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RESUMO

A transferéncia lateral (TL) e vertical (TV) de minicirculos de DNA (kDNA)
do Trypanosoma cruzi foram investigadas em 26 pessoas de quatro familias. A
infeccdo ativa foi documentada em cinco pessoas com o DNA nuclear do T. cruzi.
Evidéncia da integracdo do KDNA foi documentada em todos esses casos. Foram
obtidas sequéncias quimeras KDNA-DNA humano de 157 eventos de TL e TV as
quais foram analisadas em bancos de dados. As integracdes do kDNA foram
mapeadas em 19 dos 23 cromossomos, e 72,4% das integracdes ocorreram em
elementos transponiveis: 80% dessas mutagfes ficaram retidas em retroelementos
LINE-1. O gene do receptor olfatério RO;.17 reteve 10 das 18 integracfes de kDNA
em regifes codificadoras. A técnica tpTAIL-PCR especifica para este gene gerou
mais 37 quimeras, totalizando 194 mutagbes de KDNA-DNA humano. Em 105
eventos (54%) das mutagcbes estavam inseridas em loci de individuos
consanguineos, verdadeiros eventos de TGV herdados pelas progénies. Em 15
desses eventos (14%) as quimeras KDNA-DNA hospedeiro tinham topologia
sugestiva de herangca Mendeliana. Os demais 90 eventos (86%) apresentaram
diversidade nas sequéncias de nucleotideos dos minicirculos integradas no mesmo
sitio do genoma de parentais e progénies. Este achado sugere que a maioria das
mutacBes do KDNA no genoma humano apresentam padrdao ndo Mendeliano.
Verificou-se ainda que a diversidade de sequéncias de minicirculos integradas foi
aumentada pelos fendmenos de recombinacdo, truncamento, mobilizacdo e
embaralhamento de regides dos minicirculos nas mutacdes herdadas. A
demonstracdo de crescimento do genoma com diversidade genética sugere
especiacdo sem limite conhecido. Ademais, TL e TV contribuem para o magnifico

fendbmeno da evolucéo, definida por Darwin como “descendentes com modificagdes”.

Palavras-chave: doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, KDNA, transferéncia lateral,

transferéncia vertical, LINE-1.



ABSTRACT

The lateral and the vertical gene transfers (LT and VT) of Trypanosoma cruzi
kDNA minicircles was sought among 26 people in four families. The live T. cruzi infection
was documented in five people showing the parasite nuclear DNA. The evidence of the
kDNA integration was shown in all those cases. The kDNA-human DNA chimera sequences
were obtained from 157 LT and VT events that were analyzed in databank. The KDNA
mutations were found in 19 out of 23 chromosomes, and 72,4% of these integrations
occurred in transposable elements; 50% of these mutations were present in the
retrotransposable LINE-1. At the locus of the olfactory receptor OR;.;; there were 10 among
18 integrations. The tpTAIL-PCR technique with primers specific to the ORii; gene
generated, additionally, 37 chimeras among a total of 194 chimeras KDNA-DNA disclosed in
the human genome. A total of 105 (54%) mutations were inserted at various loci from
bloodline individuals in four families, whose are truly events inherited from progeny. Among
15 of those events (14%) there were KDNA-host DNA mutations showing topology that
suggests the Mendelian inheritance. The remaining 90 mutations (86%) revealed a broad
genetic diversity arising from different minicircle sequences integrated at single loci in the
parental and progeny. This finding indicates that a great majority of the kDNA mutations in
the human genome is non-Mendelian. Additionally, it was shown an increasing diversity of
minicircle sequences as a consequence of recombination, reshuffling, hitchhiking, and
truncated minicircle at the inherited mutation sites. The documented genome growth and
diversity of the minicircles flanking the host DNA at the mutation sites suggested unlimited
speciation, hence LT and VT contribute for the magnificent unstoppable evolution, which was

defined by Charles Darwin as “descendents with modifications”.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, kDNA, lateral transfer, vertical transfer,
LINE-1.
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| INTRODUCAO

1. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase
Americana, foi descoberta no periodo de 1907 a 1909, pelo médico brasileiro Carlos
Chagas. Durante aquele periodo, Doutor Chagas trabalhava em uma campanha de
controle da Malaria, que dificultava a construcdo de uma estrada de ferro no interior
de Minas Gerais, tendo como consultério e laboratério um vagdo de trem
estacionado no municipio de Lassance. Ouvindo os habitantes locais, ele soube que
um inseto popularmente conhecido como “barbeiro”, era frequentemente encontrado
nas residéncias precarias daquela regido. O tal inseto era hematofago, notivago, que
picava, principalmente, a face de criangcas adormecida e indefesas. O médico
estudioso sabia que a Tripanossomiase Africana, ou doenca do sono, era
transmitida pela mosca tse-tsé e, talvez, isto o tivesse feito pensar que o “barbeiro”
poderia ser vetor de doenca. Ao dissecar o inseto e examind-lo ao microscépio
Chagas encontrou um protozoario flagelado no sistema digestivo do inseto (Chagas,
1909). Curioso e inteligente, Carlos Chagas enviou barbeiros contaminados para o
Instituto Manguinhos (atual Instituto Oswaldo Cruz), no Rio de Janeiro. Seguindo sua
recomendacdo, o contetdo fecal do intestino do inseto foi inoculado em cobaias, e
aquele protozoario flagelado do intestino do inseto foi reencontrado no sangue do
animal inoculado, semanas depois. Entrementes, formas flageladas do protozoério
foram encontradas em laminas com o sangue de uma crianca febril, a menina
Berenice, e, entdo, documentou-se o primeiro caso agudo da doenca que mais tarde
recebeu o nome do seu descobridor. A vasta pesquisa feita pelo Dr. Carlos Chagas
sobre essa “Nova entidade mérbida do homem” resultou em um dos maiores feitos
da historia da medicina. Doutor Chagas identificou o inseto-vetor, o protozoario
designado com o nome de Trypanosoma cruzi (homenagem ao seu orientador, o
eminente sanitarista Oswaldo Cruz), descreveu os ciclos de vida do T. cruzi nos
hospedeiros invertebrados (Hemiptera: Triatominae) e vertebrado (mamiferos de
vérias classes), e, ainda, documentou as manifestacdes clinicas na fase aguda e na

fase cronica da doenca (Chagas, 1909; Chagas, 1916; Tanowitz e cols, 2009). Pela



sua notavel contribuicdo cientifica, Carlos Chagas teria sido indicado ao prémio
Nobel de medicina em 1913 e 1921. Dizem os biografos (revisto em Teixeira, 2007)
gue a ferrenha oposicédo de seus pares na Academia Nacional de Medicina a nova
entidade morbida teria dificultado a apreciacdo do valor de sua obra. A infeccéo
humana pelo T. cruzi pode ocorrer por diferentes vias de transmisséo. As vias mais
observadas sao a vetorial (70 a 90%), a transfusional (1 a 20%) e a transplacentéria
(0,5 a 10%) (Coura e cols, 2012). A aquisicado do parasito pela ingestao de alimentos
contaminados, transplante de 6rgdos, e acidentes em hospitais e laboratérios de
pesquisa também ganham importancia crescente.

O trabalho seminal do Dr. Carlos Chagas gerou conhecimento essencial
para a prevencao da Tripanossomiase Americana a medida que identificou o inseto
vetor que se alimenta de sangue de mamiferos, aves, e outros animais de sangue
frio. A esse respeito, insetos ancestrais e ubituosos, vicejando no continente
Americano hd mais de 90 milhdes de anos, podem ser encontrados sempre
proximos a sua fonte de alimento, sem obstaculos supostos como fronteiras
geopoliticas. Por exemplo, as espécies de barbeiros que se alimentam de sangue
humano tendem a domiciliar nas choupanas de pobres campesinos, nos paises da
América Latina. Essas espécies (Triatoma infestans, T. sordida, T. braziliensis)
foram desalojadas do domicilio com inseticidas durante campanhas conduzidas com
sucesso pelo Ministério da Saude, particularmente, no Brasil (Teixeira e cols,
2006b).

Passados mais de 100 anos da sua descoberta, a doenca de Chagas
ainda é considerada uma doenca negligenciada (WHO, 2013). Na maioria dos
casos, as pessoas acometidas com a doenca sdo provenientes de populagcées de
baixa renda, motivo pelo qual ndo se percebe grandes interesses em investir
dinheiro publico e privado para o tratamento e desenvolvimento de novas drogas
efetivas na eliminacdo do parasito e cura da doenca. Das doencas parasitarias, ela é
considerada a que provoca o maior impacto sécio-econdmico na America Latina,
sendo responsavel pela perda de produtividade estimada em US$ 1.2 bilhdo por ano
(WHO, 2012).

Muitas questbes acerca da patogénese, das manifestacdes clinicas e do

tratamento da doenca ainda ndo foram esclarecidas, e é exatamente a busca de



conhecimento novo que confere a doenca de Chagas um apelo ao desafio
intelectual presente na ciéncia pragmatica (Biolo e cols, 2010).

1.1 Epidemiologia

Inicialmente, a doencga de Chagas era encontrada em habitantes de areas
rurais onde a populacdo humana habitava cafuas cobertas de palha, com paredes
de barro sustentadas por paus a pique. As cafuas eram mais adequadas aos
barbeiros que aos humanos que ali coabitavam. No pequeno espag¢o ocupado por
familias de muita gente, os barbeiros formavam colénias com crescimento
estimulado pela abundéancia de alimento. Durante o repasto de sangue, a populacéo
naquelas choupanas eram infectadas pelo T. cruzi presente nas fezes do inseto
contaminado (ver descricdo do ciclo do T. cruzi no item 1.2). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2010), no periodo de 1981 a 2009, o total de
pessoas infectadas no mundo caiu de 20 milhdes para aproximadamente 10
milhdes, estimando-se que atualmente existam de 8 milh6es de pessoas infectadas
no mundo, distribuidas em 21 paises da América Latina (WHO, 2012). As
estimativas sugeriram que no Brasil o total de pessoas infectadas entre os anos de
1975 a 2005 decresceu de 4.5 milhdes para 1.9 milhdes (Schmunis, 2007). Essa
drastica reducdo tem sido associada a implementacdo de campanhas de controle
vetorial nas areas endémicas e de triagens nos bancos de doacdo de sangue,
possibilitando a exclusdo de sangue contaminado pelo T. cruzi, nos ultimos 25 anos
(Lascure e cols, 2010).

O éxodo rural e a constante mobilidade da populacdo mundial alterou o
panorama da epidemia chagéasica, agora presente em regifes ndo endémicas
(Schmunis, 2007; Castro, 2009; WHO, 2012). Estima-se que 100 milhdes de
pessoas estao sobre risco de contrair a infeccdo pelo T. cruzi (Moncayo e Silveira,
2009) e que ocorrem cerca de 300.000 novos casos por ano no mundo (Gutierrez e
cols, 2009). Em paises como Canada, Estados Unidos, Australia, Japdo, Bélgica,
Franca, Italia, Portugal, Alemanha, Holanda, entre outros paises europeus, ja foram
relatados casos de pessoas contaminadas com o T. cruzi (WHO, 2010). A transfuséo

sanguinea, a transmissao congénita e a contaminacao via oral (ver item 1.3) sdo as



principais formas de infeccdo associadas aos novos casos de infeccdo da doenca
em areas ndo endémicas (Castro, 2009; Schmunis e Yadon, 2010).

1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas, € um
protozoario flagelado pertencente a Ordem Kinetoplastida e a Familia
Trypanosomatidae, que tem ciclo de vida heteroxénio. No hospedeiro mamifero e no
inseto vetor observam-se diferentes estadios morfolégicos e funcionais (Figura 1). As
principais formas de desenvolvimento sdo amastigotas (Fig 1.A e B), epimastigotas
(Fig 1.C e D) e tripomastigotas (Fig 1.E e F).

Figura 1 — Diferentes estadios de desenvolvimento do Trypanosoma cruzi. A, C e E) Esquema
das formas do Trypanosoma cruzi: amastigota, epimastigota e tripomastigota, respectivamente. B, D
e F) Imagens do desenvolvimento do T. cruzi: ninho de amastigotas (seta), epimastigotas e
tripomastigotas. (Adaptado de Coura, 2012).

O ciclo de vida do T. cruzi relacionado a transmissdo vetorial em
mamiferos esta representado na Figura 2. No intestino médio do triatomineo
infectado ocorre a multiplicagdo dos epimastigotas por divisdo binaria, em seguida,
0S parasitas se locomovem para a por¢ao posterior do intestino e para o reto onde
sofrem transformacdo para a forma infectante tripomastigota metaciclica. No
momento do repasto sanguineo os barbeiros liberam as suas excretas na pele do
hospedeiro. Uma vez ocorrendo o contato dos dejetos contaminados com a regiao
da picada ou com alguma mucosa, as formas tripomastigotas infectantes entram na
corrente sanguinea e infectam diversos tipos celulares por processos como
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fagocitose, endocitose ou penetracdo ativa, sendo englobadas por um vacuolo
parasitoforo. Apos varios ciclos de replicacdo, os amastigotas se transformam em
tripomastigotas circulantes e rompem as células hospedeiras gerando um
extravasamento de parasitos na corrente sanguinea. Com essa liberacdo, os
protozodrios infectam outras células do hospedeiro gerando uma grande propagacgao
da infeccéo. O ciclo retoma a sua origem quando um inseto vetor ndo contaminado
se alimenta do sangue infectado com tripomastigotas circulantes. Apds passar pelo
intestino anterior do barbeiro, o T. cruzi na forma tripomastigota se transforma em

epimastigota (Garcia e cols, 2007; Rassi Jr e cols, 2010; Barrias e cols, 2013).
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Figura 2 — Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi e transmissdo vetorial para hospedeiro
mamifero. (Adaptado de Rassi Jr e cols, 2010).



1.3 Vias de transmissao

Em éareas endémicas, a principal forma de transmissdo do T. cruzi é
através de um inseto vetor. A transmissao vetorial ocorre pelo contato do hospedeiro
com as fezes ou urina contaminadas com o parasito como descrito no item 1.2.
Apesar da transmissdo vetorial ser um evento caracteristico de areas endémicas
foram relatados na bibliografia casos de infeccdo autdéctone em paises néo
endémicos como nos Estados Unidos (Navin e cols, 1985; Dorn e cols, 2007), sendo
recentemente detectados triatomineos infectados com T. cruzi em areas domiciliares
e peridomiciliares (Kjos e cols, 2013).

A doenca que primariamente era uma infeccdo rural passou a ser uma
doenca urbana também transmitida por transfusdo sanguinea. No mundo, a
transmissao via transfusao pode ser considerada a segunda forma mais frequente
de contaminacao pelo T. cruzi (Schmunis, 2007). No Brasil, desde a década de 80
ocorre uma triagem dos doadores de sangue que podem estar contaminados com o
objetivo de reduzir os indices de transmissao por esta via (Kirchhoff, 1993). Com a
migracdo urbana e a imigracdo de latino-americanos para diversos paises nao
endémicos essa via se tornou um risco iminente de contagio (Grant e cols, 1989;
Nickerson e cols, 1989; Castro, 2009; Strasen e cols, 2013).

A ocorréncia de casos de infec¢do da doenca de Chagas via placenta nao
se restringe apenas as mulheres da zona rural de areas endémicas. Jackson e cols
(2009) relataram casos de transmissdo congénita na Suica e Lazarte e cols (2012)
descreveram o primeiro caso nos Estados Unidos. Apesar dos relatos, ndo ha uma
avaliacdo da incidéncia da transmissao congénita em areas ndo endémicas,
contudo, na América Latina estima-se que a contaminacdo ocorra em mais de
15.000 nascidos por ano (Carlier e cols, 2011). Em geral, as gestantes chagasicas
sao crbnicas e assintomaticas, contudo, podem apresentar um aumento no risco de
parto prematuro, de bebé com baixo peso ou de natimorto (Howard e cols, 2013).

Desde a década de 30, diversos estudos experimentais Vvém
demonstrando a transmisséo do T. cruzi para animais onivoros ou insetivoros que se
alimentam de barbeiros infectados ou que ingerem comida contaminada com o
parasito (Pereira e cols, 2010). Suspeita-se que o0 primeiro caso descrito de

transmissado oral tenha ocorrido ainda durante os estudos de Carlos Chagas,



juntamente com o Dr. Oswaldo Cruz ao verificar a presenca de T. cruzi no sangue
periférico de saguis Callithrix que foram expostos a triatomineos infectados e,
possivelmente, se alimentaram dos insetos (Coura, 2013). A partir dos resultados
dessas pesquisas, a transmissao via oral comecou a ganhar merecida atencao.

No Brasil, até o ano de 2004 pouco se conhecia sobre casos de infec¢céo
aguda decorrente de contaminacdo via oral. Registros de surtos de contaminacéo
foram feitos no Rio Grande do Sul e na Paraiba (ANVISA, 2008). Casos recentes de
contaminacdao pela via oral ocorreram em Santa Catarina, em 2005, pela ingestéao de
caldo de cana de agucar, e outros dois eventos ocorreram na regido Amazonica, no
Para em 2006, e em Amazonas em 2007, pela ingestdo de sucos de acai e de
bacaba (ANVISA, 2008; Yoshida, 2008). Surtos de doenca de Chagas aguda por
ingestdo de alimentos contaminados ja foram descritos em outros paises como
Argentina, Bolivia, Coldmbia, Equador e Venezuela, sendo que neste Ultimo ocorreu
0 maior surto de contaminacdo oral ja descrito, com um total de 103 pessoas
infectadas (Mun&z-Calderdn e cols, 2013; Ramirez e cols, 2013).

