berenice, no tratamento com H>O: 1,6mM. E) Expressdo de
TcMSH? da cepa Colombiana, no tratamento com H202 1,6mM. * p <0,05; *** p<0,001.
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VI Discussao

1 Efeito da infeccio na célula L6

Formas tripomastigotas sao capazes de infectar uma variedade de tipos celulares,
incluindo células fagociticas e nao fagociticas. A invasao em células nao fagociticas, como
células L6, envolve uma orquestragdo de eventos celulares que levam a uma remodelacao de
microfilamentos de actina, invaginagdo da membrana plasmatica e fusdo lisossomal, que
favorecem a internalizagdo do parasito e formacao do vactiolo parasitéforo. Algumas horas
depois da internalizagdo, o 7. cruzi escapa do vactolo, adquirindo localizagdo citoplasmatica,
e, nas proximas 24h pos infecgdo, diferencia-se na forma replicativa amastigota. A divisdo
binaria costuma ocorrer a cada 12h, e no curso de 3-5 dias, j& existem dezenas de parasitos
intracelulares em uma tnica célula (COSTALES; DAILY; BURLEIGH, 2009). Com uma alta
densidade, os amastigotas diferenciam-se para tripomastigotas, que escapam das células e
infectam novas células (TYLER; ENGMAN, 2001). Segundo Dumoulin e Burleigh (2018), este
ciclo leva quase 3 dias para a cepa Tulahuén (DTU Tc VI), desde a internaliza¢dao do parasito
até a liberacdo de formas tripomastigotas. As 66h, ainda existem apenas formas amastigotas no
citoplasma do hospedeiro (DUMOULIN; BURLEIGH, 2018).

Nos experimentos realizados, na auséncia de tratamento, de 50% a 70% das células
haviam sido infectadas (Figura 9 e Figura 10), porcentagens que variaram de acordo com a
técnica utilizada para a deteccao da parasitemia. Portanto, a concentracdo de 5x mais parasitos
que células e o tempo de 72h de infec¢do se mostrou valida para a continuagdo dos
experimentos, visto que uma quantidade importante de células infectadas poderia ser avaliada
(VARGAS-ZAMBRANO et al., 2013). Embora cepas pertencentes a DTU Tc II se mostrem
mais infectivas in vivo, estudos in vitro indicam que a cepa DTU Tcl € capaz de infectar mais
células que DTU Tecll, dependendo do tipo celular (ANDRADE et al., 2010). E, de fato, nos
ensaios de parasitemia, a cepa Colombiana infectou uma propor¢ao maior de células L6 que a
cepa a Berenice.

De interesse, a infeccdo provocou maior mortalidade, independente da cepa (Figura 11),
porém esta mortalidade se manteve em cerca de 10%, ndo sendo, portanto, tdo proeminente ao
se considerar a populacao total de células. Ainda que estudos mostrem que diferentes cepas do
parasito possam promover citoprote¢do ou aumentar a morte celular (REPOLES; MACHADO;
FLORENTINO, 2020), nao foi o que verificamos para as cepas de nosso estudo, onde ambas
se comportaram de maneira similar quanto a promog¢ao da morte celular.

As células L6, mioblastos de rato, sdo células hospedeiras habituais do 7. cruzi e

bastante permissivas a infec¢do. Em cardiomiocitos de rato, foi relatado que tripomastigotas da
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cepa Y (DTU Tc II) favorece a indugao de apoptose, in vitro, devido a superexpressao do gene
apoptotico bax (STAHL et al., 2013). Nosso ensaio de anexina/PI, no entanto, ndo demonstrou
diferenca no tipo de mortalidade (se apoptose, apoptose tardia ou necrose) (Figura 11). E, de
fato, ndo houve diferenga na expressao de P53 ou Bc/2 entre cé€lulas infectadas e ndo infectadas,
nao sendo detectadas, portanto, diferencas na promocg¢ao de apoptose por parte do parasito.

Ressalta-se também que, apesar de a mortalidade apresentada ser maior em células
infectadas, avaliando-se a propor¢ao do sub-G1, ndo ha diferencas quanto a degradacao de
DNA entre células infectadas e ndo infectadas, e nem diferenga na expressdao de nenhum gene
referente ao reparo. Ademais, a infeccao nao provocou alteracao no ciclo celular de células L6,
permanecendo igual ao do controle (Figura 12D). Isso demonstra uma harmoniosa convivéncia
entre o 7. cruzi e sua célula hospedeira, refletindo um equilibrio que foi adquirido ap6s milhares
de anos de co-evolucao (TEIXEIRA et al., 2009). A esse respeito, sabe-se que microrganismos
intracelulares sdo capazes de atuar sobre vias de sinalizacdo e sobre a integridade gendmica do
hospedeiro, utilizando-se de uma gama de estratégias para usufruir ou inativar a maquinaria de
resposta a danos ao DNA (DDR) e possibilitando a sobrevivéncia de ambos (WEITZMAN;
WEITZMAN, 2014).

Diferindo de nossos resultados, WEITZMAN e WEITZMAN (2014) verificaram que a
presenca do parasito por si s6 pode relacionar-se com a modulagdao das mitocondrias e niveis
de ROS da célula hospedeira, resultando em lesdes para a fita-simples ou fita-dupla do DNA.
Também ha relatos da influéncia da infec¢ao por 7. cruzi na expressdo génica. Manque et al
(2011) demonstrou que 353 genes de cardiomiocitos foram diferencialmente expressos durante
pelo menos uma das trés diferentes fases de infec¢ao do parasito (inicial, intermediaria e tardia),
sendo afetado um amplo espectro de processos funcionais celulares. Foram encontradas, entre
tantas outras, alteracdes de genes relacionados a morte e ciclo celulares, replicagdo,
recombinacdo e reparo de DNA e metabolismo de acidos nucleicos (MANQUE et al., 2011).
Em células HelLa, o parasito também reprograma a expressdo de uma série de genes
relacionados a apoptose, reparo de DNA e controle do ciclo celular (CHIRIBAO et al., 2014).
Em relagdo ao ciclo celular, alguns autores sugerem que 7. cruzi € capaz de inibir a progressao
do ciclo celular da célula hospedeira, especialmente nas fases tardias do ciclo, levando a
formacdo de células multinucleadas (COSTALES; DAILY; BURLEIGH, 2009). Fibroblastos
infectados apresentam alteracdo em uma série de genes relacionados ao ciclo celular, indicando
que a infecgdo por 7. cruzi induz a célula a entrar na fase S nas primeiras 24h de infec¢ao, com
um posterior bloqueio da citocinese nas horas seguintes (LI et al., 2016). No presente estudo, a

infeccdo por si s6 ndo interferiu na expressao de nenhum dos genes analisados, ndo lesionou o
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DNA e nao alterou o ciclo celular, o que pode estar relacionado a linhagem celular ou as cepas
utilizadas (DE SOUZA et al., 2003; HEUSSLER; EENZI; ROTTENBERG, 2001).

Quanto a proliferagao celular, verificou-se que células infectadas com a cepa
Colombiana apresentaram, no entanto, uma reducdo significativa no numero de coldnias
(Figura 12A e B). Como ndo hé diferenca estatistica do niimero de células sozinhas entre o
grupo infectado por Colombiana e ndo infectado, e também ndo hé alteracao no ciclo celular e
nem na expressao de P16, P21 e Ki67, possivelmente o menor nimero de colonias ndo se deu
por uma menor proliferagdo, e sim por uma maior mortalidade, que impediu as células de

formarem colonias.

2 Tratamento com cisplatina

2.1 Efeito da cisplatina na célula L6

A cisplatina € uma droga antitumoral que causa dano ao DNA, como demonstrado em
nossos experimentos, € que induz espécies reativas de oxigénio que desencadeiam a morte
celular (DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014). Tanto a mortalidade como a
degradacao de DNA induzida por cisplatina apenas foram perceptiveis apos um periodo de
recuperagao, nao sendo evidente imediatamente apos o tratamento (Figura 13). Isso ¢ explicado
pela propria dindmica da lesdo por cisplatina que, por ser intercalante, leva a uma parada na
maquinaria de replicacao celular, provocando suspensdo do ciclo celular na fase S/G2. Assim,
durante a mitose, ocorre a parada da maquinaria de replicacao e consequente DSB e apoptose.
E por isso que a degradagdo de DNA e a morte celular s6 ¢ detectavel em cerca de 24h apos o
tratamento com cisplatina (DEMARCQ et al., 1994; SIDDIK, 2003).

O tratamento com cisplatina levou a um aumento na expressao de P53 nas 24h apos o
inicio do tratamento (Figura 24). A P53 esta entre as proteinas centrais de reconhecimento do
dano de DNA se ligando por afinidade ao DNA com cisplatina e promovendo a parada do ciclo
celular e apoptose (O’GRADY et al., 2014; ROCHA et al., 2018; ZHU et al., 2015). Ressalta-
se que, apesar de a P53 estar envolvida nos mecanismos de morte celular quando as lesdes sao
severas e prolongadas, ela também tem um importante papel no reparo de pequenas e
moderadas lesdes por cisplatina, promovendo o mecanismo de sobrevivéncia celular. Quando
as lesdes sdo severas e prolongadas P53 esta mais envolvida nos mecanismos de morte celular
(ZHU et al., 2015). Isso explica por que ndo ha alteragdes na expressao de Bcl2, um gene

supressor de apoptose, no tratamento a 25uM de cisplatina, uma concentragcdo que ocasiona um
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dano mais brando, no qual a P53 estaria envolvida no reparo. J4 a 100uM de cisplatina, ha
redugdo na expressao de Bcl2 (Figura 24), demonstrando que a melhor via de prote¢do do
organismo a um dano severo € a apoptose.