O transplante de 6rgdos de doadores infectados é mais uma via de
transmissdo do Trypanosoma cruzi. Em geral, foram relatados casos de
contaminacdo mediante transplantes de coracédo, pancreas, figado e, principalmente,
de rins. (Chin-Hong e cols, 2011; Marquéz e cols, 2013). Por estarem
imunossuprimidos, os pacientes que recebem transplantes de 6rgdos de doadores
chagéasicos devem ser monitorados regularmente e tratados de forma apropriada
para prevenir a contaminacao ou a reativacédo da doenca (WHO, 2002).

Casos de transmissdo do T. cruzi via aleitamento materno ja foram
descritos, contudo, como a grande maioria das maes ja se encontram na fase
cronica e apresentam baixa parasitemia, o aleitamento ndo deve ser proibido, em
decorréncia do seu extremo beneficio quanto a saide geral do bebé. E importante
ressaltar que sangramento de mamilos durante amamentagdo pode indicar
suspensao da amamentacao (Norman e Lopez-Vélez, 2013).

A contaminacdo acidental de pessoas em jornada de trabalho ja foi
descrita tanto em paises endémicos como ndao endémicos e, em geral, se resume a
infeccdo de técnicos, meédicos ou pesquisadores que lidam com material
contaminado, tais como meio de cultura do parasito, sangue de pacientes e animais
infectados (WHO, 2002).



Outras formas excepcionais de transmisséo tém sido sugeridas, as vezes
com respaldo experimental. A possibilidade de transmissao do T. cruzi via picada de
outros artropodes, tais como culicineos, flebotomineos e anoplura (piolho), que
sugam hospedeiros contaminados; e, por ultimo, existe possibilidade de transmisséo
pela via sexual (Dias e Amato Neto, 2011), ja demonstrada em camundongos (Rios,
2013).

1.4 Manifestacgdes clinicas

A infeccdo pelo T. cruzi tem duas fases separadas pelas manifestacdes
clinicas distintas - a fase aguda e a fase cronica. Entretanto, na grande maioria dos
casos a infeccdo permanece assintomatica ao longo da vida do paciente, sendo
diagnosticada apenas ocasionalmente pelo exame médico ou pela triagem em
banco de sangue (Prata, 2001).

Na fase aguda, cerca de 95% dos pacientes ndo apresentam sintomas
clinicos e a infeccdo subclinica assintomatica pode néo ser diagnosticada, gerando
subnotificacdo de novos casos. Nos demais casos, 0os sintomas observados véo de
febre, dores musculares e articulares, mal estar, diarreia, distarbios respiratérios,
cianose, coma, podendo culminar em morte, em menos de 5 % dos casos, por
miocardite ou meningoencefalite. Nesses casos pode ser observado sinal de porta
de entrada do T. cruzi, o chagoma na pele ou sinal de Romafia com edema
endurecido, bipalpebral, unilateral (Figura 2). No inicio da infeccdo aguda altos
niveis de parasitemia sao detectados pelos testes parasitoldgicos, e o0s testes
sorolégicos mostram anticorpos IgM anti-T. cruzi. Raramente fatal, os sintomas da
fase aguda desaparecem ao longo de quatro a oito semanas e a partir de entdo os
pacientes entram na fase cronica da infeccao, clinicamente indeterminada (Teixeira
e cols, 2006b).

Durante a fase crénica, dois tercos das pessoas infectadas com T. cruzi
permanecem assintomaticas ao longo da vida, o que as caracterizam na forma
cronica indeterminada da doenca. Passadas duas a trés décadas pOs infeccéo
inicial, um tergo dos individuos desenvolvem sintomatologia. Em 94,5 % dos casos
ocorrem lesdes graves no coracgdo, e os 4,5 % remanescentes desenvolvem a

sindrome dos megas, megaes6fago e megacélon, que afeta o sistema digestivo



(Teixeira e cols 2006b). As manifestacdes mais severas da doenca sao insuficiéncia
cardiaca (IC), arritmias e tromboembolia (Biolo e cols, 2010). No Brasil, a doenca de
Chagas € responsavel pela quinta maior frequéncia (6%) de diagnostico de IC, e no
Estado de Sao Paulo no ano de 2006, Chagas foi a responsavel por 8% das mortes
relacionadas a IC (Bocchi e cols, 2013).

Por apresentar altas taxas de parasitemia na fase aguda, o diagnéstico da
infeccdo pode ser feito com maior facilidade ja& que € comum encontrar a presenca
do T. cruzi na circulagdo sanguinea assim como Varios ninhos de amastigotas nos
tecidos infectados. Em detrimento da infeccdo na fase cronica ser geralmente
criptica, em geral, s6 é possivel a demonstracdo direta de ninhos de amastigotas

nos tecidos em apenas 10 a 20% dos chagasicos (Teixeira e cols, 2007).

1.5 Diagnéstico

Diferentes estratégias foram desenvolvidas para o diagndéstico da doenca
de Chagas e os métodos podem ser divididos em parasitolégicos, soroldgicos ou
moleculares. A escolha do método diagnéstico apropriado leva em consideragcédo a
fase da doenca em que o paciente se encontra.

Durante a fase aguda, observa-se a presenca de muitos parasitas
circulantes no sangue sendo possivel detecta-los através de testes parasitologicos
diretos com a observacdo em microscépio Optico. As metodologias mais
empregadas sao gota de sangue a fresco, gota espessa e métodos de concentracao
do parasito. Os testes parasitolégicos indiretos sao apropriados para diagnésticos na
fase crbnica da doenca devido a dificil deteccdo dos parasitos diretamente na
amostra, o xenodiagnaostico, a hemocultura e a inoculacdo em animais de laboratério
sdo os métodos comumente utilizados. Para o diagndstico molecular podem ser
empregadas tanto a PCR qualitativa quanto a quantitativa, sendo possivel detectar
DNA ou RNA do parasito e certificar a presenca do T. cruzi no fluido biolégico. Os
testes sorologicos séo indiretos e baseados na detecgcédo de anticorpos anti-T. cruzi.
Pela sorologia é possivel detectar a fase da doenca que o paciente se encontra, pois
a fase aguda é caracterizada por altos niveis de IgM anti-T. cruzi e a fase crbnica

por altos indices de IgG anti-T. cruzi. Os diagnosticos mais utilizados sao



imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagdo indireta e ELISA. (WHO, 2002; Coura e
cols, 2012 — PAHO).

Para a confirmacao do diagnéstico da infeccdo pelo T. cruzi é indicada a
realizacdo de pelo menos dois testes diferentes combinados. A utilizacdo do
diagnostico molecular para complementar outros diagnésticos vem aumentando
desde que tem sido demonstrado na literatura que a sensibilidade da PCR € superior
a da hemocultura e a do xenodiagnéstico (Ministério da Saude, 2005, Martinez e
cols, 2013).

1.6 Tratamento

O tratamento para a doenca de Chagas visa a eliminacdo do parasito e a
reducéo da probabilidade de desenvolvimento dos sintomas. As drogas registradas
para o tratamento séo o Nifurtimox e o Benzonidazol, nitroderivados com ag&o anti-
tripanosoma. A eficiéncia de ambas no tratamento de recém-nascidos e durante a
fase aguda, tem sido relatada pela Organizacdo Mundial de Saude, enfatizando o
limitante do tratamento durante a fase crénica (WHO, 2012).

Atualmente no Brasil, a Unica droga utilizada para o tratamento dos
pacientes com doenca de Chagas € o Benzonidazol que, apesar de reduzir a
parasitemia na fase aguda da doenca ndo apresenta efeito na reducdo da
progressdo das lesGes patoldgicas (Lauria-Pires e cols, 2000). Dessa forma, o
tratamento da doenca de Chagas é um assunto bastante controverso, com duas
vertentes opostas quanto a funcionalidade, a eficiéncia e os efeitos colaterais do
tratamento.

Estudos que defendem o tratamento da doenca de Chagas por esse
nitroderivado relatam reducdo da parasitemia e melhora no prognostico dos
pacientes tratados precocemente, quando comparado com aqueles sem o
tratamento, obtendo em alguns casos a conversdo da sorologia para resultado
negativo (Fernandes e cols, 2009; Machado-de-Assis e cols, 2013). Entretanto,
menos de 6% dos pacientes com Chagas cronico apresentam resultados
parasitologicos negativos.

Lauria-Pires e cols (2000) acompanharam pacientes chagasicos crénicos

por 10 anos e verificaram que aqueles que fizeram o tratamento com benzonidazol,
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por 30 ou 60 dias, permaneciam com a infec¢do crbnica ap0Os tratamento e as
alteracOes progressivas do Eletrocardiograma (ECG) desses pacientes nao tinham
diferencas estatisticas significativas quando comparados com os resultados dos
infectados nédo tratados. Sendo assim, os autores ndo recomendam o uso do
benzonidazol como tratamento da doenca da Chagas, pois além dos efeitos
colaterais severos, o tratamento ndo € eficaz. Em recente tese de doutorado, Souza
(2012) empregou diferentes esquemas terapéuticos em camundongos (Mus
musculus) BALB/c com infeccéo recente pelo T. cruzi. O tratamento com doses de
benzonidazol quatro vezes acima da usada em tratamento humano, combinado ou
nao com inibidores zidovudina e ciprofloxacino néo erradicaram as infecgcbes nos
camundongos, sendo observada a continua progressao da rejeicdo destrutiva e nao
promovendo a erradicacdo da infeccéo.

Durante a fase crdnica, onde a maioria dos infectados se encontram, o
tratamento se mostra insatisfatério e deve ser tratado com bastante cautela pela sua
ineficiéncia e pelos efeitos colaterais deste medicamento (Guedes e cols, 2012). E
registrado na literatura que o uso deste composto acarreta diversos efeitos colaterais
como dores de cabeca, anorexia, distlrbios visuais e mentais, linfadenopatia,
hipersensibilidade, agranulocitose, trombocitopenia purpura, depressdao da medula
0ssea e neuropatia periférica (Coura e Castro, 2002).

Apesar dos esforgos feitos ha décadas em busca de uma forma eficiente
e segura de tratamento e de alguns trabalhos preconizarem que o uso do
benzonidazol resulta na baixa de parasitemia e na conversdo dos resultados
sorolégicos positivos para negativos, casos de reativacdo da doenca associados a
imunodeficiéncia ja foram relatados, principalmente em pacientes com infeccéo
concomitante por HIV (Cordova e cols, 2008; Pinto e cols, 2013). Atualmente, com a
auséncia de vacinas e de drogas eficientes, o controle e a redugdo da prevaléncia
da doenca dependem dos esforcos dedicados aos programas de controle dos
triatomineos vetores e da triagem sorolégica nos bancos de doacdo de sangue
(Abad-Franch e Monteiro, 2005).
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2. ORGANIZACAO MOLECULAR DO Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario unicelular, hemoflagelado e no
hospedeiro invertebrado € intracelular obrigatorio e, assim como os integrantes da
ordem Kinetoplastida, possui uma mitocondria diferenciada chamada cinetoplasto
que abriga um DNA diferenciado, o kDNA. Baseado na genética molecular, em
caracteristicas eco-epidemiolégicas e na patogenicidade, atualmente, foi
reconhecido que as cepas de T. cruzi podem ser distinguidas em seis tipos discretos
de unidade (DTUs — discrete typing units), que levam a nomenclatura Tcl, Tcll, Tclll,
TclV, TcV e TcVI (Zingales e cols, 2012). Em 2005 foi publicado o sequenciamento
gendmico da cepa de referéncia CL Brener do T. cruzi, classificada como TcVI, onde
foi revelado que o genoma diploide do parasito possui aproximadamente 22.570
proteinas e que pelo menos 50% da sua composicdo consiste em sequéncias
repetitivas, familias de genes de proteina de superficies e repeti¢cdes teloméricas (El-
Sayed e cols, 2005). Em estudo recente, foram comparados os estoques de T. cruzi
CL Brener e Sylvio X10/1 (Tcl), foram comparadas e mostraram diferencas entre
elas, sendo a mais significante, uma variagcdo do tamanho de diversas familias
multigénicas que codificam importantes proteinas de superficie (Franzén e cols,
2011).

2.1 Organizacdao e estrutura do cinetoplasto

O cinetoplasto é uma mitocondria Unica e diferenciada, localizada no
citoplasma do T. cruzi e préximo ao corpo basal do flagelo, sendo a sua forma e
estrutura variaveis de acordo com o estadio de desenvolvimento do parasito (Souza,
2009) como ilustrado na Figura 1. O KDNA dessa organela € complexo em sua
organizacédo e funcdo, consistindo de uma grande rede entrelacada de moléculas de
DNA circular, os maxicirculos e minicirculos, que representam cerca de 20-25% do
DNA total da célula (Ray, 1989; Westenberger e cols, 2006). A estrutura
concatenada da rede de KDNA pode ser desfeita in vitro a partir de um tratamento
com a enzima Topoisomerase I, possibilitando a visualizagdo dos maxicirculos e

dos minicirculos como demonstrado na Figura 3 (Klingbeil e cols, 2001).
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Figura 3 — Micrografia eletrénica do kDNA da Crithidia fasciculata. A) Seccéo longitudinal da rede
de kDNA (setas) (Lukes e cols, 2002). B) Rede concatenada de kDNA com a presenca dos
minicirculos e dos maxicirculos (setas). C) kDNA decatenado pela acao da Topoisomerase Il. Varios
minicirculos livres e um maxicirculo (seta) (Liu e cols, 2005).

Os maxicirculos estao distribuidos em dezenas de coépias e possuem
entre 20 e 40 kb. Essas moléculas de DNA séo funcionalmente andlogas as
mitocondrias dos eucariotos e codificam os produtos génicos tipicos desta organela.
Como produto da transcricdo, os maxicirculos codificam dois rRNAs, RNAs guias
(JRNAS) que editoram maxicirculos, cujos transcritos passam por modificagdes de
seus RNAs mensageiros (mMRNAs) funcionais. A editoracdo gRNA consiste na
insercdo ou delecdo de residuos de uridina em sitios especificos do transcrito,
gerando a formacao de novas fases de leitura aberta (ORFs — Open Region Frames)
(Klingbeil e Englund, 2004; Westenberger e cols, 2006; Souza, 2009).

Os minicirculos de KDNA do T. cruzi estdo representados em milhares de
copias com tamanho aproximado de 1.4 kb (Thomaz e cols, 2007). A sequéncia
desses minicirculos € heterogénea, entretanto, apresenta em comum uma
organizagédo molecular peculiar com quatro regides de DNA conservado, localizados
a 90 ° de distancia um do outro e intercalados por sequéncias de DNA variavel
(Figura 4). Nas porgbes conservadas existem trés regibes com sequéncias em
comum entre 0s minicirculos, os blocos de sequéncias conservadas (CSB,
conserved sequence blocks) (Ray, 1989). Com a utilizagdo de iniciadores
especificos para a regido conservada e para a regido variavel, diversos estudos
demonstraram que o tamanho aproximado dessas sequencias é de 120 bp e 330 pb,

respectivamente (Junqueira e cols, 2005).
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B Sequéncia conservada dominicirculo

e Sequéncia variavel do minicirculo

Figura 4 — Esquema de um minicirculo de kDNA e os Blocos de sequéncias conservadas
(CSBs). O minicirculo de kDNA tem aproximadamente 1.4 kb e apresenta regibes de DNA
conservado (azul escuro) intercaladas por DNA variavel (azul claro). O esquema de uma regido
conservada demonstra a localizag&o de cada um CSB (setas).

A funcdo designada aos transcritos dos minicirculos é participar da
editoragdo dos mRNAs dos maxicirculos. Cada minicirculo codifica de 3 a 5 gRNAs
que, juntamente com os gRNAs dos maxicirculos, ancoram sua porgao 5’ terminal na
por¢cao 3’ terminal dos transcritos ndo funcionais dos maxicirculos. Dessa forma, o
gRNA ancorado serve como guia para a insercdo ou delecéo de residuos de uridina
em locais especificos do mRNA, gerando, apés a editoracdo, a formacéo de novas
ORFs e tornando os mRNAs funcionais (Ochsenreiter e cols, 2007).

O processo de replicacdo do KDNA tem sido amplamente estudado.
Apesar da existéncia de milhares de minicirculos codificando centenas de gRNAs,
alguns desses transcritos sdo provenientes de minicirculos raros e essenciais para a
sobrevivéncia da célula. Para evitar qualquer erro minimo na replicacdo e
segregacdo dos minicirculos essenciais para as células filhas, o parasito
desenvolveu uma maquinaria sofisticada para a replicacdo do DNA do cinetoplasto
(Lukes e cols, 2005). A replicacdo dos minicirculos € unidirecional e se inicia na
regido conservada do CSB 3, contudo, € imprescindivel que cada minicirculo seja
previamente desprendido da rede pela acdo da Topoisomerase Il. Os minicirculos
livres ficam localizados numa regido entre o disco de kDNA e a membrana do
cinetoplasto, proximo ao corpusculo basal do flagelo, zona cinetoflagelar (Liu e
Englund, 2007). A proteina universal de ligacdo a sequéncia do minicirculo

(UMSBP), juntamente com a DNA primase e as DNA e RNA polimerases, se ligam
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ao sitio de origem da replicagdo iniciando a duplicacdo. Para o inicio da replicacéo
da fita continua uma RNA polimerase mitocondrial sintetiza um oligonucleotideo
iniciador, ja para a fita complementar, uma RNA primase vai sintetizando os
iniciadores ao longo da replicacdo e em seguida, um conjunto de enzimas, como a
endonuclease-l (SSE1), a DNA polimerase e a DNA ligase, vai substituindo os
iniciadores e ligando os fragmentos de Okazami sintetizados a partir da fita
complementar. Ap0s o processo de replicacdo, os minicirculos sdo novamente
concatenados a sua rede de origem pela Topoisomerase Il (Lukes e cols, 2005; Liu
e Englund, 2007).

Existem poucas informa¢Bes acerca da replicacdo dos maxicirculos do
KDNA do T. cruzi, todavia, sabe-se que eles também possuem replicacdo
unidirecional e, diferentemente dos minicirculos, ndo precisam se desprender da
rede para ocorrer sua duplicacéo (Liu e cols, 2005). O sitio de inicio da replicacdo se
localiza na regido de DNA variavel ndo codificador, entretanto, a sequéncia do sitio é
desconhecida (Klingbeil e cols, 2001). Um estudo mais recente que trata da
duplicacdo do kDNA do T. brucei demonstrou que a segregacdo dos maxicirculos

replicados marca o estagio final da divisédo do cinetoplasto (Gluenz e cols, 2011).

3. PATOGENESE

A cardiomiopatia chagésica crénica € uma inflamacdo cardiaca
progressiva multifatorial e resulta num dano tecidual permanente. No infiltrado
inflamatorio das lesbes do miocardio sdo encontrados macréfagos, eosindfilos,
neutroéfilos, mastécitos e, principalmente, uma alta concentracao de linfécitos T com
uma propor¢do de 3:1 linfécitos CD8+ para CD4+ (Bonney e Engman, 2008). Em
decorréncia da grande maioria das células do infiltrado inflamatorio cardiaco serem
células T e da demonstracdo da habilidade destas células em reagir contra o
parasito, supde-se que elas sdo as principais orquestradoras na resposta imune
nesta doenca (Dutra e cols, 2005). Na infeccdo cronica, o perfil de citocinas € de
resposta Thl, combinado com supressao de citocinas de resposta Th2, havendo um

aumento proeminente dos niveis de INF-y acompanhado de uma redugao de IL-10,
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assim como, um acentuado crescimento de TNF-a principalmente nos pacientes
com cardiomiopatia chagasica cronica severa (Cunha-Neto e cols, 2006).

A destruicdo do miocardio resulta em sintoma clinico comum e grave nos
pacientes com a doenca de Chagas. Muitos esfor¢os tém sido empregados na busca
da compreensdo acerca dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da
resposta imune do hospedeiro na doenca de Chagas cronica (Dutra e cols, 2005).
As teorias vigentes que buscam explicar a origem das lesfes caracteristicas desta
doenca sdo bastante controversas e estdo relacionadas com a persisténcia do
parasito nos locais dos tecidos destruidos ou com a hipétese da origem autoimune
da doenca. A primeira teoria propde que a presenca do T. cruzi em tecidos
especificos do hospedeiro resulta em uma reacdo inflamatéria cronica, além do
parasito também promover uma acdo mecanica direta ao tecido, em contrapartida, a
teoria mais recente defende que a infeccdo do T. cruzi induz uma resposta imune
que tem como alvo o proprio tecido do hospedeiro e que € independente da

permanéncia do parasito.

3.1 Persisténcia do parasito

Durante a fase aguda, a carga parasitaria pode produzir destruicao
mecanicas de fibras parasitadas no miocardio e outros tecidos. Segundo Gutierrez e
cols (2009) o dano gerado no tecido cardiaco nesta fase estaria relacionado ao
desenvolvimento ou n&o da cardiomiopatia cronica. Ndo obstante, a cardiomiopatia
ocorre geralmente varias décadas depois da infeccdo aguda, e, também, sabe-se
gue individuos com miocardite severa passam a fase indeterminada sem qualquer
manifestacdo de doenca clinica.

A Teoria da persisténcia do parasito tem como base a relacdo entre a
inflamacéo do miocardio concomitante a presenca do T. cruzi, ao passo que nhas
regides preservadas do miocardio ndo se encontra parasito (Gutierrez e cols, 2009).
Essa Teoria sugere que as les6es encontradas do tecido cardiaco séo resultantes
da acdo mecanica do parasito e da resposta inflamatéria das células de defesa
contra os antigenos do T. cruzi liberados ap6s o rompimento das células infectadas

(Teixeira e cols, 2011b). E proposto entdo, que quanto maior a resposta imune do
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hospedeiro mais eficiente sera a eliminacdo do parasita e, como consequéncia,
haverd uma reducao na severidade dos sintomas (Tarleton, 2001).

O uso da técnica PCR tem se tornado um advento favoravel a esta teoria.
Em meio a resultados negativos de testes soroldgicos, a sensibilidade desta técnica
tem demonstrado a presenca de DNA do T. cruzi em pacientes chagasicos crénicos
com miocardite, indicando a persisténcia do parasito (Benvenuti e cols, 2008).
Entretanto, uma das contradicbes desta teoria € que mesmo na auséncia de
parasitos as lesdes continuam progredindo. Estudos mostram que apos tratamento
com medicamentos anti-T. cruzi que tem como principio eliminar o parasito, as
lesbes no coracgdo, no eséfago e/ou no colon, continuam a progredir (Lauria- Pires e
cols, 2000, Girones e cols, 2007) em cerca de um terco dos chagasicos (Prata,
2001).

Outros questionamentos dessa teoria envolvem os paradoxos da
presenca do parasito em individuos cronicos assintomaticos e da alta parasitemia
dos casos agudos que em sua maioria sdo assintomaticos. O desenvolvimento de
técnicas mais sensiveis como ELISA, imunofluorescéncia indireta, teste de
hemaglutinacdo e PCR permitiu detectar um ndmero maior de pessoas infectadas
com T. cruzi, principalmente aquelas que nunca apresentaram qualquer sintoma. Ja
gue a teoria defende que as lesdes teciduais severas sao decorrentes da presenca
do T. cruzi no local degradado, como explicar a auséncia de sintomas em dois tercos
dos infectados crénicos? E por que na fase aguda da doenca, periodo de maior
parasitemia, ndo € observada altas taxas de mortalidade? (Teixeira e cols, 2011b).

O baixo parasitismo durante a fase crbnica da doenca de Chagas
contrasta com a severidade da cardiomiopatia chagasica observada nos pacientes
cronicos, sugerindo que outros fatores além da resposta direta do parasito podem
estar envolvidos no desenvolvimento da patologia chagéasica (Dutra e cols, 2005). A
resposta do hospedeiro a antigenos proprios, resposta autoimune, tem sido
associada a patogénese da doenca de Chagas (Girones e cols, 2007). No inicio da
década de 70, Santos-Buch e Teixeira (1974) demonstraram in vitro que linfocitos
sensibilizados com T. cruzi promoviam uma acao citotoxica contra células cardiacas
alogénicas nao parasitadas. A reacao citotoxica contra células proprias na auséncia
do parasito levaram os autores a sugerirem que a patogénese da doenca de Chagas

resulta de um fendbmeno autoimune. A partir desta publicacdo diversas pesquisas
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vém sendo feitas para elucidar quais os mecanismos envolvidos na autoimunidade

da doenca de Chagas.

3.2 Autoimunidade

A resposta autoimune é caracterizada pelo reconhecimento de antigenos
préprios por linfécitos auto-reativos que se diferenciam em células efetoras,
proliferam e atacam células proprias gerando dano tecidual (Abbas e Lichtman,
2005). Essa interagéo citotdxica foi observada, experimentalmente, por Santos-Buch
e Teixeira (1974) em linfécitos de coelhos chagasicos crénicos que rejeitavam e
destruiam rapidamente células embrionéarias alogénicas de coracdo de coelho néao
parasitadas.

Diversos mecanismos tém sido descritos na literatura para tentar
compreender o papel do parasito no inicio e na progressdo da doenga autoimune
(Teixeira e cols, 2011b). Os organismos imunocompetentes possuem populacdes
circulantes de células B e T potencialmente auto-reativas, mas que sdo normalmente
tolerantes a antigenos préprios. Os mecanismos envolvidos na patogénese
possivelmente estdo relacionados a perda da tolerancia a esses autoantigenos por
influéncia do patdgeno. A inducdo da resposta autoimune pode estar associada a
ativacdo direta das células T auto-reativas ou a um mecanismo citotoxico
dependente de anticorpo (Bonney e Engman, 2008). Os primeiros estudos
envolvendo a resposta imune de pacientes chagasicos avaliavam a presenca de
anticorpos anti-T. cruzi no soro dos individuos infectados, entretanto, além de
promover uma resposta protetora ao organismo, percebeu-se que alguns anticorpos
também poderiam estar relacionados a respostas patogénicas (Dutra e cols, 2005).

Um mecanismo dependente de anticorpo especifico é o mimetismo
molecular e, segundo ele, o T. cruzi provoca uma resposta especifica de células B
e/ou T contra antigenos proprios em decorréncia de reagéo cruzada (Gironéz e cols,
2007). A reacdo cruzada com antigenos do parasito estimula células
imunocompetentes a conduzirem uma resposta efetora contra proteinas proprias
gue supostamente possuem motivos similares nas sequéncias dos aminoacidos ou
nos epitopos das estruturas tridimensionais. Dessa forma, linfocitos que reconhecem

algum componente estrutural do tecido cardiaco semelhante a antigenos do T. cruzi
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podem produzir uma resposta de hipersensibilidade do tipo tardia (Teixeira e cols,
2011b).

Um exemplo de mimetismo molecular é o evento de reacdo cruzada entre
o antigeno B13 do T. cruzi e a miosina cardiaca de humanos. A homologia existente
entre a cadeia pesada da miosina e um epitopo da proteina B13 promove uma
resposta celular efetora contra o antigeno proprio resultando em lesdes cardiacas
semelhantes as observadas em pacientes com cardiomiopatia chagasica cronica.
Anticorpos que produzem essa reacdo cruzada estdo presentes em 100 % dos
chagésicos com insuficiéncia cardiaca e em 14 % dos assintométicos, no entanto, 0s
soros de ambos reconhecem a miosina cardiaca (Cunha-Neto e cols, 2006). Vicco e
cols (2013) detectaram a presenca de anticorpos anti-miosina cardiaca em todos os
individuos do estudo com sorologia positiva para o T. cruzi e demonstraram uma
correlacdo direta do nivel de anticorpos anti-B13 com insuficiéncia cardiaca e
alteracdes ecocardiograficas, sugerindo que esses anticorpos estariam envolvidos
na progressdo da doenca. Os pacientes desse estudo que obtiveram os maiores
niveis de anticorpos contra a miosina cardiaca apresentaram elevado risco de
mortalidade. Reacdes cruzadas também foram observadas, experimentalmente,
entre a proteina calreticulina de T. cruzi e de humano (Ribeiro e cols, 2009).

Um mecanismo de ativacdo policlonal capaz de disparar a resposta
autoimune sem a inducdo de um antigeno especifico é a ativacédo bystander. O inicio
da resposta autoimune pode ser engatilhado pela reducao do limiar de ativacao de
células T potencialmente auto-reativas, gerando a perda da tolerancia imunoldgica.
A destruicao tecidual provocada pela infeccdo do patdégeno promove a liberacdo de
grande quantidade de autoantigenos e os expde a um ambiente rico em mediadores
inflamatorios. Em decorréncia dessa exposicdo, 0s antigenos proprios sao
processados e apresentados pelas células apresentadoras de antigeno, ativando a
acdo das células T efetoras auto-reativas. Na doenca de Chagas a ativacao
bystander pode ser induzida em decorréncia da exposicdo de antigenos proprios
liberados apos citdlise do miocardio devido a infeccdo pelo T. cruzi (Bonney e
Engman, 2008; Teixeira e cols, 2011b). Apesar de este mecanismo estar
possivelmente associado a patogénese de doenca de Chagas, ele encontra

barreiras na contradicdo existente entre a alta parasitemia na fase aguda, com alto
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nivel de liberacdo de autoantigenos por acao direta do parasito, e a inexisténcia de
sintomas na grande maioria dos infectados (Teixeira e cols, 2011b).

E amplamente aceito que a persistente e progressiva inflamacéo cronica
causada pela resposta autoimune pode resultar na cardiomiopatia chagasica cronica
levando a insuficiéncia cardiaca (Ribeiro e cols, 2009). A patogénese da doenca de
Chagas é complexa e multifatorial, sendo a presenca do parasito fundamental para
desencadear respostas protetoras ou patoldgicas contra o T. cruzi. As respostas
imunologicas envolvendo diretamente o parasito ou a auto-reatividade ndo sao
excludentes entre si. E proposto que a combinacdo dos dois mecanismos esteja
envolvida no estabelecimento da patologia (Dutra e cols, 2005; Vicco e cols, 2013).

3.2.1 Autoimunidade e integracdo de kDNA

Ainda dentro do contexto da autoimunidade, os pesquisadores do
Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas (LMPDC/UnB-DF)
vém buscando ha décadas compreender o papel da autoimunidade no mecanismo
patolégico que provoca a acao citotdxica das células T e a progressao das lesdes
severas que desencadeiam a cardiomiopatia e a sindrome dos megas. Os achados
experimentais ao longo das diversas investigacoes realizadas pelo LMPDC geraram
a hipétese de que a ocorréncia de transferéncia lateral (TL) e integracdo de
minicirculos de KDNA do Trypanosoma cruzi no genoma do hospedeiro resultariam
em alteracdes na expressao génica e induziriam uma resposta autoimune.

A transferéncia lateral ou horizontal (TH) tem sido amplamente descrita
como um mecanismo de ganho de material genético exdgeno entre espécies
distantes. E principalmente observada entre procariotos, porém, mais recentemente,
evidéncias substanciais vém demonstrando a sua ocorréncia envolvendo eucariotos
(Andersson, 2005; Huang, 2013).

Os trabalhos pioneiros realizados pelo LMPDC na década de 90
comegaram a supor que o T. cruzi teria o potencial de reter o seu DNA nas células
hospedeiras. Os primeiros experimentos in vitro utilizaram cultura de macrofagos ja
gue essas células de defesa mantém um contato intimo com o parasito devido ao
potencial de internalizar os parasitos por fagocitose. Inicialmente, verificou-se por

técnicas de citogenética e hibridizacdo in situ a presenca do DNA do flagelado
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associado a cromossomos metafasicos de macréfagos de camundongos infectados
(Teixeira e cols, 1991). Em outro momento foi realizado Southern blot do DNA de
macrofagos humanos infectados e livres de parasitos e constatou-se que o DNA
integrado no genoma da célula hospedeira hibridizava com sonda especifica para
KDNA, surgindo que o DNA exdgeno era originado de minicirculos de kDNA
(Teixeira e cols, 1994). Utilizando as técnicas de Southern blot e PCR, Simdes-
Barbosa e cols (1999) demonstraram a TL de sequéncias de KDNA em macrofagos
murinos infectados e verificaram que a integracdo se mantinha mesmo apdés 38
meses de sucessivas passagens das culturas. Neste mesmo trabalho foi sugerido
que as integracbes de KDNA alteravam a expressao génica das células do
hospedeiro, visto que testes de imunofluorescéncia constataram a ligacdo de
autoanticorpos do soro de pacientes chagasicos com a membrana dos macrofagos
que continham a integracdo, ligacdo esta que ndo ocorria com os macréfagos
controles né&o infectados.

Com a utilizacdo de técnicas mais modernas de biologia molecular foi
possivel obter as primeiras sequéncias de integracdo do kDNA no genoma do
hospedeiro e evidenciar a ocorréncia da transferéncia de material genético entre
diferentes filos de eucariotos. Nitz e cols (2004) documentaram a transferéncia
lateral de sequéncias de minicirculos de KDNA (LkDT) do T. cruzi no genoma de
humanos naturalmente infectados, e encontraram fragmentos integrados,
frequentemente, em elementos LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Element —
elemento nuclear inter espacado longo). Apoés infeccao pelo T. cruzi reproduzida em
laboratério, integracdes das sequéncias de KDNA também foram encontradas no
genoma dos modelos experimentais de coelhos e galinhas.

A utilizacdo de Gallus gallus como modelo experimental “limpo” para a
doenca de Chagas permite abordar um contexto interessante acerca das
consequéncias da integracdo dos minicirculos de kDNA e o desenvolvimento da
rejeicdo autoimune observada nos pacientes com Chagas. As galinhas sao
refratarias a infecgdo pelo T. cruzi, conseguindo elimina-los precocemente atraves
da resposta imune inata. Consequentemente, a presenca das lesdes patoldgicas,
semelhantes as observadas nos pacientes chagasicos, encontradas em alguns
animais que retiveram o KDNA no genoma (KDNA-positivos), exclui a persisténcia do

parasito como responsavel progressao da patologia (Nitz e cols, 2004; Teixeira e
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cols, 2006a; Teixeira e cols, 2011a). A integracdo de KDNA no locus do gene da
distrofina foi documentada em galinhas que apresentavam fraqueza muscular,
cardiomegalia e insuficiéncia cardiaca (Teixeira e cols, 2011a).

Simdes-Barbosa e cols (2006) confirmaram a integracdo do minicirculo de
KDNA em LINE-1 (L1) ativo do genoma de macrdéfago humano em cultura e
demonstraram sua mobilizacédo, caracterizando o hitchhiking da sequéncia quimera
para um locus em outro cromossomo. O trabalho supde que o0s rearranjos
promovidos pela insercdo do KDNA e o acumulo de mudltiplas integracdes KDNA/L1
ativo no genoma do hospedeiro podem induzir as lesdes autoimunes da doenca de
Chagas sem a necessidade da presenca persistente do parasito (Simdes-Barbosa,
2006). A integracdo do kDNA no genoma do hospedeiro pode apresentar diferentes
consequéncias funcionais em nivel de expressao génica a depender do ponto de
insercdo da mutacao, podendo ser benéfica, neutra ou prejudicial. Presume-se que
as proteinas quimeras resultantes das novas ORFs formadas pela integragdo kDNA-
DNA do hospedeiro e as mudancas fenotipicas detectadas nas células mutadas
contribuem potencialmente na inducdo de uma resposta autoimune (Nitz e cols,
2004).