Em células nao infectadas, o tratamento com concentragdes cada vez maiores de
cisplatina levou a um aumento na expressdao de Pcna € Rad51 logo nas primeiras horas pds
tratamento (Figura 25). A 25uM, as células exibiram aumento na expressao de A¢tm e de Msh2
(Figura 25 e Figura 26). Interessantemente, MSH2 ¢ ativado via ATR e esta relacionado com a
via MMR, que ¢ ineficaz para lesdes de cisplatina. Apesar de MSH2 reconhecer os adutos de
cisplatina, ndo consegue reparar eficientemente, resultando nos “ciclos futeis” de MMR, que
eventualmente levam a quebra de dupla fita e consequente apoptose, caso nenhuma outra via
seja ativada pelas DSBs (O’GRADY et al., 2014). Ha também aumento na expressao de Oggl,
um gene da via BER, responsavel pelo reparo de 8-oxo-G (SEIFERMANN; EPE, 2017), apenas
no tratamento de 25uM (Figura 26F). A maior ativacao da expressao de Oggl provavelmente
esta relacionada a geracdo de espécies reativas de oxigénio por parte da lesdo da cisplatina
(DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014). A via BER também nao ¢ eficaz no reparo de
adutos de DNA induzidos pela cisplatina (O’GRADY et al., 2014). A correlagdo entre a
expressao de Oggl e Msh2 parece indicar que, em células nao infectadas, o reparo deve ser
feito preferencialmente via MMR e BER (Figura 33C), duas vias ineficazes, o que pode resultar
em acumulo de danos no DNA(Figura 19) .

Alguns autores especulam que o reparo ao DNA ¢ induzido nas fases iniciais do dano
causado pela cisplatina, mas inativado na presen¢a de danos prolongados ou severos (ZHU et
al., 2015). Talvez por isso se detectou a parada nas fases S/G2 e ativagdo da expressao de Atm
e Rad5 1 apenas em danos nao severos, ja que a parada na fase S/G2 ¢ caracteristica do reparo
HR, que necessita do alinhamento das cromatides ¢ de um DNA mais integro (HEYER;
EHMSEN; LIU, 2010).

O tratamento com cisplatina 25uM levou a uma maior expressao de Brcal nas 24h pos
inicio do tratamento. BRCA1 ¢ um importante fator de reparo de quebras de dupla fita via HR,
mas também pode ter papel em NHEJ, NER e ativacao de checkpoints (O’GRADY et al.,2014).
Entretanto, verificamos também uma redugdo significativa de Xrcc4 no tratamento com
cisplatina em células ndo infectadas (Figura 25), indicando que, provavelmente, nao esta sendo
ativada a via NHEJ (APARICIO; BAER; GAUTIER, 2014). E, de fato, analises de correlagao
mostram uma relagao inversa entre a expressao de Rad5 1 (um gene chave de HR) e Xrcc4 (gene

chave de NHEJ), apenas no tratamento com 25uM de cisplatina (Figura 32C).
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Imediatamente apds o tratamento mais intenso (100uM), ndo houve alteracdo na
expressao de Atm, Rad51, Msh2 e nem parada no ciclo celular, sugerindo que provavelmente,
em lesdes mais severas, nao hé ativagao do reparo, ao menos maior ativagao na expressao destes
genes, levando consequentemente a maior expressao de P53 e reducdo de Bcl2, que indica
maior mortalidade por apoptose e apoptose tardia, evidentes nos ensaios com anexina/PI
(Figura 16). Ressalta-se também que o tratamento com altas concentracdes de cisplatina levou
a uma maior mortalidade por necrose (Figura 16). Ja foi relatada a presenga de necrose e
apoptose ocorrendo simultanecamente em populacdo de células expostas a cisplatina
(TROYANO et al., 2003). Sabe-se que a cisplatina causa danos em outras moléculas além do
DNA, e, em altas doses, pode afetar moléculas envolvidas com o suprimento de energia (ATP)
e outras proteinas indiretamente envolvidas no processo apoptoptico, levando a morte por
necrose. Portanto, dependendo da concentracdo de cisplatina e nivel do dano induzido, a
necrose pode ocorrer diretamente ou como consequéncia de um programa apoptoptico
interrompido (GONZALEZ et al., 2001). Também existe a possibilidade de necrose
programada, um tipo de mortalidade celular descrita recentemente, e que pode estar relacionada
a danos e degradacao ao DNA detectados via PARP1 (BERGHE et al., 2014).

O tratamento com cisplatina levou a uma parada na proliferacdo, com auséncia total na
formagdo de coldnias (Figura 20). Em células tratadas com cisplatina 25uM, foi evidente a
aquisicdo de um perfil senescente, com alteragdo da morfologia e aumento de expressao de P53
e de P2] logo nas primeiras 4h de tratamento, o que corrobora com a literatura (HE;
SHARPLESS, 2017). A saber, P21 ¢ um dos maiores executores de P53, pois € um potente
inibidor de ciclo celular (CERELLA et al., 2016). Também foi registrada a parada do ciclo
celular as 24h do tratamento com cisplatina 25uM, onde hd um aumento significativo na
expressao de P21. De interesse, a senescéncia celular ¢, juntamente com a apoptose, um dos
eventos-chave na resposta anticaincer (CERELLA et al., 2016).

Curiosamente, ha redugdo na expressao de P76 em células ndo infectadas e tratadas com
cisplatina 25uM (Figura 29 e Figura 30). Também ndo ha alteracdo na expressdao de Ki67
(Figura 29 e Figura 30). Sabe-se que Ki67 € uma proteina relacionada a proliferacao celular e
esta presente em todas as fases ativas do ciclo celular e ausente em células quiescentes (em GO)
(LI et al., 2015). Desta forma, a ndo redugdo na expressao de Ki67 e de P16 parece indicar que
as células ndo entraram em senescéncia de fato, apenas reduziram sua proliferacdo. A parada
no ciclo celular refor¢a a ideia de um reparo via HR, onde ¢ necessario que cromatides irmas

estejam alinhadas (HEYER; EHMSEN; LIU, 2010).
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Com o tratamento severo de cisplatina (100uM), além da maior necrose celular e
degradacao significativa de DNA (Figura 17 e Figura 18), ndo se observa alteragdo na
morfologia e ndo ha alteragdo na expressao de P16, P21 e Ki67 (Figura 29). Nao ha também
formacao de colonias (Figura 20). Isso indica um reparo ineficaz nessa concentragao.

Interessantemente, o resultado do cometa neutro aponta que praticamente toda a
degradacao encontrada no tratamento a 100uM nao se trata de DSB, mas sim de quebra de
simples fita (Figura 19). As SSBs surgem a partir de instabilidades de DNA, e, se ndo reparadas,
levam a formacao de DSBs. A ATM parece ter um papel importante no reparo de SSB e
prevencdao de DSBs, juntamente com XRCCl e DNA Ligase III (KHORONENKOVA;
DIANOV, 2015). No entanto, nestas condi¢des, ndo houve alteracao significativa na expressao
destes genes.

Também no tratamento mais forte, ndo ha acimulo de células na fase S/G2, o que ocorre
no tratamento de 25uM de cisplatina(Figura 21 e Figura 23). Isso talvez se dé porque o reparo
a cisplatina ¢ inativado na presenga de danos severos ou prolongados (ZHU et al., 2015) Nessa
condi¢do (100uM), existe correlacao na expressao de Atm, P53, P21 (Figura 34). Sabe-se que
ATM pode atuar como um checkpoint do ciclo celular, como resposta a exposi¢ao ao estresse.
Vias envolvendo complexos de ATM-p53-p21, como também ATM-Chk2-CDC25A controlam
a parada do ciclo celular nas fases G1/S. A correlagdo no aumento de expressdao destes trés
genes no tratamento a 100uM corrobora com o detectado pela citometria, onde ha parada na
fase G1/S (JIN; OH, 2019).

A Figura 59 apresenta um modelo do efeito da cisplatina na célula L6
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Figura 59. Efeito da cisplatina em células L6. Apos tratamento com 25uM de cisplatina, células L6 parecem
apresentar ativagdo nas vias MMR e BER, ineficazes para reparo de cisplatina. Ha aparente ativacdo da via HR,
confirmado pela parada no ciclo celular. Também ha inativagdo da via NHEJ. Nao ha alteragdo de genes
especificos da via NER. Sugere-se que o reparo inicial via MMR e BER leve a quebra de dupla fita (DSB), reparada
via HR. Por ser um reparo eficaz, nessas condigdes, ndo ha degradag@o significativa de DNA e a pouca mortalidade
detectada se da principalmente por apoptose, mesmo sem alteracdo na expressdo de Bcl2. Nota-se redugdo da
proliferacdo e morfologia alterada, com células achatadas e alargadas, sugerindo senescéncia. A maior expressao
de P21 e P53 corroboram com esse fendtipo. No entanto, ndo ha alteragdo de Ki67 e ha redugdo de P16, um
marcador senescente. O tratamento a 100uM parece inativar algumas vias de reparo. Nessa condigdo, detecta-se
maior degradagdo de DNA e mortalidade por apoptose e necrose, confirmando que tratamentos mais intensos
desencadeiam mortalidade celular. A maior apoptose também ¢ explicada pela redugdo de expressdao do gene anti
apoptodtico Bcl2 e maior expressdo de P53.A morfologia celular ndo aponta para um aspecto senescente, embora

P2] esteja mais expresso.

2.2 Influéncia da cisplatina no Trypanosoma cruzi

O tratamento dos parasitos com cisplatina 100uM mostrou que ambas as cepas
apresentam resisténcia a droga maior que as células L6, com cerca de 15% de mortalidade apds
o periodo de recuperacdo (24h) (Figura 35). Embora existam registros de que a cepa

Colombiana (DTU Tcl) ¢ mais sensivel a cisplatina que Berenice (DTU TclI), por causa da
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variacdo dos isotipos de MSH2 (AUGUSTO-PINTO et al., 2003; CAMPOS et al., 2011b;
MACHADO et al., 2006), no presente estudo nao houve diferenca significativa entre as cepas.

Embora o ensaio com formas epimastigotas ndo apresente mortalidade alta, o nimero
absoluto de parasitos da cepa Berenice em culturas infectadas reduziu significativamente desde
as primeiras horas com o tratamento com cisplatina, com reducao ainda maior no periodo de
recuperagdo (24h) (Figura 36). Talvez, a cisplatina tenha reduzido a proliferacdo das formas
amastigotas, mas também pode ter ocorrido morte dos parasitos. A proporcao de parasitos por
célula também caiu, tanto que, as 24h, a quantidade de 7. cruzi Berenice por célula foi
significativamente menor. Durante o tratamento, independentemente da concentracdao, os
parasitos Berenice aumentaram a expressao de 7cPCNA, que, na recuperagao, voltou aos niveis
basais. SO houve alteracdo na expressao de 7TcMSH2 no tratamento a 100uM, onde ha um
aumento na expressao deste gene nas primeiras horas do tratamento, com normalizacao nas
horas seguintes. Sabe-se que a via MMR nado € eficaz no tratamento com cisplatina, talvez por
1sso ha redugdo no numero de parasitos Berenice ao longo do tempo.

Curiosamente, a cepa Colombiana, que na literatura ¢ descrita como mais sensivel a
cisplatina (CAMPOS et al., 2011b), apresentou aumento significativo na quantidade de
parasitos intracelulares no tratamento mais intenso de 100uM apos 24h (Figura 36).
Aparentemente, passado o dano inicial, os parasitos voltam a se proliferar ativamente dentro
das células. O comportamento de expressao génica dos parasitos Colombiana foram o contrario
dos de Berenice. Durante o tratamento com cisplatina, ndo houve alteracdo na expressao de
TcPCNA. Mas, durante o periodo de recuperagdo do tratamento com cisplatina 25uM, os
parasitos Colombiana reduziram sua expressao de 7cPCNA. Como Berenice, s6 houve aumento
na expressao de 7cMSH2 no tratamento mais intenso, apenas no periodo de recuperagao.
Interessantemente, a maior expressao de 7cMSH2 de Colombiana coincidiu com a maior

quantidade de parasitos nas c€lulas no periodo pds lesao.

2.3 Influéncia da cepa Berenice de Trypanosoma cruzi em células L6 tratadas com
cisplatina

Células infectadas com 7. cruzi Berenice, submetidas a tratamento com cisplatina,
apresentaram mortalidade significativamente maior que os demais grupos (Figuras 14 e 15).
Como esperado, a diferenga na mortalidade se deu apenas ap6s o periodo de recuperagao,
devido a dinamica da lesdo por cisplatina (DEMARCQ et al., 1994; SIDDIK, 2003). Células

infectadas com 7. cruzi Berenice apresentaram maior mortalidade por necrose que células nao
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infectadas, o que pode estar relacionado ao maior dano ao DNA e estresse celular induzido pela
infeccao (Figura 16).

E interessante destacar a maior expressio de P53 em células infectadas, desde as 4
primeiras horas apds o tratamento com cisplatina, com superexpressao as 24h (Figura 24).
Existem evidéncias de que protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa podem afetar
diretamente a via da p53 da célula hospedeira. Parasitos também podem afetar indiretamente a
integridade do genoma, por meio da produgdo de ROS, organizagdo espacial de estruturas
celulares e reprogramacdo epigenética (WEITZMAN; WEITZMAN, 2014). Ressalta-se
também que, imediatamente apds o tratamento (12h), as células infectadas apresentam
expressao de P53 significativamente reduzida. Ja no tratamento mais intenso com cisplatina
(100uM), em células infectadas ha uma redugdo significativamente maior na expressao de Bc/2
que em cé¢lulas ndo infectadas, imediatamente apos o tratamento, o que pode ter favorecido a
apoptose.

O resultado do teste do cometa corroborou com o encontrado em sub-G1, ou seja, o
aumento da concentracdo de cisplatina aumenta a degradacao de DNA de forma significativa,
e Berenice apresenta muito mais degradagao de DNA que os demais grupos (Figuras 17 e 18).
Essa maior degradacao pode estar diretamente associada a apoptose ou diz respeito a alteragdes
na expressao da maquinaria de reparo para uma via menos eficiente. Apenas em células
infectadas com Berenice, a degradacdo de DNA ocorreu mesmo em doses mais baixas de
cisplatina (25uM), corroborando com a ideia de um reparo ineficaz. No tratamento mais severo
(100uM), a degradacao foi ainda maior em células infectadas com 7. cruzi Berenice.
Interessantemente, os resultados do teste do cometa neutro indicam que, embora apenas 1/3 da
degradacao de DNA seja DSB, a infec¢ao por Berenice provoca significativamente mais DSB
que os outros grupos, apods o tratamento com cisplatina 100uM (Figura 19).

Também em grupos infectados com a cepa Berenice, ocorreu um aumento na expressao
de A¢tm durante o tratamento com cisplatina 25uM, mas foi menor que em células sem infecgao.
O tratamento com menores doses de cisplatina também provocou aumento na expressao de
Brcal em células que passaram pelo periodo de recuperacao. Mesmo expressando mais Brcal
em comparacdo aos niveis basais, células infectadas com Berenice expressaram
significativamente menos Brcal que cé€lulas nao infectadas. O mesmo ocorre com a expressao
de Rad51. Apesar de aumentar a expressao deste gene em comparagdo a célula nao tratada, a
expressao de Rad5] em células infectadas com Berenice foi menor que em células ndo
infectadas. Ou seja, embora continue havendo ativacao da expressao de Atm, Brcal e Rad51, a

infeccdo com a cepa Berenice induz a uma ativacdo menos intensa desses genes, no tratamento
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com cisplatina 25uM, reduzindo provavelmente o reparo por HR (Figuras 25 e 26). Isso
explicaria a maior degradacdo de DNA encontrada no teste do cometa. No tratamento mais
intenso, apenas células infectadas com Berenice apresentam ativacao da expressao do gene Atm,
nas primeiras 4h, retornando ao longo do tratamento aos niveis basais. No entanto, ha correlagao
na expressdo de Rad51, Atm e Brcal em consequéncia do aumento da concentragdo de
cisplatina em cé€lulas infectadas com Berenice, indicando que o reparo por HR de fato deve
estar ocorrendo nessas células (Figura 31), ainda que de maneira menos eficaz.

Embora a expressdo de Pcna aumente com o tratamento, nas primeiras 12h, a infec¢do
leva a uma expressao relativamente menor que em células ndo infectadas (Figura 26). O
antigeno nuclear de proliferagdo celular, PCNA, esta envolvido em uma série de mecanismos
celulares, incluindo reparo por MMR, reparo de quebra de fita de DNA e TLS, além de estar
envolvido na proliferacao celular (Boehm et al, 2016). Também tem um papel importante na
HR, por estimular polimerases a sintetizar a nova fita de DNA com mais eficiéncia (Li et al,
2013). H4 também aparente reducao da expressao de Xrcc4 ao longo do tempo (Figura Figura
25), indicando uma reducao da atividade de NHE]J.

Células infectadas com Berenice apresentaram um aumento na expressao de Msh2 nas
primeiras horas de tratamento, mas imediatamente apds o fim do tratamento, ou seja, as 12h,
ha uma queda na expressdo de Msh2. A 100uM, enquanto células ndo infectadas ndo
apresentam alteracdo na expressao de Msh2, em culturas infectadas com a cepa Berenice, esse
gene possui expressao aumentada desde as 4 primeiras horas do tratamento, o que sugere uma
inducdo via MMR durante tratamento intenso de cisplatina. Como MMR ¢ uma via que nao
repara danos por cisplatina eficientemente, este pode ser o fator envolvido no fato de células
infectadas pela cepa Berenice apresentarem maior mortalidade (Figuras 25, 26 ¢ 27).