Sabendo que os sitios preferenciais de integracdo do kDNA eram os
elementos retrotransponiveis L1, Hecht e cols (2010) modificaram a tpTAIL-PCR
(target primer), a partir da TAIL-PCR desenvolvida por Liu e Whittier (1995), visando
ao mapeamento das regides flanqueadoras no sitio da integracdo. No estudo foi
verificado que 65 % dos eventos de LkDT descritos ocorriam em LINEs. Também foi
observado mosaicismo em evento de integragcdo seguido de recombinacgéo
envolvendo dois ou mais trechos de DNA de diferentes loci e a mobilizacado por
hitchhiking do kDNA ligado a elementos LINE ativos, causando ruptura e disfungéo
de ORFs. Em sua tese de doutorado, Sousa (2012) utilizou a tpTAIL-PCR para
mapear possiveis sitios de integracdo de minicirculos de kDNA no genoma de
camundongos (Mus musculus) infectados experimentalmente. Com esse trabalho foi
possivel verificar que sequéncias de minicirculos de KDNA também se integram em
retroelementos de células somaticas de murinos. Em 83 % dos eventos as
integracdes ocorreram em elementos L1.

Tendo documentada a presenca de ninhos de amastigotas em células

humanas da teca de ovario e em células dos tabulos seminiferos (Teixeira e cols,
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2006a) e diante da constatacdo da ocorréncia de transferéncia horizontal de
minicirculos de KDNA do T. cruzi para o genoma dos hospedeiros, a investigacao
dos pesquisadores do LMPDC passou também a focalizar na possibilidade das
progénies herdarem as mutacfes adquiridas pelos parentais. A transferéncia vertical
(TV) é resultante da passagem de material genético de um parental para a sua prole.
A evidéncia da possivel heranca dos minicirculos surgiu com a observacao de que o
KDNA se integrava no genoma de células somaticas e, também, em células
germinativas. A presenca de integracdes de minicirculos de KDNA foi detectada em
gametas de galinhas e em suas progénies, indicando que as integracdes foram
herdadas. Vale ressaltar que nos experimentos com galinhas os descendentes
nunca foram expostos ao parasito, confirmando que a presenca de kDNA integrado
no genoma das geracdes posteriores foi proveniente, unicamente, da transferéncia
vertical de kKDNA (VKDT) (Nitz e cols, 2004; Teixeira e cols, 2011a). Hecht e cols
(2010) constataram a integracdo de minicirculos nos gametas masculinos e
demonstraram a VKDT em descendentes de cinco familias com genitores positivos
para a infec¢cdo chagasica. Em contraste com os resultados que demonstraram as
auséncias de nDNA e anticorpos especificos para o T. cruzi, alguns descendentes
tinham testes PCR positivos para 0 kDNA, e as sequéncias quimeras (KDNA-DNA do
hospedeiro) foram confirmadas em plataformas com algoritmos especificos para
analises bioinformaticas.

E de grande importancia destacar que nos eventos de integracdo foi
observado o compartilhamento de uma pequena regido de 6 a 22 nucleotideos entre
0 kDNA e o LINE do hospedeiro. Esse alinhamento entre nucleotideos similares é
conhecido como micro-homologia e, geralmente, esta justaposicdo € rica em
nucleotideos Adenina e Citosina (A/C) (Nitz e cols, 2004; Simdes-Barbosa e cols,
2006; Hecht e cols, 2010; Teixeira e cols, 2011a; Sousa, 2012). As CSBs das quatro
regides conservadas dos minicirculos sao trechos ricos em A/C e estao,
possivelmente, envolvidas no mecanismo que promove a integragdo do DNA
exdgeno no genoma do hospedeiro. A decatenacdo dos minicirculos antes do
processo de divisdo celular promove a exposicdo desses blocos conservados,
proporcionando a juncdo por complementariedade do CSB com a micro-homologia
rica em A/C no DNA do hospedeiro (Hecht e cols, 2010).
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A hipotese da integracdo de minicirculos de KDNA do T. cruzi no genoma
do hospedeiro correlaciona a ocorréncia da longa fase assintomética apresentada
pela grande maioria dos infectados a possibilidade de mutacdes neutras no genoma.
A variabilidade das manifestacGes clinicas observadas nos pacientes chagasicos
pode ser explicada pelas mobilizacbes das mutacdes via mecanismo de
retrotransposi¢éo em elementos L1 ativos (Nitz e cols, 2004; Simdes-Barbosa e cols,
2006). Atualmente, a doutoranda Adriana Benevides esta desenvolvendo no LMPDC
um estudo para verificar se ha alguma relacdo das manifestacdes clinicas com os
sitios de integracdo do kDNA em pacientes chagasicos e seus descendentes.
Diferentes loci de integracdo de minicirculos em diferentes cromossomos ja foram
demonstrados no genoma dos hospedeiros analisados em diversos estudos. Apesar
da maioria dos eventos de inser¢cdo ocorrer em L1, outros elementos
retrotransponiveis como SINE (Short Interspersed Nuclear Elements — elementos
nucleares entrepassados curtos) e retrovirus endégeno (ERV) também representam
sitios de insercdo em humanos (Hecht e cols, 2010). Em galinhas ja foram
documentadas inser¢cdes em elementos transponiveis como transposons Hitchcock
e retrotransposons ndo-LTR (Long Terminal Repeat — longas repeticbes terminais)
CR-1 (Chicken retrotransposon — retrotransposon de galinha) (Teixeira e cols,
2011a). Nos camundongos, além da predominante presenca de integracdo em L1,
outros sitios em elementos transponiveis como ERV e retroelementos LTRs néo
autbnomos também foram descritos (Souza, 2012).

A integracdo do KDNA representa uma provavel causa da resposta
autoimune observada nos casos de doenca de Chagas e pode ser o ponto crucial na
compreensao acerca das manifestacfes clinicas da doenca crbnica (Nitz e cols,
2004).

4. ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

Muitas das variacfes genéticas no genoma de diferentes organismos sao
resultantes da acdo de segmentos distintos de DNA que se deslocam de um local
para outro do genoma. Aos elementos de DNA que tém o potencial de se locomover

da-se o nome de Elementos Transponiveis (Transposable Elements - TEsS). A
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aptiddo do DNA mover-se ou transportar-se potencia a capacidade de gerar
mutacdes no genoma do organismo hospedeiro com multiplas consequéncias
(Kidwell, 2005). A maioria das insercbfes de TEs sdo neutras ou deletérias, e ja
foram descritas diversas doencas resultantes da mobilizacdo desses elementos.
Estudos vém comprovando um impacto relevante dessa mobilizacdo para a
evolucdo do genoma, demonstrando casos em que 0 novo posicionamento do TE
repercutiu em uma variacdo fenotipica vantajosa. Descobertas importantes sobre
este tema englobam a criacdo de novas variedades de uvas, a geracdo de novas
familias génicas funcionais, e a restricdo a infeccdo pelo virus HIV observada nos
macacos-da-noite (Aotus sp) (Belancio e cols, 2008).

Os tipos e os numeros de coépias de TEs variam entre as espécies
podendo chegar a compor mais de 50 % do DNA gendmico. Aproximadamente 5 %
do genoma haploide do T. cruzi € composto por retroelementos LTR e ndo-LTR (El-
Sayed e cols, 2005). Andlises comparativas mostraram que os vertebrados sdo os
que apresentam maiores quantidades de TE quando comparados a outros
organismos. Os mamiferos apresentam uma tendéncia de acumular esse tipo de
DNA, tendo como consequéncia um genoma extremamente rico em elementos
moéveis. O genoma da espécie humana tem 40 % do seu total constituido de
elementos transponiveis, sendo retrotransposons L1 os maiores representantes
deste montante, perfazendo, aproximadamente, 17 % do DNA total humano, com
cerca de 520.000 cépias (Bdhne e cols, 2008).

4.1 Tipos de elementos transponiveis no genoma humano

Existem duas maneiras gerais de classificar os TEs. Uma delas os divide
de acordo com o potencial de se transpor utilizando maquinaria enzimatica propria.
Quando os TEs possuem genes que codificam as enzimas necessarias para a sua
mobilizacdo e s&o inteiramente independentes para tal mecanismo sao chamados
de elementos autbnomos, um exemplo € o retrotransposon LINE-1. Em
contrapartida, quando o TE néo codifica o aparato proteico e depende de algumas
proteinas ou de outro TE para se mover, ele € considerado ndo auténomo. A
segunda forma de classificacdo os distingue de acordo com o mecanismo utilizado

para se deslocar de um local para outro dentro do genoma. O mecanismo pelo qual
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o TE se transpbe o subdivide em Classe |, composta pelos elementos
retrotransponiveis, e em Classe Il, que engloba os transposons de DNA (Kidwell,
2005).

Os retrotransposons, ou retroelementos, se movem via RNA intermediario
por transcricdo reversa. Quando autdonomos, eles codificam uma transcriptase
reversa que reverte o transcrito de RNA do elemento em cDNA produzindo uma
nova copia do retroelemento que € integrada em um novo sitio do genoma por agao
da enzima integrase, também codificada pelo elemento. A transposi¢cdo por essa
maquinaria € uma duplicagdo analoga ao “copia e cola” e mantem o elemento fixo no
sitio de origem. Por ser um mecanismo que adiciona material genético, a
retrotransposicao € responsavel por um alto nimero de cépias de retroelementos no
genoma. Fazem parte da Classe | elementos como os LTRs e ndo-LTR e os ERVs.
Os elementos da Classe Il, ou transposons de DNA, ndo se locomovem via RNA
intermediario. Os transposons auténomos codificam uma DNA transposase que é
responsavel tanto pela excisdo do elemento como pela sua integracdo em um novo
ponto do genoma. Dessa forma, a mobilizacdo dos elementos da Classe Il ocorre
por um mecanismo equivalente ao “corta e cola”, retirando o DNA do local original e
transpondo-o para outro, ndo havendo duplicacdo (Bohne e cols, 2008; Relobo e
cols, 2012).

Os transposons de DNA comp&em cerca de 3% do genoma humano e
ainda nédo foi identificado nenhum elemento ativo desta classe no genoma de
mamiferos. Esses TEs podem ser subdivididos em duas familias, a MER1, que
representa a maioria dos transposons do genoma humano, e a MER2 (Prak e
Kazazian, 2000; Goodier e Kazazian, 2008). Os retrotransposons LTRs s&o
caracterizados por possuirem longas repeticdes terminais flanqueando a regido
codante e por apresentarem estrutura e capacidade codificadora semelhantes aos
retrovirus, possuindo em comum 0s genes gag (specific group antigen) e o pol
(polimerase) (Kidwell, 2005). Os retrovirus endégenos humanos (HERVS) compdem
7 % do genoma total da espécie humana e sdo elementos préximos aos LTRs,
apresentando, assim como 0s retrovirus, 0s genes gag, pol e o env (envelope) (Prak
e Kazazian, 2000). Os LTRs e os ERVs foram originados de infec¢des virais, em que
0 patdgeno perdeu a capacidade de reinfeccdo e permaneceu com seu material

genético integrado no genoma do hospedeiro (Goodier e Kazazian, 2008).
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Os elementos ndo-LTRs sdo exemplificados pelos SINEs e LINEs. As
sequéncias ndo-autdbnomas SINEs utilizam a maquinaria codificada pelos LINEs
para se movimentarem ao longo do genoma. O elemento Alu é o SINE de maior
representatividade e importancia no genoma humano, apresentando mais de um
milhdo de coépias distribuidas em cerca de 11 % do DNA total. Esse SINE tem
aproximadamente 280 bases e, assim como todos os elementos deste grupo,
apresentam em sua estrutura dois monémeros conectados por uma pequena regiao
rica em adenina. O Alu é um elemento ativo nho Homo sapiens, promovendo
mutagbes em células somdticas, criando diversidade genética e causando
importantes doencas genéticas (Deininger, 2011).

Os unicos elementos transponiveis autbnomos ativos no genoma humano
fazem parte da familia do LINE-1. O retroelemento L1 tem em torno de 6 kb e sua
estrutura possui uma extremidade 5’ UTR longa (Untranslated Region — regido nao-
traduzida) com fungdo promotora, duas ORFs e uma extremidade 3" UTR curta que
termina em uma calda poli(A) (Goodier e Kazazian, 2008). A ORF1 codifica uma
proteina que tem uma provavel acdo vinculada a acido nucleico e a ORF2 codifica
uma proteina com funcdo de endonuclease e transcriptase reversa, e, a partir da
acdo desse complexo enzimatico, o L1 consegue se mobilizar via RNA intermediario
(Ray e cols, 2007). A grande maioria dos L1 do genoma humano esta truncada ou
rearranjada, apenas, aproximadamente trés a quatro mil elementos, dos mais de 500
mil existentes, apresentam-se estruturalmente intactos. Destes, apenas uma
pequena parcela inferior a 150 retrotransposons L1 esta realmente ativa, sendo esta
infima fracdo responséavel por 0,07% das mutacfes espontaneas no genoma
humano (Prak e Kazazian, 2000; Bohne e cols, 2008).

A grande quantidade de coépias de retroelementos no genoma, a alta
semelhanca entre as suas sequéncias e a habilidade de se transpor podem gerar
instabilidade gendmica pelo potencial dessas sequéncias causarem rearranjos,
translocacdes, insercbes e delegcbes, resultando em mudangas estruturais e
funcionais dos genes. A mobilizagdo desses elementos tem influéncia significativa
na regulacdo de genes vizinhos, no fendtipo do individuo, na evolugdo do genoma e

no desencadeamento de varias doencas genéticas (Jung e cols, 2013).
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4.2 Mobilizacdo e rearranjos em retroelementos e associacdo com doencgas
genéticas

O comportamento dos elementos transponiveis de “saltarem” de um sitio
para o outro tem um papel fundamental na evolugéo estrutural e funcional de genes
e genomas em diversos organismos. Ao longo da evolugdo, o mecanismo de
transposicdo desses elementos esculpiu mdltiplos genomas, culminando no
surgimento de sequéncias reguladoras de genes, sinais de poliadenilagdo, novos
éxons, ORFs e até genes inteiros. Como consequéncia, sugere-se que os TEs
contribuiram, significativamente, com a complexidade observada nos proteomas e
transcriptomas dos vertebrados. Esses elementos tiveram grande influéncia na
modelagem e constituicdo do genoma humano durante o processo evolutivo, pois,
sequéncias derivadas de TE foram encontradas em cerca de 25 % das regides
promotoras e em regides codificadoras de proteinas, em 4 % dos genes (Bdhne e
cols, 2008).

Eventos de transposicfes recentes continuam contribuindo para a
diversidade genética humana. Mais de 11 mil inser¢cdes de TEs diferenciam os
genomas do Homo sapiens do Pan troglodytes (chimpanzé), sendo que a maioria
dessas integracBes ocorreu depois da divergéncia do ultimo ancestral comum.
Eventos de transposicdo e rearranjos gendmicos resultantes da acdo de TEs
associados ou posteriores a eventos de especiacdo tém sido observados em
diferentes linhagens de vertebrados, crescentemente utilizados para solucionar
davidas filogenéticas (Bohne e cols, 2008). Alguns elementos LINE e SINE tém sido
empregados como ferramentas para analisar taxas de polimorfismo populacional e
para elucidar questdes relacionadas a filogenética. O polimorfismo resultante da
presenca ou auséncia de insercdes de elementos moéveis tem potencial de
influenciar a carga de mutagcées do genoma de um individuo, ndo se sabendo ao
certo qual a capacidade de variagdo dos retrotransposons na populagdo mundial
(Deininger e cols, 2003).

Além do potencial mutagénico das insercbes em si, 0s L1s apresentam
habilidade de carregar consigo partes do DNA que flanqueiam as suas regides 5’ e
3’ levando-os para um novo sitio do genoma. Esse fenbmeno é conhecido como

7

transducdo mediada por L1 e é mais um mecanismo descrito que demonstra a
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capacidade de embaralhar o genoma causando variabilidade e mudanga funcional
de genes (Deininger e cols, 2003).

Os retrotransposons e outros TEs podem servir de substrato para eventos
de recombinacdes homoélogas e ndo-homadlogas, assim como, na conversao génica.
Estudos evidenciaram que a conversao génica por retrotransposons pode criar
elementos quimeras compostos por diferentes subfamilias ou até substituir uma
subfamilia de um elemento por outra. Outro importante potencial desse mecanismo
de conversao é a possibilidade de reativacdo de L1 ou Alu, tornando-os capazes de
se retrotranspor (Deininger e cols, 2003).

Em humanos, frequentemente, as inser¢cdes de L1 ocorrem em regides do
DNA ricas em nucleotideos A/T. Como as regides codificadoras do genoma tendem
a apresentar mais nucleotideos G/C, as integracdes de L1 possivelmente ocorrem,
em sua maioria, em sitios de DNA né&o codificadores, o que proporciona um numero
maior de insercdo sem causar muitos danos ao genoma, ainda que esses
retrotransposons podem inserir-se em regides génicas (Prak e Kazazian, 2000). O
alto niamero de copias resulta em instabilidade genética através de delecbes e
duplicacbes causadas por recombinacdo homéloga. Inser¢cdes mutagénicas de L1 e
Alu, proximas ou dentro de genes, eventos de recombinacdo entre L1s nao alélicos
ou entre duas sequéncias Alu podem induzir o desencadeamento de doencas
genéticas. Foram descritas na literatura 96 doencas causadas por insercfes de
retrotransposons, sendo que 25 sdo provocadas diretamente por L1, enquanto as
outras 71 sdo mediadas por esse elemento. Em geral, estima-se que 1 em cada 250
(0,4%) doencas resultantes de mutagées ocorrem em consequéncia da mobilizacao
e insercdo de retroelementos (Solyom e Kazazian, 2012; Jung e cols, 2013).