Nas primeiras 4h de tratamento, ha também aumento na expressdo de Rpal, uma
proteina da via NER eficaz no tratamento com cisplatina (O’GRADY et al., 2014; ZHU et al.,
2015). No entanto ha reducdo na expressao de Xpa, outra proteina chave da via NER. Em
c¢lulas infectadas por Berenice, encontramos também maior ativagdao da expressao de Oggl,
significativo apenas no fim do tratamento com cisplatina 25uM. Testes de correlagdo entre a
expressao de Oggl (via BER) e Xpa (via NER), indicam que, em células infectadas por
Berenice, ha preferéncia pela via BER, no reparo a lesdo por cisplatina 100uM (Figura 33). A
via BER ndo tem se mostrado eficaz para este tipo de dano (O’GRADY et al., 2014), o que,
novamente, corrobora para o aumento da degradagao de DNA e mortalidade.

C¢lulas infectadas por Berenice apresentaram peculiaridades na proliferagao durante o

tratamento com cisplatina. Apesar de o tratamento com cisplatina 25uM ndo permitir a
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formacdo de colonias, culturas infectadas com Berenice apresentaram significativamente mais
grupos de 2 a 49 células, ou seja, apesar de ter havido reducao na proliferagao, células infectadas
com Berenice se dividiram mais que células infectadas com Colombiana. Isso indica que o
reparo menos eficaz permite a proliferacao celular mesmo na presenca de danos ao DNA, o que
poderia favorecer o surgimento de células cancerigenas (ROOS; THOMAS; KAINA, 2016).
Em Berenice, o tamanho de L6 nao se alterou, diferentemente dos outros grupos, o que
aponta para uma possivel nao inducao da senescéncia. Corroborando com este resultado, nao
houve alteragdo na expressdao de P76 em células infectadas com 7. cruzi Berenice (Figura 29).
A infeccdo pelo parasito também provocou reducdo da expressao de Ki67 desde as 4 primeiras
horas de tratamento com cisplatina, ou seja, a infec¢do induz parada na replicagdo celular nos
primeiros tempos de tratamento. De interesse, Ki67 esta ausente em células quiescentes e ¢
pouco expresso nas fases G1 e S, tendo um pico nas fases iniciais da mitose (LI ef al., 2015).
Quanto a P2/, hd aumento em sua expressdo, mas ¢ significativamente menor em células
infectadas com 7. cruzi. Com relagdo ao ciclo celular, ndo ha alteracdo em compara¢do com
células ndo infectadas, inclusive com correlagdo entre as expressoes de Atm, P53 ¢ P21 no
tratamento com cisplatina 100uM, indicando um possivel controle molecular na parada do ciclo

celular na fase G1/S (Figura 34). O resumo dos eventos observados em células L6 com 7. cruzi

Berenice e tratadas com cisplatina est4 representado na Figura 60.
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Figura 60. Influéncia da infeccio por Trypanosoma cruzi Berenice em culturas L6 tratadas com cisplatina.
A infeccdo pela cepa Berenice influenciou a resposta da célula L6 ao dano por cisplatina. Com tratamento de
25uM, observa-se uma aparente ativagdo mais acentuada da via MMR e da via BER. Nota-se uma expressao
menos significativa dos genes envolvidos com HR, que, embora estejam presentes, estdo sendo menos expressos
que em células ndo infectadas. Isso pode explicar a maior degradacdo de DNA encontrada nestas células e, embora
a mortalidade ndo seja muito proeminente, ha maior mortalidade por necrose se comparado com a célula ndo
infectada. Embora tenha reduc@o de Ki67, foi possivel detectar a presenca de alguns poucos grupos de células,
sem alteragdo na morfologia. Embora seja mais expresso, P2/ ndo foi tdo ativado como em células ndo infectadas,
e a expressdao de P53 permaneceu semelhante. Nestas condi¢des, ha aumento de expressdo de TcPCNA pelos
parasitos na cultura. No tratamento a 100uM, os genes referentes a8 HR sdo todos ativados. No entanto, a ndo
parada do ciclo celular na fase S/G2 pde em divida se ha mesmo reparo por esta via. Ha inativa¢do da via NHEJ.
Nessas condigdes, a infec¢do continua influenciando no reparo via MMR, que é altamente ativo. Ha maior
mortalidade, tanto por apoptose como por necrose, e maior degradagdo de DNA, com expressiva reducéo de Bcl2.
Ha também expressdo aumentada de P53. Ki67 é menos expresso ¢ P2/ mais expresso. No entanto, as células,
como as sem infeccdo, ndo apresentaram proliferagdo ou alteragdo significativa no tamanho celular. Nesta
concentragdo, 0s parasitos se encontram em menor quantidade dentro das células, e expressam mais 7TcPCNA e

TcMSH?2.
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2.4  Influéncia da cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi em células L6 tratadas com
cisplatina

Ao contrario do que aconteceu com células infectadas com 7. cruzi Berenice, c€lulas
infectadas com Colombiana ndo apresentaram aumento da mortalidade com o tratamento com
cisplatina (Figura 15). Isso indica que ou a cepa Berenice promove alteragdes que leva a
mortalidade, ou a cepa Colombiana promove alteragcdes que reduzem a mortalidade de células
tratadas com cisplatina, visto que ndo ha diferenga de mortalidade entre as cepas em células
nao tratadas. Chama ateng¢do que, no tratamento com 25uM de cisplatina, Colombiana induziu
maior mortalidade por necrose que os demais grupos, possivelmente por conta da infectividade
da cepa (Figura 16). Assim, o fato de nao ter havido mortalidade igual a Berenice indica que a
influéncia das cepas ¢ diferente nas células hospedeiras, o que corrobora com a literatura (DE
SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010).

Como em Berenice, houve aumento na expressao de P53 desde as primeiras 4h pos
tratamento, com reducdo da expressao as 12h, e superexpressao as 24h. Também houve uma
redugdo significativamente maior de Bcl2 que em células ndo infectadas (Figura 24). Resultado
semelhante ao Sub-G1 foi encontrado no teste do cometa, onde células infectadas com
Colombiana ndo apresentaram maior degradacdo de DNA que células sem infec¢do (Figuras 17
e 18). Mesmo com resultados semelhantes aos de cé¢lulas sem infeccdo no cometa alcalino, o
teste do cometa neutro indicou que uma parte da degradacao de DNA em células infectadas
pela cepa Colombiana e tratadas com cisplatina 100uM ¢ de DSB, o que ndo ocorre em células
nao infectadas (Figura 19). Visto que os principais genes relacionados com o reparo de DSBs
(Atm, Brcal e Xrcc4) encontram-se sub expressos em culturas infectadas com a cepa
Colombiana, levanta-se a hipotese de que outra via esta ativa para reparar este tipo de lesao.
Nota-se um aumento da expressao da transcriptase reversa de L1 em células infectadas com a
cepa Colombiana 12h pds-tratamento (Figura 28). A esse respeito, sabe-se que elementos
moveis podem participar do reparo do DNA nuclear para garantir a integridade do genoma
(SUZUKI et al., 2009; ZINGLER et al., 2005). Células defeituosas em NHEJ, por exemplo,
podem usar uma maquinaria alternativa de reparo de DSB mediado por retrotransposi¢ao
independente de endonuclease (MORRISH et al., 2002; VAISMAN; WOODGATE, 2017).

Ao se observar o perfil de expressdo de outros genes de reparo, percebe-se que a cepa
Colombiana favorece um perfil de resisténcia a cisplatina. A infeccao por esta cepa induz a
expressao precoce de Pcna, desde as primeiras 4h do tratamento, e esse gene ¢€
significativamente mais expresso em células avaliadas apos o periodo de recuperacao (Figura

26 e Figura 27). O PCNA esta envolvido numa série de vias de reparo, mas sua expressao esta
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associada a um perfil de resisténcia a cisplatina. O tratamento com inibidores de PCNA resulta
em apoptose e sensibiliza a cisplatina. O PCNA também ¢ superexpresso em tumores, €, além
do reparo, est4 associado a proliferacio (GU et al., 2018; MULLER et al., 2013; OLAISEN e¢
al., 2018).

A cepa Colombiana induz também a reducdo da expressdo de Xrccl em células
analisadas 24h apos o tratamento (Figura 27). Xrccl esta envolvido na via BER e ndo repara
eficientemente lesdes por cisplatina. A via BER, além de ndo ser eficaz no reparo a lesdes por
cisplatina, compete com a via NER, que ¢ eficaz (O’GRADY et al.,2014; ROCHA et al., 2018).
No periodo de recuperagao do tratamento com cisplatina 25uM, ha também redugao de OGGl,
outra enzima da via BER (Figura 26). Testes de correlagdo entre Oggl, Xrccl (da via BER) e
Xpa (da via NER) apontam que, durante o periodo de recuperacao, ha uma preferéncia pela
ativacdo da via NER no reparo aos danos por cisplatina (Figura 33). Esses resultados
demonstram que a presenca da cepa Colombiana promove um direcionamento para o uso de
vias de reparo mais eficientes pela célula hospedeira.

A resisténcia a cisplatina também ¢ vista na expressao de Msh2. Como se sabe, a via
MMR nao ¢ eficaz no reparo a esta droga. Embora durante o tratamento células infectadas com
Colombiana apresentem aumento na expressao desse gene, esse aumento € significativamente
menor que em células nao infectadas, e ha reducao da expressao as 12h. Independentemente da
concentracdo de cisplatina utilizada, as 24h, células infectadas com Colombiana exibem
expressao reduzida de MSH2 (Figuras 26 e 27). Sabe-se que a cepa Colombiana ¢ a que tem a
MMR mais eficiente, mas, ainda assim, ela reduz a expressao de MMR da célula. Curiosamente,
¢ neste periodo que ocorre um aumento na expressao de 7cMSH?2 pelos parasitos (mas apenas
na concentragdo de 100uM). E possivel, portanto, que a proteina sintetizada pelo parasito atue
no reparo celular do hospedeiro, como sugerido por Van Tong et al (2017).

A expressdo de Afm em células infectadas com Colombiana também se diferencia dos
demais grupos, pois, no tratamento com cisplatina ndo ha ativagdo desse gene. Na verdade, as
24h, percebe-se uma reducao na expressao, e isso ocorre independentemente da concentragao
de cisplatina utilizada (Figuras 26 e 27). A ndo ativacdo de A#m indica que provavelmente a
cepa Colombiana ndo induz o reparo por HR. De fato, as 24h pos tratamento com cisplatina
25uM, a expressao de Rad51 em células infectadas com Colombiana ¢ semelhante aos niveis
basais de expressao, e isso ocorreu apenas neste grupo. Também nao hé alteragdo na expressao
de Brcal em nenhum momento com tratamento com cisplatina. Interessantemente, ATM

suprime o reparo da quebra de fita dupla (DSB) do DNA por MMEJ (RAHAL EA et al., 2010).
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Assim, a expressao reduzida de Atm sugere o funcionamento desta via. Ressalta-se que a cepa
Colombiana, assim como Berenice, apresentou DSB pelo ensaio do cometa neutro (Figura 19).

As células tratadas a 25uM de cisplatina apresentam também maior quantidade de
células na fase G1, refor¢ando que nao ha parada no ciclo celular e, portanto, ndo hé reparo por
HR. O acumulo de células na fase G1 ¢ incomum, ja que os efeitos inibitérios da cisplatina nas
CDKs da fase G1 ¢ um evento tardio (SIDDIK, 2003). O reparo de DSBs nessa fase ¢ dado
principalmente por NHEJ e MMEJ. Nas fases G1 e inicio da S, DSB complexas sdo reparadas
via MMEJ, enquanto DSB simples sao reparada pela NHEJ (TALEEI; NIKJOO, 2013; YUN;
HIOM, 2009). Visto que os tripanossomatideos apresentam como via principal de reparo de
DNA o MMEJ (PENG et al., 2015), ¢ possivel que moléculas do 7. cruzi sejam capazes de
interagir com proteinas do hospedeiro, alterando o modo de reparo do DNA. Por ter um contato
maior e direto com o citoplasma da célula, autores deduzem que o 7. cruzi influencia a rede
molecular do hospedeiro mais diretamente que outros protozodrios intracelulares
(NAKAJIMA-SHIMADA et al., 2000). Diferente dos outros grupos, apenas células infectadas
por Colombiana ndo apresentam reducao na expressao de Xrcc4 na recuperacao do tratamento
com cisplatina 25uM (Figura 25). Pode ser que continue entdo acontecendo o reparo via NHEJ,
mas outras vias ndo podem ser excluidas, como a MMEJ ou a via alternativa de reparo pelo
retroelemento L1. Como existe correlagdo entre Xrcc4 e Brcal, com diminui¢do na expressao
de ambos, ¢ mais provavel o reparo mediado por retrotransposon (Figura 32).

As 24h do tratamento com cisplatina 25uM, células infectadas por Colombiana também
exibem redu¢do dos niveis de P21, retornando aos niveis basais, € superexpressao de Ki67,
numa tentativa de incentivar a proliferagdo celular (Figura 29). Ressalta-se que Ki67 ¢ utilizado
como marcador de proliferacdo e existem evidéncias de que sua expressao reflita a taxa de
proliferagdao tumoral, estando correlacionada com iniciagao, progressao, metastase € prognose
de uma série de tumores (LI et al., 2015). Este dado reafirma o perfil de resisténcia a cisplatina
em células infectadas com a cepa Colombiana. No entanto, no ensaio do cristal violeta, ndo
houve formacao de coldnias, e as células apresentaram caracteristicas morfologicas de células
senescentes, com aparéncia alargada. De forma contraditéria também, ha maior expressao de
P16 nestas células, um marcador de senescéncia (Figura 29). Assim, este ¢ um resultado nao
esperado, que poderia ser explicado pela participagao de moléculas origindrias do parasito que
estimulariam a expressdo de Ki67, visando garantir a perpetuagdo de seu hospedeiro e,
consequentemente, sua sobrevivéncia. Entretanto, mais experimentos sao necessarios para

validar essa hipotese.
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Ressalta-se que, no tratamento mais intenso de cisplatina (100uM), apenas as cé€lulas
infectadas com Colombiana apresentaram maior quantidade de células na fase S/G2
imediatamente apOs o tratamento, mas nas 24h, ndo houve diferenca significativa entre os
outros grupos (Figura 23). Tanto no controle como em cé¢lulas infectadas com Berenice, no
tratamento mais intenso nao hé parada na fase S/G2, provavelmente por conta da alta dose de
cisplatina, que impede a ativacao do reparo celular por HR e ativa as vias de morte celular. Em
Colombiana, no entanto, nao ha alteragao molecular que indique que o reparo estaria ocorrendo
via HR, e nem parada no ciclo nas horas de recuperagao. Assim, esse aumento de células na
fase S/G2 apenas imediatamente apoOs o tratamento pode indicar que as células estariam ainda
se proliferando mesmo em meio ao tratamento intenso de cisplatina, reafirmando um perfil de
resisténcia a droga. Corroborando com o aumento na proporg¢ao de células na fase S/G2, ndo ha
correlagdo entre as expressoes de Atm, P53 e P21 em Colombiana (Figura 34). Nessas
condig¢des, também nao ha diferencas na expressao de Ki67 ou P21 com relagao a célula sem
infeccdo, mas ha aumento na expressao de P76 as 24h poés tratamento (Figura 29), indicando
que as c¢lulas que sobreviveram provavelmente entrardo num estado de senescéncia.

O resumo dos eventos observados em células L6 com 7. cruzi Colombiana e tratadas

com cisplatina esté representado na Figura 61.
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Figura 61. Influéncia da infecciio por Trypanosoma cruzi Colombiana no tratamento com cisplatina. A
infeccdo por Colombiana parece induzir um perfil de resisténcia a cisplatina pelas células L6. A infecgdo por
Colombiana parece reduzir a expressdo de genes de reparo via MMR e via BER, que sdo reparos ineficientes para
cisplatina. Ao mesmo tempo, parece ocorrer ativagdo da expressao de genes da via NER, uma via de reparo eficaz.
A via HR n@o parece estar sendo ativada. A parada na fase G1, no tratamento a 25uM, indica que o reparo de DSB
pode estar ocorrendo via NHEJ, MMEJ ou via alternativa por LINE-1. A 25mM, células infectadas apresentaram
baixa taxa de mortalidade, com maior mortalidade relativa por necrose, talvez, pela propria infecgdo ou pela ndo
ativacdo de vias apoptopticas, ja que ndo ha alteragdo de Bc/2. Interessantemente, apesar do aumento da expressao
de Ki67, ha aumento na expressdo de P/6 e P53, que, juntamente com morfologia alterada e reducdo da
proliferacdo, sugere senescéncia. Nessas condigdes, ha redugdo na expressdo de 7cPCNA do parasito. No
tratamento a 100uM, o reparo das lesdes por cisplatina parece estar inativado, assim como em células ndo
infectadas. Ha, entretanto, sugestio de ativagdo da via MMEJ e de reparo pela via alternativa de LINE-1, o que
reduziria apenas parcialmente o nivel de quebra de dupla fita (DSB). Nessa condigdo, ndo ha proliferacdo celular
e ha maior mortalidade por apoptose e necrose, com redugdo expressiva de BCL2, aumento na expressao de P16,
P21 e P53 e reducdo de Ki67, o que molecularmente sugere senescéncia, apesar de morfologicamente nao ter sido
encontrada grande alteracdo nas células. Os parasitos aparecem em maior quantidade, com maior expressdo de

TcMSH?2. Sugere-se que esta proteina poderia estar interferindo no reparo do hospedeiro.
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3 Tratamento com Perdoxido de Hidrogénio

3.1  Efeito do peroxido de hidrogénio na célula L6

A degradagao de DNA encontrada desde as primeiras 4h de dano (Figura 44) ¢ explicada
pelo mecanismo de acdo de H>O», que provoca SSB e DSB por meio da geragdo de radicais
OH, ao reagir com ions ferro no citoplasma (FRANKENBERG-SCHWAGER et al., 2008).
Desta forma, a DSB nao surge apenas durante parada na forquilha de replicagcdo, mas o proprio
tratamento ¢ gerador de DSB, sendo, portanto, perceptivel a degradagdo de DNA desde o inicio
do tratamento e em doses mais baixas de H»O». Isto explica porque praticamente toda a
degradacao de DNA detectada no teste do cometa se trata de DSB, considerando-se o teste do
cometa neutro (Figura 44D) A mortalidade, no entanto, so € perceptivel nas 24h apds o inicio
do tratamento (Figura 38), indicando que hé necessidade de um acumulo de danos do tipo 8-
0x0G para que haja disfungdo mitocondrial e morte celular, programada ou nao (SIES, 2017;
SIES; BERNDT; JONES, 2017; VAN HOUTEN; WOSHNER; SANTOS, 2006a, 2006b).