Ha 25 anos foi descrito o primeiro relato de doenca genética subsequente
a movimentacdo de retrotransposons no genoma humano. Kazazian e seus
colaboradores documentaram um caso de Hemofilia A resultante do rompimento do
gene do fator de VIII por dois eventos de inser¢cdo de L1. No mesmo ano, mais seis
eventos de doencas desencadeadas por insercdo de L1 foram observados, trés
casos no gene da distrofina, mais um caso no gene do fator VIII, um no gene APC e
um caso no gene da B-globina (Kazazian, 1988). A maioria desses eventos descritos
ocorreu em fases iniciais do desenvolvimento, ainda em célula germinativa ou

durante o estagio de divisao inicial do individuo, excetuando o caso no gene APC
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onde a insercdo foi detectada em células de tumor de colon. indicando que essas
mutagBes ocorrem tanto em células somaticas como em germinativas.

O grande tamanho dos elementos L1 e sua capacidade em dar suporte a
transposicdo de outros elementos os tornam potenciais agentes causadores de
doencas genéticas. Ndo ha uma tendéncia para que esses eventos ocorram em
éxons ou intros, mas observa-se que inser¢des induzem a formacgéo de transcritos
atipicos resultando em doencas geralmente nado fatais. Doencas decorrentes de
delecdo por retrotransposicdo podem ser exemplificadas pela distrofia muscular de
Duchenne, resultante da perda de apenas um par de base no gene DMD, e pela
distrofia muscular congénita de Fukuyama, ocasionada pela delecéo de 6 pb (Jung e
cols, 2013).

Outro retrotransposon com acdo mutagénica de importancia meédica é o
elemento Alu. Esses SINEs contribuem com muitas doencas através de rupturas de
regides codificadoras do genoma ou de regides de sinal de splicing, e por eventos
de recombinacdo homdloga ndo-alélica entre eles. Muitas doencas genéticas
conhecidas sdo decorrentes das insercées de Alu em variados cromossomos,
contudo, o cromossomo X demonstra uma propensao a esse tipo de mutagdo. A
hemofilia A e B, a doenca de Menkes e a agamaglobulinemia ligada ao X séo
exemplos de patologias que podem ser caudadas pela transposicao do elemento Alu
para genes do cromossomo X. Outras doencas como cancer de mama, resultante de
insergdes no locus BRCA1 ou BRCAZ2, deficiéncia do sistema complemento, anemia
hemolitica cronica, deficiéncia em colinesterase e algumas leucemias estédo
associadas com o potencial mutagénico da insergéo de Alu (Deininger, 2011).

Apesar das consequéncias negativas da transposicao existem estratégias
do genoma para inibir a acdo de retroelementos. Em células somaticas e
germinativas maduras € observada a supresséo de retrotransposicdo e da atividade
transcricional dos retroelementos por metilagdo ou mudancas na estrutura da
cromatina. Muitos eucariotos utilizam esses mecanismos epigenéticos para controlar
a atividade dos retrotransposons e manter uma interacdo estavel entre o
retroelemento e o hospedeiro (Jung e cols, 2013).

As mutagOes que ocorrem em decorréncia da mobilizagdo dos elementos
transponiveis podem ser herdadas via TV, ou seja, quando essas alteracdes

ocorrem em células germinativas podem ser passadas do parental para a sua prole.
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Todavia, crescentes evidéncias sugerem que a transmisséo desses elementos nao
esta restrita a hereditariedade, pois sdo capazes de se mover horizontalmente entre

organismos de espécies diferentes (lvancevic e cols, 2013).

5. TRANSFERENCIA LATERAL DE DNA ENTRE ESPECIES DIFERENTES

O advento da tecnologia de sequenciamento do genoma tem contribuido
com o aumento de informagbes e, consequentemente, com a crescente
compreensao acerca da importancia dos eventos de TL. Esses eventos contribuem
com o crescimento, a variabilidade e funcionalidade dos genomas, e podem implicar
ainda em modificacbes das interacdes bioldgicas. Apesar da grande maioria do
conhecimento acerca deste contexto estar relacionada a transferéncia de DNA entre
bactérias, TL entre os diferentes dominios, Archaea, Eubacteria e Eukaryota tém
sido documentadas (Hotopp, 2011).

A transferéncia lateral entre procariontes pode ocorrer via elementos
moveis utilizando plasmideos ou transposons como veiculos de transferéncia. Em
eucariotos, evidéncias de transferéncia horizontal sdo mais raras e, em geral, 0s
casos de aquisicdo de DNA envolvem a transferéncia de material genético de origem
procariota ou endossimbionte (Pace e cols, 2008). Um dos eventos mais classicos
de TL é a passagem de genes do genoma de organelas endossimbiontes para o
genoma nuclear de células hospedeiras como ocorreu com as a-proteobactérias,
precursoras das mitocdéndrias em todos 0s eucariotos, e com cianobactérias
simbiontes, os cloroplastos das plantas (Koonin e cols, 2001). Esses episodios de
transferéncia tiveram um papel de fundamental importancia na evolucdo dos
eucariotos. Os eventos de TL ndo séo obrigatoriamente reciprocos, tendo em vista a
observacdo de uma maior predominancia de transferéncia unilateral de origem
bacteriana nos casos envolvendo bactérias e eucariotos (Hotopp, 2011). Um dos
exemplos mais estudados de transferéncia de DNA entre procariotos e eucariotos é
entre Agrobacterium e plantas (Aoki, 2004; Matveeva e cols, 2012).

Diversos vetores como elementos transponiveis de diferentes origens,
bactérias, virus e eucariotos invertebrados, como artropodes e moluscos, podem

estar relacionados a transmissdo de DNA (lvancevic e cols, 2013). A literatura tem
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evidenciado uma possivel origem procariota de alguns genes presentes no genoma
eucarioto. A bactéria endossimbionte Wolbachia tem sido amplamente estudada
pelo seu potencial de transferéncia para diversos invertebrados, como moscas,
besouros e nematdédeos. No exemplo do besouro Callosobruchus chinensis sabe-se
que, aproximadamente, 30 % do genoma da Wolbachia esta contido no cromossomo
X do inseto (Hotopp, 2011).

Existem poucos relatos a respeito da funcionalidade das copias de genes
transferidos por TL. Baixos niveis ou valores residuais de expressdo génica foram
detectados em alguns genes resultantes de transferéncia, entretanto, estudos
recentes tém demonstrado casos de genes ativamente expressos nos recipientes
eucariotos. Um exemplo é o caso em gue pulgfes-de-ervilha adquiriram dois genes
resultantes de TL, um deles originario da Wolbachia e o outro de uma espécie
proxima a essa bactéria, que apresentam alta taxa de expressdo (Ros e Hurst,
2009).

A habilidade inerente dos TEs de se mobilizarem e aumentarem suas
copias no genoma, possivelmente, os tornam propensos a transferéncia horizontal
(Gilbert e cols, 2010). Essa capacidade de “atravessar” barreiras e invadir um novo
sitio permitiu a manutencdo dos TEs em diversos genomas ao longo do processo
evolutivo, mesmo sem proporcionar um beneficio direto ao hospedeiro (Loreto e
cols, 2008; Schaack e cols, 2010). Praticamente todos os tipos de TEs estdo sujeitos
a TL tendo essa mobilizacdo entre genomas uma possivel facilitacdo através de
virus ou parasitos (Schaack e cols, 2010). Diversas evidéncias bibliograficas vém
corroborando a colaboracéo reciproca entre os elementos méveis e os eventos de
TL. A passagem de segmentos de DNA entre diferentes espécies em conjunto com
a habilidade de movimentacdo dos TEs, contribui de maneira significativa com a
diversificacdo dos genomas (Gilbert e cols, 2010). Ja que os TEs tém a capacidade
de causar duplicacdes e rearranjos no DNA, e o evento de transferéncia lateral
aumenta a frequéncia relativa desses elementos no genoma, a TL pode ser
considerada uma catalisadora da transformagao ativa da estrutura do genoma e da
informacdao bioldgica (Ilvancevic e cols, 2013).

Em recente revisédo sobre a transferéncia lateral de DNA movel, lvancevic
e cols (2013) reuniram diversas evidéncias de troca de material genético entre

eucariotos. Como exemplo, foi descrito caso dos transposons SPIN e OC1, presente
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em diferentes vertebrados e que apresentam mais de 98 % de identidade com os
mesmos elementos encontrados no barbeiro Rhodnius prolixus, sugerindo que o
inseto hematdéfago seria o vetor responsavel pela transferéncia lateral desses
elementos durante o repasto sanguineo. Outro caso é representado pela presenca
em comum do retroelemento ndo-LTR, BovB, entre vertebrados de grupos
filogeneticamente distantes, tendo, possivelmente, duas espécies distintas de
carrapatos como vetores desse retrotransposon via TL.

Relatos da literatura também abrangem evidéncias acerca de
transferéncia de material genético em espécies do reino Plantae. Em 2004, um caso
interessante de transferéncia de DNA foi descrito por Mower e cols em que se
constatou a ocorréncia de TL de uma espécie de planta parasita para uma planta
hospedeira. A troca, possivelmente, seria decorrente do contato intimo entre as duas
espécies de plantas. Ja existe uma vasta literatura corroborando a existéncia da
troca de DNA entre organismos eucariotos que apresentam o advento da carioteca
como possivel empecilho aos eventos de transferéncia de DNA. Apesar dos
mecanismos envolvidos nas transmissdes de DNA entre os eucariotos ainda nao
estarem elucidados, os estudos parecem demonstrar a importancia fundamental da
interacéo parasita-hospedeiro na promocao e facilitacdo da TL.

O estudo da TL e a sua importancia na manutencao de diversos TEs tém
sido fundamentais para a compreensdo dos impactos desse fenémeno na evolugao
do genoma do eucarioto. Os mecanismos que permitem e controlam essa
transmissdo de material genético ainda ndo foram totalmente elucidados. Para que a
TL seja bem sucedida é necessario que o DNA seja transportado de um doador para
uma célula somética ou germinativa de organismos multicelulares, finalmente

ficando integrado no genoma (Ivancevic e cols, 2013).

6. TRANSFERENCIA VERTICAL DE DNA

A heranca do DNA proveniente da TL ocorre mediante sua transferéncia
vertical para a progénie. O material genético herdado pela prole através dos seus
precursores é a forma mais comum de aquisicdo de DNA por um individuo. Quando

eventos mutagénicos ocorrem em células germinativas, estes podem ser herdados
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pelos descendentes e, dependendo dos efeitos bioldgicos dessas mutagdes, a prole
mutada pode apresentar variacfes fenotipicas e polimorfismos genéticos numa
populacao ao longo do tempo.

Os conhecimentos iniciais acerca da hereditariedade surgiram em
decorréncia do estudo do mais famoso monge, Gregor Johann Mendel (1822-1884),
ja no final do século XIX. ApOs os experimentos com cruzamentos de ervilhas,
Mendel calculou as propor¢cdes entre fenotipos caracteristicos dos graos, e prop6s
conceitos com base na transmissdo daqueles caracteres herdaveis. Suas
conclusbes sdo conhecidas desde entdo como o0s principios basicos da heranca
cladssica ou 'Heranca Mendeliana'. Um dos seus postulados resultou nos principios
da segregacdo e da dominancia, que propdéem que cada caracteristica de um
individuo diploide €& determinada por um par de fatores (alelos), herdados em
proporcéo igual (gametas) de cada parental. Na situagédo de composicdo diferente,
um fator pode sobrepor a sua presenca ao outro, gerando dominancia de um e
recessividade do outro. Outra contribuicho do seminarista foi o principio da
segregacao independente que postula que alelos de cromossomos diferentes se
distribuem durante a meiose, de maneira independente um do outro (Pierce, 2004;
Snustad e Simmons, 2001). Neste contexto, para Mendel, a prole era constituida por
uma combinacdo de 50 % de heranca materna e 50 % de heranca paterna, sendo
possivel prever as possiveis frequéncias esperadas na prole baseada no
conhecimento prévio dos fatores determinantes dos parentais.

Quando ocorre mutacdo no genoma de uma célula germinativa, sendo ela
vantajosa, neutra ou negativa, ela pode ser herdada pela geracdo seguinte. Em
longo prazo, a mutacdo pode sofrer um processo adaptativo provocando um efeito
sobre a populacdo. Havendo a formacdo de novos alelos de um gene, a
possibilidade de substituicdo em uma populacdo ocorre ap6s a acdo da deriva
génica e da selecdo natural que definem a distribuicdo de caracteres numa
populacdo. Mutacbes com efeitos deletérios letais geralmente tém sua frequéncia
reduzida devido a ag¢do da selecdo natural, diminuindo a presenca desse alelo
dentro da populacéo (Futuyma, 2009).

Diversas doencas genéticas resultantes de mutagdes de novo e doengas
hereditarias autossdmicas ou ligadas aos cromossomos sexuais estdo bem

estabelecidas na literatura. Aléem da variacdo de cromossomos, locus, alteracoes
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fenotipicas, caracteristicas clinicas e potencial de letalidade, peculiares de cada
doenca, também é importante salientar a influéncia das geracdes de descendentes
sobre os efeitos patolégicos em algumas doencas. A doenca de Huntington, por
exemplo, é wuma doenca genética hereditaria autossébmica dominante
neurodegenerativa resultante da expansdo de repeticdes de um trinucleotideo no
gene da Huntintina. Ao longo das geracdes sucessivas, 0 aumento dessas regides
repetidas provoca o desencadeamento, cada vez mais precoce, dos sintomas da
doenca (Pouladi e cols, 2013). O oposto foi verificado em estudos do LMPDC
utilizando o modelo Gallus gallus onde verificou-se que galinhas KDNA positivas,
com lesdes patoldgicas semelhantes as chagasicas, geravam progénies kDNA
positivos com diminuicdo da frequéncia da patologia. Considerando que na cadeia
de geracdes sucessivas o0s efeitos patologicos se diluem até, possivelmente,
desaparecer ao longo do processo de adaptacao seletiva (Teixeira, 2007).

Com o desenvolvimento de diversos estudos acerca da heranca e das
manifestacbes fenotipicas dos alelos fixos em loci definidos tem sido observado
eventos na natureza que nao podem ser explicados apenas pelo tipo de heranca
proposto por Mendel. Diante de variagdes de tipos de herancas reconhecidas, foram
introduzidos novos conceitos como fixagdo de mutagbes, penetrancia e
expressividade para explicar os casos em que o genoétipo ndo reproduz o fenétipo
esperado. Doencas com consequéncias diretamente influenciadas pela origem
parental do alelo ja foram descritas. Fatores epigenéticos e ambientais também
influenciam a expressdo génica. Todos estes conhecimentos posteriores as leis de
Mendel demonstram que os caracteres herdados podem ndo obedecer aos padrdes

propostos pelos modelos de heranca classica ou Mendeliana.

7. JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, pode-se verificar que as integracdes do kDNA podem
ser transmitidas através da transferéncia vertical para sucessivas geracdes
familiares do paciente infectado pelo T. cruzi. Os possiveis efeitos da presenca do
KDNA, assim como o padrdo de heranca desse DNA exdgeno, ainda ndo foram

elucidados.
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A avaliacdo da fixacdo da mutacdo herdada é de suma importancia para
auxiliar na compreenséo do potencial efeito do KDNA no genoma desses individuos,
no esclarecimento de possiveis regides génicas preferenciais de integracfes sujeitas
ao evento de fixacdo, assim como, na compreensao acerca de variacoes dos tipos
de heranca dessas mutacfes. O estudo desses eventos contribuird também para
estender o conhecimento acerca da evolugdo do genoma humano decorrente de

mutacdes provocadas pela transferéncia lateral de DNA entre eucariotos.
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I OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Mapear os loci das integragcbes dos minicirculos de kDNA do
Trypanosoma cruzi no genoma de genitores chagasicos ou com suspeita clinica de
doenca de Chagas e dos seus descendentes, com a finalidade de verificar a fixacao

dessas mutacdes nas progénies.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar a presenca de nDNA e kDNA do T. cruzi nos pacientes chagasicos e

seus familiares utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR).

e Amplificar regibes flanqueadoras do KDNA integrado a partir da técnica de
tpTAIL (targetted-primer specific Thermal Asymmetric Interlaced) PCR

e Mapear e identificar sitios de integracdo do KDNA nas sucessivas geracoes
dos pacientes chagéasicos mediante analise do sequenciamento dessas

regides.

e Verificar a presenca de sitios de integracdo de KDNA compartilhados pelos

individuos de uma mesma familia.

e Definir os tipos de heranca presentes nas diversas mutagdes transferidas

verticalmente em individuos das familias do estudo.
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[l MATERIAIS E METODOS

1 - GRUPO AMOSTRAL ESTUDADO

O grupo estudado consistiu de um total de 26 individuos pertencentes a
quatro familias: A, B, C e D. Atualmente as familias residem na cidade de Brasilia ou
entorno do Distrito Federal (DF), em cujas areas considera-se que estejam livres de
triatomineos vetores do T. cruzi. Contudo, os parentais nas familias estudadas séo
procedentes de varios Estados do Brasil, considerados regiées endémicas. Em cada
uma das familias pelo menos um dos parentais tinha diagndstico prévio da infeccao
pelo T. cruzi, ou apresenta manifestacdes clinicas semelhantes as encontradas em
chagasicos crénicos.

A Familia A, composta por individuos de trés geracdes sucessivas, era
procedente do interior de Minas Gerais, onde a genitora relatou ter convivido com
triatomineos em sua residéncia. Os genitores da Familia B, composta por nove
integrantes, viveram em areas rurais antes de migraram para o DF onde geraram a
sua familia. Esses familiares estdo distribuidos em trés geracbes e o cdnjuge da
geracdo F1 também é proveniente de areas endémicas. A Familia C, com sete
participantes no estudo, foi distribuida em trés geracdes de descendentes. A Familia
D foi a Unica a possuir quatro geracdes, num total de sete individuos.