Nossos resultados mostraram que a maior parte das células permaneceram na fase G1
(Figura 47 e Figura 48). A esse respeito, sabe-se que enquanto altos niveis de H>O» induzem
apoptose, concentragdes moderadas coordenam um conjunto de eventos moleculares que levam
a parada no ponto G1/S do ciclo celular (DESHPANDE et al., 2002). Portanto, a depender da
concentracgao utilizada, o HoO> pode desencadear uma série de respostas celulares de reparo de
DNA, pode parar o ciclo celular ou pode desencadear a apoptose.

Enquanto no tratamento com H>0; 0,8mM a degradacdo de DNA aumenta as 4h e se
mantém relativamente estdvel ao longo do tempo, com H>O> 1,6mM hd um aumento
progressivo da degradacao, com aparente recuperacao as 24h (Figura 43). Essa diferenca pode
ser explicada pela maior expressao de genes de diferentes vias de reparo logo no comeco do
tratamento com H.O. 0,8mM, o que ndo ¢ observado no tratamento com 1,6 mM. Nesta tltima
concentracdo, observa-se uma expressao importante de Pcna a partir de 12h, o que pode
justificar a recuperagao desse grupo as 24h, ainda que se observe uma significativa taxa de
mortalidade nesse periodo.

O teste de anexina/PI mostrou que o aumento da concentracdo de peroxido de
hidrogénio aumenta a mortalidade por necrose, apoptose e apoptose tardia, com maior parte das
células morrendo por apoptose, confirmando que o tratamento com H>O» leva a mortalidade
celular de diferentes maneiras (VILEMA-ENRIQUEZ et al., 2016). Nossos resultados
demonstraram que houve redugdo na expressao de Bcl2 apenas a 0,8mM (Figura 49). Sabe-se

que o tratamento com peroxido efetivamente reduz a expressao da proteina antiapoptoptica
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BCL2, que leva a um aumento na expressao da proteina pro-apoptoptica BAX e a um aumento
da liberagdo de citocromo C da mitocondria (VILEMA-ENRIQUEZ ef al., 2016). Também se
observou aumento na expressao de P53 nas primeiras horas, sendo que, com o tratamento
menos intenso (0,8mM), a expressao de P53 € maior que em 1,6mM. Provavelmente a 0,8mM,
esta proteina estd envolvida também no reparo celular e controle do ciclo celular, juntamente
coma P2].

Esses achados corroboram com o que ja foi descrito na literatura, onde o tratamento
com menores concentragdoes de H>O; leva a ativagdo da apoptose, enquanto o tratamento com
concentragdes mais elevadas naio (HAMPTON; ORRENIUS, 1997; TROYANO et al., 2003).
Isso pode ser explicado pelo fato de a oxidagdo excessiva poder suprimir a apoptose pela
inativacao direta de caspases (SAMALI et al., 1999), porém outros mecanismos também podem
estar envolvidos. Por exemplo, a auséncia de histonas protetivas no DNA mitocondrial o torna
mais suscetivel que o DNA nuclear ao dano por peroxido (YAKES; VAN HOUTEN, 1997).
Assim, na concentragdo menor de H>O> (0,8mM), o DNA mitocondrial estd sendo afetado,
porém o DNA nuclear, que codifica todos os genes das vias de reparo e de apoptose, ainda esta
preservado, permitindo a ativacao desses genes. Ja com 1,6mM, o DNA nuclear também
comeca a ser danificado, necessitando de um periodo de recuperagdao para retomar sua
funcionalidade (VAN HOUTEN; WOSHNER; SANTOS, 2006b; YAKES; VAN HOUTEN,
1997). Por isso observamos um aumento de degradacao e posterior recuperagdo, que parece ser
mediada pela expressdo de Pcna. De interesse, BCL2 se liga a APE1 mitocondrial, impedindo
a ativagdo de PCNA nessa organela, mas ndo no nucleo (XIE; DOETSCH; DENG, 2015).
Como a 0,8mM tivemos diminui¢do da expressao de Bcl2, isso possibilitou o reparo do mtDNA
pela via BER, modulando o processo de apoptose (VILEMA-ENRIQUEZ et al., 2016).

Ademais, ¢ relatado que, nesse processo, ocorre a ativagao da ATM, parada no ciclo nas
fase G2-M ou G1-S e aumento nos niveis de P53 ¢ P21(VILEMA-ENRIQUEZ et al., 2016).
Em nosso estudo, no tratamento de células L6 com 0,8mM de H»O,, foi possivel observar
aumento na expressao de Atm até as 12h (Figura 50 e Figura 51), junto com um aumento na
expressao de P53 e P21 (Figura 55). Também se observa o aumento da expressao de Rad51 até
as 12h e maior expressdo de Brcal as 4h (Figura 51), o que sugere que provavelmente esta
ocorrendo reparo via HR, por conta das degradagdo de DNA detectadas desde as 4h. Ressalta-
se que o reparo de DSB ¢ essencial para superar lesdes por peroxido de hidrogénio e HR ¢
importante para recuperar de dano oxidativo (HAYASHI; UMEZU, 2017, SHARMA et al.,
2016).
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Entretanto, € possivel que outros tipos de reparo de DSB também estejam ocorrendo,
como NHEJ. Sabe-se que, na fase S, tanto HR como NHEJ sdo importantes, mas NHEJ ¢
essencial para reparo de DSBs que ocorrem na fase G1 (FRANKENBERG-SCHWAGER et
al., 2008). Apesar de ndo haver alteragcdo significativa ao longo do tempo na expressao de
Xrcc4, em células sem infeccao ha maior expressao deste gene em relacdo a células infectadas,
no tratamento a 0,8mM (Figura 51), indicando que o reparo via NHEJ esta ativo.

Imediatamente apos tratamento com H20; 0,8mM, hd aumento da expressdo dos genes
Oggl e Xrccl, da via BER, e de Msh2, da via MMR. Nesta condicao, existe de fato correlacao
na expressao entre os genes da via BER e da via MMR, sugerindo que as duas estdo ativadas
(Figura 54). E interessante ressaltar que alguns autores ja sugeriram o papel de Msh2 na via
BER de lesdes oxidativas, principalmente as que provocam parada na maquinaria de transcri¢ao
(YANAMADALA; LJUNGMAN, 2003). Nao ha correlagdao com a expressao de Xpa, um gene
da via NER, que ndo ¢ alterado ao longo do tempo do tratamento com H>O». Isso se deve ao
fato de o peroxido produzir principalmente lesdes de oxidagdo de bases, e poucas lesdes de
adutos de DNA, havendo, portanto, uma preferéncia pela via BER (CHATTERJEE; WALKER,
2017).

O tratamento levou a uma progressiva redug¢dao da proliferacdo celular, linear com o
aumento da concentragdo (Figura 45). A morfologia celular também mudou de maneira linear,
aumentando o didmetro de Feret juntamente com a concentracdo de H»O». Isso indica que,
provavelmente, o peroxido de hidrogénio esteja induzindo um aspecto de senescéncia das
células tratadas, justificando a redugdo da proliferacao. Em acordo, existe redugado significativa
na expressdo de Ki67 e aumento na expressio de P2/ com o tratamento com H>Oo,
independentemente da concentragdo (Figura 52). Como ja descrito, com o aumento da
concentracdo, nota-se uma tendéncia de aumentar a propor¢ao de células na fase GI,
imediatamente ap6s o tratamento (Figura 46). Isso pode indicar uma menor proliferacao celular
e inducdo de senescéncia, o que corrobora com a literatura (SAXENA et al., 2019).
Paradoxalmente, a expressdo de P/6, um agente central na inducdo de senescéncia celular
(CERELLA et al., 2016), ndo alterou significativamente ao longo do tempo (Figura 52).

A Figura 62 resume o mecanismo de reparo ao dano de DNA decorrente da acdo do

perdxido de hidrogénio em células L6.
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Figura 62. Reparo de DNA de célula L6 sob tratamento com H:0:. O tratamento com H20, 0,8mM provocou
danos moderados na célula L6, com degradagdo de DNA desde as primeiras horas do tratamento. Provavelmente,
por ser mais sensivel que o DNA nuclear, o DNA mitocondrial sofreu sérios danos com a exposi¢ao ao H20z. Vias
de reparo no nucleo tiveram expressdo ativada, principalmente MMR, BER, HR e, talvez, NHEJ, que também
influenciariam o reparo na mitocondria, que por sua vez levaria a ativagdo da cascata apoptoptica, observada pela
reducdo de Bcl2. Molecularmente e morfologicamente, a senescéncia parece estar sendo ativada em algumas
células tratadas. O tratamento com H>O: 1,6mM provocou danos extensos ao DNA e proteinas, inativando
parcialmente o reparo no nicleo. Apenas a via MMR, e a proteina PCNA, apareceram com expressao ativada. Isto
resultou em maior mortalidade, mas ndo necessariamente via apoptose. Ha também algumas caracteristicas de

senescéncia na cultura.