Todos os individuos nas familias do estudo foram devidamente
informados sobre os aspectos da pesquisa a ser desenvolvida. A participacao
voluntaria foi documentada no consentimento assinado no Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina (CEP/FM) da Universidade de Brasilia (UnB) e aprovado
com o numero de registro CEP-FM 083/2005.

2 - COLHEITA E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Inicialmente, cada participante voluntario foi devidamente cadastrado e

identificado com um cédigo de registro especifico e individual do laboratério. Em
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seguida, amostras de 14 a 20 mL de sangue periférico de cada participante foram
identificadas com o cédigo de registro respectivo. O material coletado foi
armazenado em tubo VACUETTE® contendo 7.2mg de EDTA e estocado a 4 °C até o

procedimento de extracdo de DNA.

3 - EXTRACAO DE DNA

3.1 - De células mononucleares do sangue periférico de humanos

Para a extracdo de DNA gendmico foi coletado sangue periférico de cada
voluntario. O método empregado para o isolamento do material genético foi o
Wizard® Genomic DNA Purification Kit/Promega (Cat#1125) que proporcionou a
obtencdo de amostras com alta qualidade e integridade.

Para a lise inicial das membranas plasmaticas das células do sangue
periférico foi adicionado 10mL de sangue em um tubo plastico estéril contendo 30mL
de Cell Lysis Solution. Ap6s ser misturado por inversao, o material foi incubado em
temperatura ambiente (TA) por 10 min e, em seguida, o lisado sofreu centrifugacéo a
2.000 x g por 10 min. Depois de descartar o sobrenadante, o sedimento gerado foi
ressuspendido vigorosamente em um vortex. Posteriormente, para promover a lise
da membrana nuclear das células brancas, foram adicionados 10 mL de Nuclei Lysis
Solution e, entdo, foi feita a homogeneiza¢cdo com auxilio de uma pipeta. A enzima
RNase foi acrescentada nessa etapa para uma concentracdo final de 20 pg/mL. O
material foi incubado a 37 °C por 15 minutos.

Com o objetivo de eliminar as proteinas da amostra foram acrescentados
3,3 mL de Protein Precipitation Solution. Depois de homogeneizada no vértex por 20
seg a amostra foi centrifugada a 2.000 x g por 10 min. O sobrenadante contendo o
material genético foi transferido para um novo tubo estéril. Para a precipitacdo do
DNA foi acrescentado 10 mL de Isopropanol a TA. A amostra foi centrifugada a
2.000 x g por 1 min e, posteriormente, o sobrenadante foi descartado. Para lavar o
sedimento de DNA gendmico foi adicionado 10 mL de Etanol 70%. Em seguida,
novamente foi centrifugado a 2.000 x g por 1 min. Apds aspirar todo o Etanol o tubo

foi mantido aberto de um dia para o outro para a total evaporagao do alcool. Por fim,
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para a ressuspender o DNA foi acrescentado 800 pyl de DNA Rehydration Solution
deixando reidratar a 4°C, por 24 h. O DNA foi armazenado em tubo Eppendorf a -20
°C.

O DNA extraido foi quantificado no espectrofotdometro NanoVue Plus
(GE). Para atestar a qualidade da extracdo e a integridade do DNA foi feita andlise
eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio (0,5 mg/mL) e,

em seguida, PCR padrao para a amplificagdo do gene constitutivo da $-actina.
3.2 — De formas epimastigotas de cultivo do Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas do T. cruzi cultivadas em meio LIT foram
centrifugadas a 1.500 x g por 15 min e o sedimento foi lavado e centrifugado duas
vezes com TBS (20 mM Tris-HCI pH 7,2; 0,5 NaCl) a 1.500 x g por 15 min. Em
seguida, foi ressuspenso em tampdo de extracdo na concentracdo de 5 x 10’
células/mL de solucdo e mantido a 37 °C. Ap6s 1 h de reacdo foi adicionada
Proteinase K na concentracao final de 100 pg/mL e incubado por 12 h a 37 °C.
Dando continuidade foram feitas duas extracbes com clorofane e uma com clorofil,
respectivamente. Para a precipitacdo do DNA foi utilizado Etanol absoluto 100%
(2,5V) e acetato de sédio 3M pH 4,7 (0,1V). Apos precipitacdo, o DNA foi lavado
duas vezes com Etanol 70% gelado, e depois de seco, foi ressuspenso em tampao
TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0) e armazenado a -20 °C, conforme a
descricdo de Sambrook e Russel (2001).

3.3 — De kDNA das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Para a extracdo do DNA apenas do cinetoplasto foi feita uma adaptacao
da técnica de extracao descrita por Pérez-Morga e Englund (1993). Inicialmente, um
concentrado de 1-3 x 10’ formas epimastigotas de cultivo do T. cruzi foi centrifugado
a 5.000 x g por 15 min e, em seguida, o sedimento foi lavado trés vezes com PBS 1x
em centrifugacdes de 5.000 x g por 15 min. As células foram ressuspensas em 630
pl de tampao NET 100 (10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 100 mM de EDTA pH 8,0; 100
mM de NaCl) e lisadas com 71 ul de SDS 10%. Foram adicionados 7 pl (20 pg/mL)

de proteinase K ao lisado. Para desfazer as redes concatenadas de kDNA, passar o
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lisado 10 vezes através de uma seringa, e incubar a 37 °C por 12 h. Apés o periodo
de incubacdo, a mistura foi gentilmente homogeneizada com uma pipeta, e
acrescentou-se 690 ul de tampdo NET 100 com sacarose 20%, sendo entdo
centrifugada nas mesmas condicbes anteriores. ApoOs retirar cuidadosamente o
sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 680 ul de NET 100. Em seguida, foi
acrescentado mais 690 pl de sacarose 20% em NET 100. A mistura foi novamente
centrifugada a 16.000 g por 15 min. ApGs a retirada do sobrenadante, o sedimento
foi ressuspenso em 50 ul do sobrenadante remanescente. Dando continuidade, foi
adicionado 1 mL de agua MiliQ, e feita uma extracdo com clorofane, seguida de
outra com clorofil. Para precipitar o KDNA foi utilizado 3V de Etanol 100% gelado e
0,1V de acetato de sédio 3 M pH 4,8. Ap6és homogeneizar, a mistura foi mantida a -
80 °C por 12 h. Dando prosseguimento, a amostra foi centrifugada a 16.000 x g por
15 min & 4 °C. Para finalizar, o kDNA foi lavado duas vezes com Etanol 70% gelado
e, apos secar, foi ressuspenso em 200 pl de tampédo TE . O armazenamento ocorreu
a-20°C.

4 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Com o objetivo de detectar a presenca do DNA nuclear e do DNA do
cinetoplasto do T. cruzi no material genético extraido de cada voluntario foram
realizadas PCRs em triplicata para esses marcadores. Para cada uma das regides

de interesse foi utilizado um par de iniciadores especificos (Tabela 1).

4.1 — Amplificacdo do DNA nuclear (hDNA) do Trypanosoma cruzi

A aplicacdo da reacdo de PCR com marcador molecular especifico para a
deteccdo do nDNA do parasito visa verificar a presenca da infeccéo ativa. O par de
iniciadores Tcz 1 e Tcz 2 utilizados para a amplificacdo dessa regiao foi desenhado
a partir de uma sequéncia de DNA nuclear repetitivo do T. cruzi, e produzem
amplicons com aproximadamente 188 pb de tamanho (Moser e cols, 1989).

A amplificacdo dessa regidao do nDNA do parasito requer 200 ng do DNA

molde humano e reagentes nas seguintes condi¢des: tampéao de reacdo 10X (50 mM
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de KCI, 20 mM de Tris-HCI pH 8.4) e 2 mM de MgCl,, ambos da Invitrogen; 0,05 uM
de cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 Und de Tag DNA Polimerase (Invitrogen);
em um volume final de 25 pl. A amplificacao foi realizada de acordo com a seguinte
padronizacdo: desnaturacao inicial a 95 °C por 5 min; 30 ciclos de: desnaturacao a
95 °C por 30 seg, anelamento a 68 °C por 30 seg, extensdo a 72 °C por 30 seg; uma
extenséo final de 5 min a 72 °C; 4 °C por .

Tabela 1 - Iniciadores especificos para Trypanosoma cruzi utilizados nas PCR e tpTAIL-PCR

DNA  Tm (°C)

INICIADOR SEQUENCIA Vo

Tczl 5' GAG CTC TTG CCC CAC ACG GGTGCT3'  nDNA 67.6
Tcz 2 5' CCT CCA AGC AGC GGATAG TTCACG 3 nDNA 61,4
S34 5 ACA CCA ACC CCAATC GAACC 3 kDNA 57,9
S35 5' ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC 3' kDNA 59,4
S36 5'GGT TCG ATT GGG GTT GGT G 3' kDNA 57,9
S67 5 GGT TTT GGG AGG GG(G/C) (G/C)(T/G)T C

3 kDNA 60,1

4.2 — Amplificacdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) do Trypanosoma cruzi

A reacédo de amplificacdo do kDNA se deu a partir da combinagéo do par
de oligonucleotideos S35 e S36 (Sturm e cols, 1989) apresentados na Tabela 1.
Esses iniciadores anelam especificamente nas regiées constantes dos minicirculos
de kDNA (ver em Figura 5B) e geram uma banda de aproximadamente 330 pb e
seus catameros. Para essa PCR foi usada a seguinte padronizag&o: 200 ng do DNA
molde humano, tampé&o de reacédo 10X (50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI pH 8.4) e
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2 mM de MgCl,, ambos da Invitrogen; 0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTPs e
2,5 Und de Tag DNA Polimerase (Invitrogen); em um volume final de 25 pl. A
padronizacdo para a amplificacdo do kDNA foi a seguinte: desnaturacéo inicial a 95
°C por 5 min; 35 ciclos de: desnaturacao a 95 °C por 30 seg, anelamento a 62 °C por
1 min, extensao a 72 °C por 1 min; uma extensao final de 5 min a 72 °C; 4 °C por .
Em todas as triplicatas das PCRs de nDNA e kDNA foram utilizadas
amostras controles para dar validade e confiabilidade ao experimento. Um dos
controles utilizados foi o branco, onde o DNA molde humano foi substituido por HO.
Os controles negativos e positivos empregados tanto para nDNA como para KDNA
foram selecionados a partir do banco de amostras padrédo do LMPDC. O DNA total
de T. cruzi Berenice (200 pg) também foi incluido como controle positivo nos testes.
As amplificagdes foram realizadas no termociclador My cycler™ da BIO-
RAD seguindo os programas de ciclos descritos acima. Para a averiguagdo do
resultado da amplificacdo das amostras de PCR foram realizadas migracdes
eletroforéticas em gel de agarose 1,3%, corados com brometo de etidio (0,5 mg/mL).
A corrida foi feita sob tampdo TAE 1X submetido a voltagem entre 70-120V e sob

corrente constante.

5 - AMPLIFICACAO DAS REGIOES DE DNA HUMANO QUE FLANQUEIAM O
kKDNA DO Trypanosoma cruzi INTEGRADO - tpTAIL-PCR

Com a utilizacdo da tpTAIL-PCR (target-primer Thermal Asymmetric
Interlaced — PCR) tem-se em vista mapear os sitios de integracdo do kDNA no
genoma do hospedeiro. Essa metodologia foi adaptada no LMPDC por Hecht e cols.
(2010) e Dbaseia-se numa modificagdo introduzida na TAIL-PCR descrita
anteriormente por Liu & Whittier (1995). A técnica original tem como principio a
amplificacdo do DNA em trés etapas de ciclos diferentes e sucessivos, onde séo
utilizadas combinagbes de oligonucleotideos especificos com oligonucleotideos
degenerados. Cada um dos ciclos tem etapas que alternam altas e baixas
temperaturas, o que resultam na modificagdo da estringéncia do anelamento dos

iniciadores, permitindo momentos de anelamentos mais especificos ou menos
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especificos. A alteracao feita da TAIL original para a tpTAIL-PCR foi a substituicdo
dos iniciadores degenerados pelo uso apenas de oligonucleotideos especificos.
Como trabalhos anteriores (Nitz e cols, 2004; Simdes-Barbosa e cols,
2006) ja haviam demonstrado que os elementos transponiveis LINE-1 sdo alvos
preferenciais de integracdo do kDNA, entdo Hecht e cols. (2010) deduziram
iniciadores especificos a partir de regides conservadas de L1 de diversos
organismos, demonstrada na Figura 5A. O conjunto de oligonucleotideo para KDNA
foi obtido na sequéncia molde da regido conservada do minicirculo (Figura 5B) e

estao descriminados na Tabela 1.

A L11 L1-2 L1-3
—> —> —>
<« e «—
L1-6 L1-5 L1-4
C S534/567
1° ciclo e
H
Diluigéo L1-1aL1-6
1:40
S$35/536R
2° ciclo e
H
L1-1aL1-6
Diluigéo
1:10
S67R/S36
3% ciclo >
H
L1-1aLi-6

Figura 5 — Esquemas das regifes de onde foram obtidos os iniciadores e da reacdo tpTAIL-
PCR. A) Presenca de sequéncias conservadas nas regides 5’UTR, ORF 2 e 3'UTR de elementos
LINE-1 humanos permitiu a construcdo de um par de iniciadores para cada uma das regifes. B)
Esquema da estrutura do minicirculo de kDNA do T. cruzi de aproximadamente 1.4kb, onde quatro
regibes variaveis (azul claro) estdo intercaladas por quatro regides conservadas (azul escuto) do
kDNA, de onde foram obtidos os seis iniciadores utilizados nas reac¢fes de tpTAIL-PCR. C) Esquema
dos trés ciclos sequenciais da tpTAIL-PCR, mostrando as diluices dos produtos de um ciclo para o
outro, e os oligonucleotideos de LINE-1 e kDNA utilizados em cada ciclo de amplificacdo. A
sequéncia quimera esquematizada tem na cor azul escuro a regido de kDNA integrada e em verde a
regido do DNA humano.
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Na tpTAIL-PCR 1 utilizou-se 200 ng de DNA genbmico adicionado a
tampao de reagdo 1x (20 mM Tris Hcl pH = 8,4; 50 mM KCI), 2,5 mM de MgCly,
(Invitrogen); 0,4 uM do iniciador de KDNA (S34 ou S67), 0,2 mM de dNTPs, 2 Und de
Taqg Platinum (Invitrogen), além de 0,04uM de um dos iniciador de L1 (Tabela 2);
resultando em um volume final de 25ul. A segunda tpTAIL-PCR foi a reamplificacao
do produto do primeiro ciclo. Os mesmos reagentes e concentragdes utilizados nos
primeiro ciclo foram empregados, entretanto, os oligonucleotideos de kDNA foram
substituidos pelo S35 nas amostras onde anteriormente foi empregado o S34 e S35
reverso nas amostras que receberam o S67. O DNA molde utilizado foi o produto da
amplificacdo da primeira tpTAIL-PCR, diluido de 1:40. Ja a tpTAIL-PCR 3 usa os
produtos da segunda PCR diluidos de 1:10, e os iniciadores de kDNA foram o S67
reverso nas amostras que receberam o S35 e o S36 nas amostras onde
anteriormente aplicou-se o S35 reverso. Os mesmos reagentes e concentracoes das
etapas anteriores foram mantidos. O esquema da tpTAIL-PCR e da mudanca dos
oligonucleotideos esta representado na Figura 5C. Os produtos do terceiro ciclo da
tpTAIL-PCR foram aplicados em gel de agarose 1% e sofreram separacao por
eletroforese em voltagem de 70-120V.

Tabela 2 - Iniciadores especificos para DNA humano

INICIADOR SEQUENCIA DNA alvo Tm (°C)
L1-1 5 CTCCGGTCTACAGTCCCCAZ LINE 65,6
L1-2 5 TCC CAA GAC TAAACCAGGAZJ LINE 62,9
L1-3 5 ATCACACTCTGG GGACTGTG 3 LINE 64,7
L1-4 5 CAC AGT CCC CAG AGT GTG AT 3 LINE 59,9
L1-5 5 TCCTGG TTT AGT CTT GGG AG 3 LINE 60,1
L1-6 5 TGG GAGCTGTACACCGGAGYZ LINE 63,0

OR;1.47 S2 5TTT GGG ATT GTG GCT GTG G 3 GENE 62.9

OR;.,7 AS1 5'GGG CTC TAT TCA GAC GCT GG & GENE 63.9
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O programa de ciclos de cada uma das tpTAIL-PCR estdo descriminados

abaixo:

1* ciclo de amplificacéio 2° ciclo de amplificacéo 3° ciclo de amplificacéo
95'C - 4 min 95°C - 4 min 95°C - 5 min
94°C - 30 seq 04°C - 30 seg 94°C - 30 seg

_ 54°C - 1 min 64°C - 1 min 20 4 45°C - 1 min

ciclos | 72°C - 2 min 72°C - 2 min cicIGS{?zﬂc - 2 min

12 g94°C - 30 seg
94°C - 30 seg ciclos ] B4°C - 1 min 72°C - 7 min
25°C - 2 min 72°C - 2 min AC -
72°C - 2 min 94°C - 30 seq
) 45°C - 1 min
94°C - 30seg 72°C - 2 min
64°C - 1 min -
72°C - 2 min 72°C - 7 min
a4°C - 30 seg 4°C - =

'1|2 4 64°C - 1 min
CICIoS | 720c - 2 min

o4°*C - 30seg
44°C - 1 min
| 72°C - 2 min
72°C - 7 min
4°C - o

5.1 — Selecédo de sequéncias aneladoras gene-especificas para o teste tpTAIL-
PCR

A adaptacdo feita para genes especificos teve como principio a andlise da
heranca vertical dos minicirculos de kDNA dentro de uma mesma familia. Através
dos clones encontrados neste trabalho e baseado em resultados anteriores dos
trabalhos de Hecht e cols (2010), Aradjo (2012) e Pimentel (2012) foi verificado, em
um numero consideravel de clones, a integracdo do kDNA flanqueado pelo gene do
receptor olfatorio OR;.17 (locus BC137023.1). Assim, este gene foi selecionado para
a tpTAIL-PCR-especifica, para a qual foram sintetizados quatro oligonucleotideos
iniciadores, dois & montante e dois a jusante da regido de integracdo do kKDNA (RO;.
17 S1; RO1417 S2; RO;1.17 AS1; RO;.1; AS2). Desses iniciadores, apenas foram
utilizados o0 RO;.17 S2 e 0 RO;.1; AS1 (Tabela 2) combinados com 0s mesmos
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iniciadores de kDNA empregados na tpTAIL-PCR convencional. A escolha desses

oligonucleotideos se deu pela melhor localizagdo desses em relacdo a regido

conhecida de integracdo do KDNA. Os programas de amplificacdo dos trés ciclos

estdo descritos abaixo, e diferem do anterior por adaptar as temperaturas de

anelamento a condi¢cdes mais préximas aos novos iniciadores especificos para a

regido do RO1.17.