3.2  Influéncia do peréxido de hidrogénio no Trypanosoma cruzi

O H>O> possui um papel dubio na biologia do 7. cruzi, ndo apenas promovendo
mortalidade, mas atuando também como sinalizador celular e indutor da proliferagao
(MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014; ROSE; CARVALHO; HECHT, 2020). O
tratamento com perdxido de hidrogénio indicou que os parasitos sdo tanto quanto ou mais
sensiveis a0 H>O» que as células L6, apresentando uma taxa de cerca de 40% de mortalidade

apos o periodo de recuperagdo (Figura 56). Embora a literatura apresente maior sensibilidade a
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H>O: por parte da cepa Berenice, em comparacdo com a Colombiana, devido aos diferentes
isotipos de TcMSH2 (CAMPOS et al., 2011b), ndo identificamos diferenca significativa entre
as cepas em nossos experimentos. Destaca-se a mudanga na forma do epimastigota apds o
tratamento, que adquiriu formato arredondado, com maior incidéncia principalmente apos o
periodo de recuperacao de 24h. Sabe-se que os esferomastigotas se desenvolvem em condigdes
de estresse no ciclo de vida do parasito, como o estresse oxidativo (MELO; GUARNERI;
SILBER, 2020). Isso confirma que o tratamento com H>O> provocou estresse nos parasitos, e,
provavelmente, ativou suas vias de reparo.

Corroborando com o resultado da taxa de mortalidade, se verificou uma reducdo no
numero absoluto de parasitos da cepa Berenice apds o tratamento com H>O» 1,6mM de células
infectadas (Figura 57). O mesmo ndo ocorre no tratamento mais leve, de 0,8mM. Apds o
periodo de recuperagdo (24h), a proporcdo de parasitos Berenice em células L6 aumenta
significativamente, sugerindo que o parasito ¢ capaz de se recuperar e restabelecer o processo
de multiplicagdo. De fato, a partir das 12h, ha aumento na expressao de 7cPCNA e TcMSH?2 de
T. cruzi Berenice, sendo que 7cPCNA permanece mais expresso até as 24h. No tratamento mais
brando, de 0,8mM, ha aumento de 7cPCNA desde as 4h do tratamento, e nao ha alteracao de
TcMSH?.

Interessantemente, ndo ha alteragdao na quantidade de parasitos da cepa Colombiana no
tratamento com H>O, em nenhuma condic¢ao de tratamento, indicando a maior resisténcia desta
cepa a esse tipo de dano (CAMPOS et al., 2011b). S6 houve alteracdo na expressao de genes
de reparo no tratamento de 1,6mM, com aumento de 7cMSH?2 e TcPCNA no periodo de 12h de

recuperacgao, especificamente as 12h.

33 Influéncia da cepa Berenice de Trypanosoma cruzi em células L6 tratadas com
peroxido de hidrogénio

A infecgdo pela cepa Berenice provocou uma maior mortalidade de células L6 no
tratamento com H>O» 0,8mM, evidente no ponto de 24h pos inicio do tratamento (Figura 39).
No tratamento a 1,6mM, no entanto, ainda que tenha ocorrido um aumento geral, a mortalidade
¢ significativamente menor em células nao infectadas (Figura 41). Ha aumento de necrose,
apoptose e apoptose tardia com o aumento da concentracao de H>O», e a infec¢do induziu mais
apoptose no inicio da recuperagao, o que fica evidente pela maior propor¢ao de apoptose tardia
em c¢lulas infectadas com 7. cruzi (Figura 42). Logo apds o tratamento (4h), células infectadas
com T. cruzi Berenice apresentam uma menor ativagdao de P53. No entanto, a infec¢ao por esta

cepa resulta em aumento na expressdo deste gene nas horas seguintes ao tratamento, o que ndo
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ocorre nos outros grupos. A cepa Berenice também reduz a expressdao de Bcl2 em células
tratadas, o que nao ocorre nos outros grupos (Figura 49). Isso explica o aumento na mortalidade.

A degradagdo de DNA das células L6 aumenta desde as primeiras 4h. Neste momento,
ha menor degradacdo de DNA de células infectadas com Berenice do que células nao
infectadas, no tratamento com 1,6mM (FigurasFigura 43 e Figura 44). Ao longo do periodo de
recuperagao, no entanto, nao ha diferenca na degrada¢ao de DNA. Assim como em células nao
infectadas, em células infectadas com 7. cruzi Berenice, apos tratamento com H,O; 1,6mM,
praticamente todo o DNA degradado se trata de DSB (Figura 44). Entretanto, percebe-se uma
ativacdo da expressdao das proteinas da via HR (ATM, RADS51 ¢ BRCA1) de forma menos
intensa que em células sem infeccdo (Figura 51). Também nao ha alteracdo na expressao de
Xrccd, proteina da via NHEJ (Figura 50). Igualmente, embora ocorra aumento de expressao de
Msh2 e Pcna, a infeccao pela cepa Berenice faz que este aumento seja menos pronunciado que
em cé€lulas ndo infectadas. Assim, a presenga deste parasito parece prejudicar a capacidade da
célula de se recuperar do dano causado pelo estresse oxidativo.

Aumento de expressao inicial de Xrccl, as 4h de tratamento, e de Ogg/ (Figura 51) em
células infectadas com a cepa Berenice sugere que, mesmo na presenca do parasito, houve uma
ativacdo da via BER, essencial no reparo de lesdes por H>O», como oxidagao de bases, desde o
inicio do tratamento. Em todos os tempos analisados, apenas a infeccao por Berenice provoca
redug¢do na expressao de Xpa, a medida que a concentracdo de H»>O, aumenta. Testes de
correlagdo indicam uma relagdo inversamente proporcional entre a expressao do gene Xpa da
via NER e do gene Ogg! da via BER, indicando que o reparo esta sendo feito preferencialmente
pela via BER, em detrimento da NER, e em conjunto com a via MMR, devido a correlagao com
Msh2 (Figura 54).

A Figura 63 apresenta um resumo dos mecanismos de reparo ao dano de DNA

decorrente da agcdo do peroxido de hidrogénio em células L6 infectadas com 7. cruzi Berenice.
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Figura 63. Influéncia de Trypanosoma cruzi Berenice sobre células L6 no tratamento com H20:. O tratamento
com H20: 0,8mM levou a danos moderados na célula, resultando em degradacdo de DNA. A infecgdo pela cepa
Berenice parece influenciar na resposta ao dano, com a expressdo de genes da via MMR e via HR menos ativas
que em células sem infecgdo. Nesta concentragdo, foi detectada ativagdo apenas da expressdo de TcPCNA no
parasito. A via apoptdptica esta ativa, e as células apresentam caracteristicas de senescéncia. O tratamento mais
intenso, a 1,6mM, parece ter afetado bastante a cepa Berenice, visto uma redugfo inicial no nimero de parasitos,
que expressam mais ativamente 7cPCNA e TcMSH?2. Os parasitos, no entanto, parecem se recuperar bem da lesdo,
ja que, as 24h, a parasitemia aparece maior. A infec¢do por Berenice também influencia no reparo da célula L6,
no tratamento mais intenso. Ha ativacdo de expressdo de genes das vias BER e MMR, e provavelmente de HR ou
NHEJ. Também ha ativac¢do da apoptose, com redugdo de Bcl2 e maior quantidade de células em apoptose tardia.

Verificou-se também aspectos de células senescentes.

3.4  Influéncia da cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi em células L6 tratadas com
peroxido de hidrogénio

Com o aumento da concentracdo de H2O:, células infectadas com a cepa Colombiana
apresentaram significativamente menos mortalidade que os demais grupos as 24h pos inicio do
tratamento (Figura 39). O teste de anexina/PI mostrou que, no tratamento de 0,8mM, células

infectadas por Colombiana morrem significativamente menos por necrose (Figura 42). Ha
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aumento na expressao de P53 e reducao na expressao de Bcl2 apenas no tratamento com H>O»
0,8mM (Figura 49). Esses resultados reforcam o que foi visto para as células ndo infectadas e
relatado na literatura, isto ¢, menores concentragdes de H>O; levam a ativa¢ao da apoptose,
enquanto concentragdes mais elevadas ndio (HAMPTON; ORRENIUS, 1997; TROYANO et
al.,2003).

A degradacdo do DNA também foi menor em células infectadas com Colombiana, e
essa degradag¢dao diminuiu com o aumento da concentracao de H,O» (Figura 43 e Figura 44). O
teste do cometa neutro mostra que, diferente dos outros grupos, células infectadas com
Colombiana apresentam mais da metade da degradacao de DNA como SSB, e nao DSB. Sabe-
se que ATM e XRCC1 estao envolvidos no reparo de SSB e prevengao de DSB (CALDECOTT,
2019; KHORONENKOVA; DIANOV, 2015). A analise da expressao dos genes de reparo da
célula hospedeira, no entanto, ndo esclarece a reducdo de DSBs. Assim, uma possivel
explicacdo € que proteinas secretadas pelo parasito estejam atuando diretamente no reparo do
DNA cé¢lula L6, como ja sugerido por Van Tong et al (2017). De interesse, foi identificado
TcPCNA no secretoma do 7. cruzi (BAYER-SANTOS et al., 2013; QUEIROZ et al., 2016).

Essa hipotese ganha maior credibilidade ao verificarmos que o aumento da concentra¢do
de perdxido nao exerce alteracao significativa na expressao de Msh2 em células infectadas com
Colombiana (Figura 51). Interessantemente, esta cepa € a que tem o isotipo desta proteina mais
eficaz (AUGUSTO-PINTO et al., 2003) e vimos que o parasito aumenta a expressao de
TcMSH2 na recuperagao do tratamento com H>O» (Figura 58). Assim, a possibilidade levantada
por Van Tong et al (2017) parece fazer sentido.

As células infectadas pela cepa Colombiana apresentam a maior expressao de Pcna as
4h do tratamento entre todos os grupos. Outra proteina da via BER, XRCC1, se encontra mais
expressa as 4h de tratamento. [gualmente, apenas c€lulas infectadas por esta cepa apresentam
aumento na expressao de Rpal as 4h do tratamento, um gene da via NER. Nao h4, no entanto,
alteragcdo significativa de Xpa, um gene chave da NER, e nem alteracdo significativa na
expressao de Oggl, gene chave no reparo de dano oxidativo via BER (Figura 50). Como esses
genes codificam proteinas que atuam nas etapas iniciais dessas vias (ABBOTTS; WILSON,
2017; FOUSTERI; MULLENDERS, 2008), ¢ provavel que eles tenham tido suas expressoes
aumentadas antes do periodo de 4h que foi avaliado.

Embora Rad51 tenha expressao aumentada nos tempos de 4h e 12h, indicando reparo
via HR, Brcal ¢ menos expresso que em c¢lulas ndo infectadas (Figura 51). H4 aumento na
expressao de ATM as 12h. Nao ha alteracdo na expressao de Xrcc4, sugerindo uma nao

preferéncia pela via NHEJ, fato que também foi observado nas culturas infectadas com a cepa
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Berenice. Vale lembrar que apenas poucos fatores (Mrell, Ku70/Ku80 e APTX) da via NHEJ
estao presentes no 7. cruzi (GENOIS et al., 2014; PENG et al., 2015). Assim ¢ possivel que
esse parasito expresse alguma proteina que interaja com proteinas de NHEJ, inibindo-a, o que
pode ter levado ao desaparecimento de determinados genes e na inativagao da via neste grupo.

Embora ndo haja alteracdo no niimero de coldnias e morfologia celular, culturas
infectadas por Colombiana tém mais células na fase S/G2 as 24h de tratamento que as demais,
o que pode ser um indicativo de que elas se recuperaram mais rapidamente. Mesmo assim, a
propor¢ao nao ultrapassou 50% (Figura 46 e Figura 48).

A Figura 64 apresenta um modelo dos possiveis mecanismos de reparo ocorridos em

células L6 infectadas com 7. cruzi Colombiana e tratadas com H»O».

Figura 64. Influéncia de Trypanosoma cruzi Colombiana sobre células L6 no tratamento com H20:. O
tratamento com H202 0,8mM provoca danos moderados a célula L6. A infecgdo por Colombiana, no entanto,
parece diminuir a resposta ao dano na célula, com ativacdo da expressdo de apenas um gene da via BER, Xrccl.
Isso talvez explique a maior quantidade de DNA com quebra de simples fita, por ndo haver um reparo eficaz.
Curiosamente, células infectadas com Colombiana apresentam menor mortalidade por necrose. No dano mais
intenso, o reparo da célula parece continuar inativado, € apenas o reparo do parasito esta funcionando, com ativagao
da expressdo de TcPCNA e TcMSH?2. Como nao ha aumento na mortalidade celular ou na degradacdo de DNA, ¢é
possivel que o parasito influencie no reparo da célula, em ambas as concentragdes. As células também apresentam

um perfil de senescéncia.
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VII. Conclusao

Os resultados deste trabalho mostram que:

A infecg¢ao por 7. cruzi leva a um aumento significativo da mortalidade de
células L6, porém sem causar aumento de degradacao do DNA, alteracao do
ciclo celular ou alteracdo da expressao significativa de genes relacionados a
mortalidade celular, reparo de DNA, proliferacdo, senescéncia e
retrotransposi¢ao;

Células infectadas com 7. cruzi Colombiana tiveram uma proliferacao
significativamente menor;

A infeccgdo por Trypanosoma cruzi afeta o ciclo celular e a resposta ao dano ao
DNA de miocitos L6 sujeitos a diferentes tratamentos mutagénicos: cisplatina,
e H>0O», Essas alteragdes dependem da cepa do parasito;

A infeccdo pela cepa Berenice resulta em maior degradacdo de DNA, mesmo
em menores concentragdes de cisplatina, enquanto a infeccdo pela cepa
Colombiana reduz a incidéncia de DSBs no tratamento com H>Og;

No tratamento com H>O», células infectadas com a cepa Berenice tiveram uma
menor ativacao das vias de reparo, em comparagdo com o controle. De maneira
distinta, células infectadas pela cepa Colombiana desenvolveram um perfil de
resisténcia a cisplatina;

Células infectadas pela cepa Berenice apresentam maior proliferacdo e menor
tamanho celular, enquanto a infec¢do por Colombiana aumenta a expressao de
genes indutores de senescéncia, cujas células apresentaram menor proliferagao

e maior tamanho celular, no tratamento com cisplatina.
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VIII. Perspectivas

Hé anos o T. cruzi tem se revelado um parasito com muitas peculiaridades quanto sua
biologia e sua relagdo com o hospedeiro. Até hoje, mais de 110 anos apos a descoberta da
doenca de Chagas, muito ha para se esclarecer quanto ao desenvolvimento da patologia
(ANDRADE; ANDREWS, 2005). Diversas evidéncias sobre reprogramacdes genéticas e
metabolicas ja foram relatadas em células infectadas por 7. cruzi (CHIRIBAO et al., 2014;
REPOLES; MACHADO; FLORENTINO, 2020; WATANABE COSTA; DA SILVEIRA;
BAHIA, 2016). Assim, este trabalho apresenta descobertas que podem ter diversas implicagdes
na compreensao da relagdo parasito-hospedeiro e no desenvolvimento da doenga de Chagas.
Ao modular o metabolismo de células hospedeiras em estresse, o parasito ird influenciar a
progressao da propria doenga de Chagas, bem como de outras patologias.

Diversas evidéncias sugerem que a infeccdo por 7. cruzi pode estar associada ao
desenvolvimento ou a prote¢ao do cancer, a depender da cepa e do tipo de tecido (DARANI et
al., 2009; KALLINIKOVA et al, 2001; MUNARI et al., 2018; MURTA et al., 2002;
RAMIREZ-TOLOZA et al., 2015; UBILLOS et al., 2016). O reparo de DNA exerce um papel
central em varios processos biologicos ligados ao surgimento de tumores. Disfungdes nas vias
checkpoints e a deficiéncia no reparo ao DNA aumentam a instabilidade do genoma e
desencadeiam a patogénese de células malignas(BASU, 2018; CHOI; KYOUNG JOO; HWA
JEON, 2016; MOUW, 2017).

Ainda hd muito para ser explorado, mas os resultados obtidos neste trabalho mostram
que a infeccao por 7. cruzi é capaz de modular a resposta de diferentes tipos de dano de DNA.
E possivel que esta modulagdo da resposta ao dano de DNA esteja envolvida no papel de
desenvolvimento ou prevengdo ao cancer do 7. cruzi. Este trabalho, portanto, mostra a
complexidade da relacao parasito-hospedeiro, e da influéncia do parasito na sobrevivéncia da
célula infectada, que abrange todo o metabolismo celular, inclusive o metabolismo de DNA. A
partir destas informacgdes, € possivel abrir novos caminhos de investigacdo em diferentes areas
biologicas e da satde, tanto na dinamica e patologia da Doenca de Chagas, como em

investigagcoes em pesquisa sobre cancer, e melhor compreensdo da biologia do 7. cruzi.
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X. ANEXO1

Tabela com todos os resultados compilados do tratamento com Cisplatina em células

L6, infectadas ou ndo pelo Trypanosoma cruzi.

Oh
Sem tratamento
Cisplatina L6+ L6+
L6 . | Colom-
Berenice .
biana
Mortalidade (sub-G1) | = 4‘21‘ 1‘21‘
Necrose = = =
Tipo de
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celular
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Tardia - - =
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(cometa) - - =
Proliferagio (Colonias) || = - 4'4;;'/4'
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XI. ANEXOII

Tabela com todos os resultados compilados do tratamento com Peroxido de Hidrogénio

em células L6, infectadas ou ndo pelo Trypanosoma cruzi.
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