1? ciclo de amplificacéo

a5°C

95°C
8 Jerc
ciclos | 720¢c

94°C
a0°C
72°C

94°C
61°C
72°C
g4°C
9 Jd61c
ciclos 7200
94°C
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6 — TRANSFERENCIA DOS PRODUTOS DE PCR PARA MEMBRANA DE NYLON

Apés a realizacdo das etapas de amplificacéo e separacédo eletroforética,

os produtos de PCR foram transferidos do gel de agarose para uma membrana de

nylon carregada positivamente (Amersham Hybond™ - N*, GE Healthcare) pelo

meétodo de transferéncia por capilaridade (Sambrook & Russel, 2001). Nessa etapa,

0 gel de agarose foi banhado por 20min em solugao alcalina de NaOH 0,4 M para a

desnaturacdo do DNA. Em seguida, foi feita uma ponte que permitia a mesma

47



solucéo alcalina passar, por capilaridade, entre o gel em direcdo a membrana de
nylon promovendo, assim, a transferéncia dos amplicons do gel para a membrana.
Apos um periodo de 8 a 12 h de transferéncia a membrana foi exposta a TA até

secar.

7 — MARCACAO DE SONDAS COM a32P-dATP

Os produtos de PCR imobilizados nas membranas foram hibridizados com
sondas especificas marcadas radioativamente. Foram produzidas sondas para
NDNA, kDNA do T. cruzi e a sequéncia gene alvo do Receptor Olfatorio RO;.17
humano. As sequéncias das sondas que foram utilizadas estdo descritas na Tabela
3.

Tabela 3 — Sondas utilizadas nos procedimentos de hibridizac&o

SONDA DESCRICAO

kDNA total extraido de cultura de epimastigota de T. cruzi digerido com Eco

kDNA RI (~1.4 kb), separado em gel de agarose 0,8% e purificado com o kit
illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare),
seguindo o protocolo do fabricante.

nDNA DNA do produto de PCR obtido ap6s a amplificacéo de 100pg de DNA de T.
cruzi amplificado com os iniciadores Tcz1/Tcz2 (~188 pb) separado em gel
de agarose 1% e purificado com o kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante.

RO.17 DNA do produto de PCR obtido a partir de 200 ng de DNA humano
amplificado com os iniciadores RO;.;7 S2/R0O;.1; AS1 (~350 pb) separado
em gel de Agarose e purificado com o kit illustra™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante.

As sondas foram marcadas radioativamente utilizando o kit Random
Primer Labelling System (Invitrogen). Nessa reacdo sdo empregados 30 ng do DNA
molde diluido em H,O milliQ para um volume final de 25 ul. Antes de iniciar a
marcacgao da sonda, o DNA molde sofre desnaturagéo por 10min a 100 °C e depois
€ instantaneamente colocado no gelo. O procedimento de marcacdo obedeceu ao
protocolo do fabricante e os reagentes requeridos foram: 2 pl de dGTP, 2 ul de
dCTP, 2 ul de dTTP, 15 pl do tamp&do Random Primer, 5 ul do nucleotideo dATP

marcado radioativamente (a****™ 3000 ci/nmol), e como enzima polimerizadora foi
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utilizado 1 pl da Klenow. Depois de, no minimo, 3 horas de incubacdo a TA foi
acrescentado 5 pl do tampéao de parada.

Apoés a marcacao, as sondas foram purificadas seguindo o protocolo de
Sambrook e Russel (2001). O volume final de 55 pl foi transferido para uma coluna
de la de vidro e Sephadex G50.

8 — SOUTHERN BLOT

A membrana contendo DNA foi inicialmente banhada com SSC 2X e, em
seguida, bloqueada por, no minimo, 2 h com solucéo de pré-hibridizacado (PEG 800
10%, SSPE 1,5%, SDS 7 % e 100 pg/mL de DNA de esperma de salm&do) em um
cilindro giratério a 65 °C. Apds esse periodo, a sonda radiomarcada foi desnaturada
(aquecimento a 100 °C por 5 min e resfriada, rapidamente, em gelo), em sequéncia,
ela foi acrescentada a solucdo de pré-hibridizacdo e ficou em contato com a
membrana por no minimo 12 horas a 65 °C, sobre giro constante.

O passo seguinte a hibridizacdo foi a sequéncia de lavagens que a
membrana foi submetida. Apés retirar a solugdo com a sonda radiomarcada, foram
feitas duas lavagens sequenciais com SSC 2x/SDS 0,1%, a 65 °C, por 15 min cada.
Em seguida se deu mais duas lavagens sequenciais com uma solu¢cdo mais diluida
composta por SSC 0,1x/SDS 0,1% também a 65 °C e por 15 minutos cada. Apds as
lavagens, as membranas foram revestida com filme plastico de PVC, fixadas em um
cassete e expostas a filme de Raios-X (KODAK T-MAT). O armazenamento do
cassete se deu a -80 °C por um periodo entre 4 h a 7 dias, conforme a intensidade
de emissédo da radiacdo (medida por um contador Geiger). Passado esse periodo o
filme foi revelado utilizando reagentes de revelacao e fixacdo da Kodak.

Para os experimentos de tpTAIL-PCR especifica para o RO;1.;7 foi
necessario hibridizar as membranas dos produtos da PCR, assim como, as
membranas de col6nia de bactérias com duas sondas diferentes. Cada hibridizagédo
ocorreu em momentos distintos e para que a membrana fosse hibridizada com a
segunda sonda era necessario previamente ser realizada a dehibridizacdo dessa

membrana. A dehibridizacdo foi realizada mediante trés lavagens de 10 min cada
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com &gua MilliRO fervente. Apds esse procedimento, a membrana se tornava

adequada para ser novamente hibridizada com a nova sonda radioativa.

9 — CLONAGEM DOS INSERTOS

9.1 — Ligacao dos produtos da tpTAIL-PCR em vetor pGEM T-easy

Os produtos da tpTAIL-PCR 3 reconhecidos fortemente pela sonda de
KDNA de T. cruzi foram ligados ao vetor comercial pGEM T-easy (Promega). A
ligacdo procedeu-se seguindo as normas do fabricante: 3 pl do produto da tpTAIL-
PCR; 1 pl da enzima Ligase; 1 ul do plasmideo pGEM T-easy; e 5 pl do Tampéao. A
ligacado foi incubada por 12 h a 4 °C.

9.2 — Preparacéo e transformacgao das bactérias Escherichia coli competentes

Para a clonagem, a linhagem de bactéria utilizada neste trabalho foi a E.
coli XL10-Gold (Stratagene). Para que fosse possivel que os plasmideos ligados ao
produto da tpTAIL-PCR ingressassem no citoplasma da bactéria foi preciso que esta
estivesse permissiva, ou seja, competente para essa entrada. O protocolo utilizado
com esse objetivo foi o de Cloreto de Rubidio (Promega, 1996). As E. coli
competentes foram armazenadas a -80 °C até o momento do uso.

Com as bactérias ja competentes foi realizada a transformacao, ou seja, a
metodologia que permite a entrada do vetor no citoplasma da E. coli. Para tal, foram
acrescentados 3 pl de cada ligacdo em aliquotas de 100 pl de E. coli competente, no
gelo. Apo6s encubar de 30 min no gelo, as amostras foram submetidas a choque
térmico ficando em banho-maria a 42 °C por 2min e, imediatamente apds, foram
introduzidas em gelo por um periodo de 5min.

Antes de plaquear cada ligacdo foi acrescido meio LB liquido em cada
aliquota de E. coli que foram incubadas a 37 °C por 90 min sobre agitacdo constante
de 150 rpm. Apoés centrifugar as aliguotas a 14.000 rpm e desprezar o
sobrenadante, o sedimento foi homogeneizado e plagueado em meio LB solido com
ampicilina (100 pyg/mL) e X-Gal (40 pg/mL) e incubada por 12 h em estufa a 37 °C. O

uso do antibidtico e do substrato proporcionou dupla selecdo das coldnias. A
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ampicilina selecionou as col6nias que receberam o vetor pGEM T-easy, pois este
plasmideo possui 0 gene de resisténcia a ampicilina permitindo a sobrevivéncia
apenas das células que foram transformadas. O vetor pGEM T-easy possui o gene
da B-galactosidase e, quando ocorre o fendmeno de integracdo do inserto, este gene
é rompido cessando o consumo do X-Gal. Dessa forma, as colénias que receberam
o plasmideo sem o inserto apresentaram coloracdo azulada devido ao consumo do
substrato, e as colbnias de cor brancas eram aquelas em que o vetor possuia o

inserto.

9.3 — Selecao dos clones para o sequenciamento

As col6nias foram selecionadas aleatoriamente (30 colbnias por ligacédo) e
repicadas em uma membrana de nylon, positivamente carregada, sobre meio de
cultura LB sélido, plaqueado em placa de Petri contendo 100 pg/mL de ampicilina e
X-Gal (40 pg/mL). Simultaneamente, foi feita uma placa espelho onde as mesmas
colonias eram repicadas diretamente em meio LB sdlido (100 pg/mL de ampicilina e
40 pg/mL X-Gal). As placas foram incubadas em estufa por 12 h a 37 °C.

Apo6s o periodo de incubacéo para o crescimento das colbnias, cada
membrana foi retirada da placa e passou por um tratamento para permitir o
rompimento das células e a exposicao e ligacdo do DNA a membrana carregada. O
tratamento se deu em trés etapas: cada membrana foi posta em um recipiente
forrado com papel toalha embebido com solugéo de lise (SDS 10%) por 10 min; em
seguida, a membrana foi exposta da mesma forma a solucdo de desnaturacao
(NaOH 0,4 M) por 10 min; e finalmente, foi colocada sobre papel toalha contendo
solucdo de SSC 2X, também por 10 min. As membranas foram secas e
armazenadas a TA até o momento do uso.

Depois de tratadas e secas as membranas ficaram prontas para o
processo de hibridizacdo conforme descrito no item 8. As membranas dos
experimentos com colbnias resultantes de clonagem da tpTAIL-PCR para o RO1.17
foram hibridizadas duas vezes, necessitando da etapa de dehibridizag&o descrita no
item 8.
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9.4 — Extracao, digestéo e selecao do DNA plasmidial

ApoOs os procedimentos de hibridizacdo e revelacdo do filme foram
selecionadas as colbnias que possuiam sinal mais forte de hibridizacdo com a
sonda. Em seguida essas colonias foram crescidas, individualmente, em 5 mL de
meio LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina por 12h a 37 °C com aeracao e
agitacdo constantes de 250 rpm. As bactérias crescidas foram submetidas a
extragdo de DNA plasmidial através do kit lllustraTM plasmidPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare), seguindo as instru¢des do fabricante. A analise dos insertos foi feita
apos digestdo enzimatica por EcoRlI (Invitrogen) a 37 °C por 12 h. Os produtos da
digestdo foram separados em gel de agarose 1%, e o0s clones com 0s maiores
insertos foram selecionados para sequenciamento comercial (Genomic Engenharia
Molecular Ltda/ SP) em um 3130xI Genetic Analyser da Biosystems, utilizando como

sequéncias iniciadoras o Sp6 e o T7.

10 — ANALISE DOS CLONES SEQUENCIADOS E BIOINFORMATICA

As andlises iniciais das sequéncias quimeras foram feitas utilizando as
ferramentas dos programas DNAMAN, BIOEDIT e GENEIOUS. Para identificar as
similaridades das sequéncias com Homo sapiens e T. cruzi, elas foram alinhadas
com o depésito do banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através do algoritmo BLASTn. Na anélise foram
inseridos 0s seguintes parametros: Database — Others; Optimize for Somewhat
similar sequences (BLASTN); e para limitar o alinhamento das sequéncias estudadas
com as sequéncias prévias jA depositadas pelo LMPCD foi acrescentada no
parametro Entrez Query a restricao “all[filter] NOT Nitz[auth]”. Foram selecionados
como validos os resultados que tiveram valores de E-value <10 e Identidade 270%.
A base de dados GIRI foi utilizada para a obtencdo de informacdes acerca da
presenca de categorias de elementos moveis.

Para a andlise in silico da conformacional as sequéncias quimeras
selecionadas foi utilizada a ferramenta bioinformatica ICGEBnNet, especificamente o
método BEND.it, disponivel em http://hydra.icgeb.trieste.it/dna/index.php (VIahovicek
e cols, 2003).
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IV — RESULTADOS

1. EMPREGO DA PCR COM SEQUENCIAS ANELADORAS DE nDNA E kDNA
PARA IDENTIFICACAO DAS INFECCOES PELO T. cruzi

O diagndstico de cada individuo foi feito pela técnica de PCR utilizando-se
os aneladores e os procedimentos descritos em detalhes no tépico 1ll.4. A utilizacao
dos oligonucleotideos Tcz1/Tcz2 permitiu verificar a presenca de nDNA do T. cruzi,
significando infecg&o ativa no hospedeiro. Este par de iniciadores produz uma banda
de 188 pb e seus catameros identificados pela hibridizacdo com a sonda
radiomarcada especifica para o DNA nuclear do parasito.

As amplificagbes pelas PCRs com o par de iniciadores s35/s36
detectaram minicirculos de KDNA no DNA molde extraido de células do sangue
humano. Esses oligonucleotideos amplificam no sentido da regido variavel do
minicirculo, incluindo, ainda, a metade de uma regido conservada gerando, ao final
da reacdo, uma banda de 330 pb e seus catameros.

As analises moleculares utilizando esses dois conjuntos de iniciadores
descritos foram realizadas em todos os 26 individuos participantes deste estudo. Os
testes foram feitos em triplicata e os resultados eram considerados validos quando
todos os controles utilizados (branco, controle negativo, controle positivo e DNA do
T. cruzi) apresentavam os resultados consistentes.

A especificidade das PCRs foi confirmada mediante hibridizacdo Southern
dos produtos amplificados. Apés a transferéncia do DNA para a membrana de nylon
carregada positivamente, realizou-se a hibridizacdo com sonda radioativa especifica
para nDNA ou kDNA. A Figura 6 ilustra um dos resultados obtidos em teste triplicata
com DNA molde dos individuos da Familia D. A hibridizacdo do produto amplificado
com a sonda especifica revelava a presenca da sequéncia alvo do DNA. Dessa
forma, a presenca de bandas especificas € um resultado positivo, enquanto que a
auséncia delas representa a ndo deteccdo do DNA procurado. Neste trabalho os
resultados dos testes foram agrupados de acordo com as familias estudadas e estéao

representados na Figura 7.
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Figura 6 — Southern blot sobre produtos de PCR obtidos com iniciadores de nDNA e de kDNA
em moldes de DNA genémico de individuos da Familia D, hibridizados com sonda especifica.
A) Southern blot dos produtos obtidos com Tcz1/Tcz2. A amplificacdo gerou uma banda de 188 pb e
seus catdmeros. B) Southern blot dos produtos obtidos com os iniciadores s35/s36. Note as bandas
de ~330 pb e seus catdmeros. Controles utilizados nas reac¢des: Branco, auséncia de DNA molde;

CN, controle negativo; CP, controle positivo; TC, DNA total do T. cruzi.

Os resultados dos testes de PCR nos individuos da Familia A estdo
demonstrados na Figura 7A. Verificou-se que o parental 1406 teve auséncia de
amplificagdo do nDNA do T. cruzi, descartando a infeccdo ativa pelo parasito. N&ao
obstante, a presenca do minicirculo de KDNA foi constatada nesta progenitora. A
descendente 1419 teve amplificagdo do nDNA com os iniciadores Tcz1/Tcz2, e este
achado revelou a presenca do parasito no seu organismo, caracterizando infeccao
ativa. Em adicdo, o teste para kDNA nesta descendente também se mostrou
positivo, como pode ser verificado na Figura 7A. Na geracédo F2, a paciente 1420,
apresentou resultado positivo apenas para o kDNA, sugerindo a transferéncia do
KDNA para a descendente pela reproducédo sexuada.

Dos nove integrantes da Familia B, trés individuos tiveram a PCR com
amplificacdo do nDNA, indicando infec¢do ativa pelo T. cruzi. No parental 1389, e
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nos casos 1487 e 1493 foi detectada a presenca de nDNA e kDNA do flagelado. A
genitora 1386 nao apresentou nDNA, tendo apenas o KDNA confirmado pela PCR.
Os outros seis individuos desta familia herdaram o kDNA do parental chagasico
transmitido dos parentais para os descendentes pela reproducdo sexuada (Figura
7B).

A Familia C com sete membros analisados, apresentou apenas o parental
1366 positivo para nDNA e kDNA, enquanto que a esposa 1367 teve o teste PCR
positivo somente para KDNA. A filha deste casal, 1457, e o marido, 1461, tiveram o
teste PCR positivo apenas para KDNA, confirmando a transferéncia vertical de
minicirculos via reproducdo sexuada, e, igualmente, o teste para KDNA foi positivo
nos seus descendentes (1460, 1470 e 1471), conforme ilustrado na Figura 7C.

Entre todas as familias estudadas a mais peculiar foi a Familia D, pois,
nao apresentou nenhum individuo com teste PCR positivo para nDNA do T. cruzi.
Contudo, mesmo sem a constatacdo da presenca da infeccdo ativa na geracao
parental analisada, todos os descendentes apresentaram resultados positivos para o
KDNA (Figura 7D). Este achado sugeriu que em algum momento da histéria da
familia um ancestral infectado pelo T.cruzi transferiu 0 KDNA para os descendentes
em geracdes sucessivas. A Figura 6 mostra os resultados dos filmes revelados ap6s
o Southern blot dos produtos da PCR da Familia D. A auséncia de amplificacdo do
produto especifico para o nDNA do parasito, verificada em todas as amostras da
imagem superior, revela que nado foi possivel detectar nDNA do parasito,
significando auséncia de infeccao ativa pelo T. cruzi, nesta familia.

Dos 26 individuos analisados neste estudo, cinco (19,2%) apresentaram
resultado positivo no teste PCR que amplifica o nDNA do T. cruzi. A heranca de
kKDNA em 100 % dos individuos amostrados, mesmo na auséncia de infeccdo ativa,
mostra que o evento de TL e a heranca do DNA exdgeno de origem mitocondrial nao

parecem ser um evento de acontecimento raro na populacdo humana.
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Figura 7 — Representacao dos resultados obtidos nas anélises de PCR para nDNA e para kDNA
do Trypanosoma cruzi. Circulos, individuos do sexo feminino; quadrados, individuos do sexo
masculino; circulos e quadrados pretos, nDNA e kDNA positivos; circulos e quadrados verdes,

apenas kDNA positivo; quadrados brancos, individuos néo incluidos na casuistica; quadrados
brancos rasurados, individuos falecidos. A) Familia A B) Familia B. C) Familia C. D) Familia D.

2. MAPEAMENTO DAS INTEGRACOES DE MINICIRCULOS DE kDNA NO
GENOMA DAS FAMILIAS DO ESTUDO

Os testes PCR com aneladores s35/s36 foram positivos para KDNA do T.
cruzi nos 26 individuos deste estudo. Com esse resultado, todo o grupo amostral foi
selecionado para o mapeamento dos sitios de integracao dos minicirculos de kDNA
pelo sequenciamento dos produtos amplificados pela tpTAIL-PCR. Essa abordagem
com trés etapas de amplificacdo permite mapear randémicamente os sitios de

integracdo do kDNA uma vez que utiliza uma combinagdo de oligonucleotideos
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aneladores para a regido de DNA humano, e para KDNA (ver descri¢cdo da técnica
no tépico IlI.5). Os seis iniciadores especificos para o DNA humano (Tabela 2 e
Figura 5) foram obtidos por Hecht e cols (2010), a partir de regides do
retrotransposon LINE-1, sitio preferencial de integracdo do KDNA (Nitz e cols, 2004;
Simbes-Barbosa e cols, 2006).

Lembrando que a tpTAIL-PCR emprega iniciadores especificos do DNA
hospedeiro e do kDNA do T. cruzi, em cada etapa sucessiva de amplificacdo o
amplicon foi se tornando cada vez mais especifico em decorréncia da utilizacdo de
aneladores mais internos a regido conservada do minicirculo de kDNA (Figura 5).
ApoOs a terceira etapa da tpTAIL-PCR, os produtos amplificados foram expostos a
sonda radiomarcada de kDNA e aqueles que hibridizaram fortemente foram
selecionados, ligados ao vetor comercial pGEM T-easy e clonados. Apos a
clonagem e extragédo do DNA plasmidial, os clones foram identificados com a sigla
MBH, seguida de uma numeragdo. Ao final foram obtidos clones de 25 individuos,
totalizando 465 clones sequenciados.

Do total de sequéncias clonadas, 152 (32,7%) apresentaram baixa
qualidade do sequenciamento e foram descartadas por ndo ser possivel identificar a
sequéncia de DNA amplificada. Os remanescentes 313 (67,3%) clones foram
alinhados com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank/NCBI para
identificar a identidade das sequéncias contidas nos clones. As analises mostraram
4 clones contendo somente DNA de humano, 110 clones apenas com kDNA, um
clone contendo apenas o vetor pGEM T-easy e 198 clones contendo sequéncias
guimeras kDNA-DNA humano. Dessa forma, o rendimento da tpTAIL PCR calculado
pela razdo entre o total de clones quimeras e o total de clones validos foi de 63,3%.
Esse valor de rendimento esta préximo aos 58% obtidos anteriormente por Hecht e
cols (2010) com a mesma técnica.

O alinhamento das sequéncias quimeras permitiu identificar as
sequéncias redundantes no mesmo individuo, dessa forma, as sequéncias repetidas
foram retiradas do montante de integracées quimeras e os dados apresentados
nesta dissertacdo estdo utilizando como base as 157 sequéncias ndo-redundantes.
A Figura 8 mostra uma sequéncia quimera DNA humano com integracdo do
minicirculo de kDNA e seus respectivos valores de E-value e similaridade,

identificados na analise no BLASTn. Os valores de E-value de todas as sequéncias
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obtidas neste estudo foram significativos, sendo que 12 clones apresentaram valores
iguais a 0.0 (100% idéntico) nas regides reconhecidas como DNA humano.

Os clones tiveram tamanho médio de 640 +161 nts, sendo o maior deles
composto por 1180 nts, e o tamanho médio das sequéncias de minicirculos do KDNA
foi de 228 %161 nts. Diversos clones, principalmente os que apresentaram
integracdo do KDNA no locus AL732374.14 do cromossomo X, apresentaram a
regido do kDNA bastante rearranjada e truncada, possivelmente, devido a
remodelamento daquele locus, visto que tais rearranjos podem ser resultantes de
eventos de recombinacéo e embaralhamento no sitio de integracdo do kDNA com o
DNA humano. Na Tabela A1 do Anexo 1 encontram-se listadas as informacdes
sobre as regides correspondentes ao KDNA e ao DNA humano como os respectivos
E-value e percentual de similaridade, micro-homologia entre as sequéncias, e 0
locus de integracdo na maioria dos 157 clones.

Nos eventos de integragdo de KDNA no genoma humano, encontrados
neste trabalho, foram observadas regibes de micro-homologia ricas em A e C
compatrtilhadas pelo DNA humano e pelo kDNA, em uma ou mais regides de DNA
humano que se associavam, possivelmente, pelos eventos de recombinacédo e
hitchhiking. Esses trechos de DNA compartilhado foram reconhecidos pelo banco de
dados GenBank/NCBI como proveniente de origens distintas. O tamanho médio das
micro-homologias foi de 12 +6 nts, com a maior delas apresentando 34 nts, resultado
semelhante ao observado anteriormente por Hecht e cols (2010) e Guimaro (2012).

Foram obtidas sequéncias quimera resultante da tpTAIL-PCR dos 26
individuos participantes deste estudo, mas o caso 1457 teve sequéncias curtas, de
baixa qualidade, apresentando sequéncias validas apenas na tpTAIL especifica para
o gene RO;.17. A média de 6 + 4 clones por paciente foi revelada. A maioria dos
pacientes analisados (~80 %) eram apenas kDNA positivos, segundo o teste PCR
especifico para o minicirculo de KDNA. Dessa forma, esses resultados indicam que 0
parental de cada familia transferiu exatamente aquele minicirculo de kDNA do seu
gameta que , apos fecundacgéo, formou um embrido. Este processo que integra em
cada gameta uma sequéncia de minicirculo diferente foi identificado na maioria dos
progénies, na auséncia de infeccdo ativa, porém, cada descendente com sua

heranca de minicirculo especifico de kDNA integrado no genoma. Ocasionalmente,
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era possivel encontrar a mesma mutacdo, completamente identica, no parental e

nas progeénies.

A S67r
1 GAACGCCCCT CCCAAAACCA ATATTTCACG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA
61 ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAAATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAC
121 TATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA
181 TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AATATTCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT
241 ATTACACCAA CCCCAATCGG ACCCCACCTC CCGTAACACA CCCCATTTTC GGGCATATAA
301 TGTACGGGTG AGATGCATGA TTTTTCGGCC ATAAATTTGA ACGCCCCTCC CAAAACCAAT
361 ATTTCACGAA TCTCCATACC TCATACTCCG TAACCATAAC ACAAACACAA TCATACAACC
421 CCATTAACCA AATATATAAA CTGTAATATA ACTCTAATTA TACAAACTTA AACCACCTAC
481 CAAACTGTAA CTCACACGAT ATAAACTCAC ATGCATCATC TTAAACATAT TCAATAAGTT
541 ATATCACCAA TATTCTAGTA ATCCACTAAC CTCCTTATAT CACACCAACC CCAATCGAAC
601 CAACATCAAA GAATACTATA AACACCTCTA CATAAATAAA CTAAGAAATC TAGAAGAAAT
661 GGATACATTC CTGGTTTAGT CTTGGGA

L1-2
B

Homo sapiens chromosome 8, clone RP11-16M2, complete sequence
Sequence ID: gb|AC020783.8| Length: 153740Number of Matches: 5

Expect Identities

2e-23 91/105(87%)

T.cruzi kinetoplast minicircle DNA, clone y01 cst 4
Sequence ID: gb|M19188.1|TRBKPMCO Length: 165Number of Matches: 3

Expect Identities

7e-42 131/149(88%)

Figura 8 — Sequéncia quimera padrao mostrando integracdo de minicirculo de kDNA do
Trypanosoma cruzi no genoma humano. A) Clone MBH73 do individuo 1487 com 687 nts. Em azul
escuro esta destacada a regido conservada do minicirculo de kDNA; em azul claro, regido variavel do
kDNA; em verde, regido de DNA humano do locus AC020783.8 do cromossomo 8. O trecho
destacado em amarelo (24 nts) representa a regido de micro-homologia entre as duas sequéncias.
Os iniciadores utilizados na terceira tpTAIL-PCR estéo sublinhados e identificados em cada uma das
extremidades da sequéncia. B) Resultado da similaridade do clone MBH73 com depdésitos no banco
de dados GenBank/NCBI.

2.1 Topologia das regides flanqueadoras as integragc6es de kDNA

A identificagdo da origem das sequéncias clonadas permitiu caracterizar
algumas regides de DNA humano flanqueadoras ao kDNA. Entretanto, em diversos
casos, a utilizacdo apenas do algoritmo BLASTn n&do permitia a caracterizagcao
dessas regides. Para obter um numero maior de informacédo acerca das sequéncias
dos clones, as quimeras também foram alinhadas com o banco de dados da

Repbase do CENSOR-GIRI. Cruzando os dados das duas analises foi possivel
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caracterizar 211 regifes presentes em eventos de integracdo de minicirculos. Esse
acréscimo deu-se em decorréncia da presenca de dois ou mais loci em uma mesma
sequéncia quimera ou pela presenca de mais de uma regido no mesmo locus na
mesma sequéncia.

Conforme previsto, a grande maioria das integracdes (49,8%) envolveu
sitios contendo o retroelemento LINE-1. Esse achado foi explicado pela alta
frequéncia de eventos de integragdao envolvendo o locus AL732374.14 do
cromossomo X, perfazendo um total de 48 das 56 integracdes associadas a este
cromossomo. Este achado também indica que esse locus é um sitio preferencial de
insercédo do kDNA (Figura 9).
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S67R
1 GAACGCCCCT CCCAAAACCA ATATTTCACG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA
61 ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAAATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT
121 TATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA
181 TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AGTAATCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT
241 ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC CCGTAACACA CCCCATTTTC GGGCATATAA
301 TGTACGGGTG AGATGCATGA TTCTTTCGGC CATAAATTTG AACGCCCCCT CCCCAAAACC
361 AATATTTCAC AGAAGCCCCC TCCCAAAACC AATATTTCAC GAATCTCCAT ACCTCATACT
421 CCGTAACCAT AACACAAACA CAATCATACA ACCCCATTAA CCAAATATAT AAACTGTAAT
481 ATAACTCTAA TTATACAAAC TTAAACCACC TACCAAGCTG TAACTCACAC GATATAAACT
541 CACATACATC ATCTTAAACA TATTCAATAA GTTATATCAC CAGTAATCTA CTAATCCACT
601 AACCTCCTTA TATTACACCA ACCCCAATCG AACCAACATC AAAGAATACT ATGAACACCT
661 CTACATAAAT AAACTAAAAA ATCTAGAAGA AATGGATACA TTCCTGGTTT AGTCTTGGGA
721 AAGTGTATGT GTATCAGAGC CTGTTATTGG TCTATTCAGA GACTCAACTT CCTCCTGGTT
781 TAGTCTTGGG A

Ll-2

B
Human DNA sequence from clone RP13-444K19 on chromosome X, complete sequence
Sequence ID: emb|AL732374.14|Length: 224187Number of Matches: 13
Expect Identities
9e-29 85/91(93%)
T.cruzi kinetoplast minicircle DNA, clone KY-13
Sequence ID: gb|M18814.1|TRBKPMCAALength: 1451Number of Matches: 10
Expect Identities
6e-37 161/202(80%)
C
| Name ‘|From” 1g‘|NamE|‘From‘| To ‘|Q;;|| Sim || Pos/Mm:Ts H Score
| 7096.tmp/data.ori || 610 [[705] Lims |[ 3183 [ 3285 || 4 |[ 0.8485 [ 1.0908 || €07 |
| Name ‘|From” Ig‘|NamE|‘From‘| To ‘|Q;;|| Sim || Pos/Mm:Ts H Score
[  7096.tmp/data.ori | 706 |[ 732 [LiHs | 3288 [ 3314 | c || 0.%630 || 1.0000 | 241 |
| Name ‘|From” 1g‘|NamE|‘From‘| To ‘|Q;;|| Sim || Pos/Mm:Ts H Score
[ 7096.tmp/data.ori | 734 [[791 | L1 | 3422 [ 3479 c |[ 0.%655 || 1.o000 [ 512 |

Figura 9 — Integrac&o do kDNA no locus AL732374.14 do cromossomo X. A) Sequéncia quimera
do clone MBH226 da paciente 1420 da Familia A com 791 nts. Verde, regido de DNA humano; azul
escuro, regido conservada do kDNA; azul claro, regido variavel do kDNA. O trecho de micro-
homologia apresentou quatro nucleotideos compartilhados entre os dois DNAs e esta destacado em
amarelo. Nas extremidades da quimera estdo sublinhados e identificados os oligonucleotideos
iniciadores utilizados no ultimo ciclo da tpTAIL-PCR. B) Analise BLASTn (GenBank/NCBI) destacando
os valores de E-value e similaridade para cada um dos trechos do DNA. C) Anéalise CENSOR-GIRI
demonstrando a presenca de retroelemento L1 na regido do DNA humano do cromossomo X.

Vérios elementos transponiveis, tais como LINE-2 (2,4%), SINE (6,2%),
LTR (0,9%) e ERV (12,8%) foram encontrados em regides de integracdo do KDNA.
As integracbes também foram constituidas por regides codificadoras (8,5%) e
pseudogenes (0,5%) (Figura 10A). Apesar das analises associarem o0s resultados

entre 0 BLASTn e o CENSOR-GIRI, em 19 % dos casos néo foi possivel caracterizar
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as regides flanqueadoras nos dois bancos de dados. Dessa forma, essas regides
sem identificagdo foram consideradas indeterminadas. Para melhor compreenséo
dos resultados, neste trabalho as regifes flanqueadoras foram classificadas como:
gene, elemento transponivel, pseudogene ou regido indeterminada. Em alguns
clones quimeras 0 mesmo trecho da sequéncia humana apresentava,
simultaneamente, mais de um elemento transponivel, em geral um elemento L1 e
um ERV. Desta forma, os clones que apresentaram esse tipo de evento foram
caracterizados com duas regides flanqueadoras distintas.

A distribuicdo das regides flanqueadoras nos cromossomos humanos esta
ilustrada no gréfico da Figura 10B. Com excecao dos cromossomos 15, 20, 22 e 23
todos os outros apresentaram eventos de integracdo. Em 31 clones (~20 %) foram
observados eventos envolvendo dois ou mais cromossomos diferentes, sugerindo a
ocorréncia de recombinacdo ou hitchhiking entre segmentos de sequéncias
transpostas.

O cromossomo X, além de apresentar o maior indice de incidéncia de
integracdo do KDNA em LINE-1, também apresentou um clone com insercdo na
regiao 3’'UTR do gene PQBP1 (Polyglutamine(Q) tract binding protein-1) localizado
no locus AJ973596.1 Em adicdo ao cromossomo X, outros dois cromossomos
chamaram atencéo pelas peculiaridades dos eventos de integragéo.

No cromossomo 1 estava agregada a maioria dos eventos relacionados a
insercdes de kDNA em regides génicas (11/18). Uma dessas integracdes ocorreu no
éxon 5 do gene da enzima Renina localizado no locus NG_012122.1. Os outros dez
eventos de integracdo ocorreram no sitio do receptor olfatério RO;1.;7 no locus génico
BC137023.1. Este sitio de insercdo do kDNA ja havia sido observado anteriormente
nos trabalhos de Hecht e cols (2010), de Araujo (2012), e de Pimentel (2012).
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Figura 10 — Caracterizacdo das regides flaqueadoras das integracdes de kDNA no genoma
humano. A) Distribuicdo de acordo com as regibes flanqueadoras encontradas nos 157 clones
analisados e que tiveram similaridades estatisticamente significante (p< 0.05). B) Distribuicdo das
regides flanqueadoras do kDNA em cromossomos humanos. A legenda descreve os resultados dos
dois graficos.

Outro cromossomo de interesse foi 0 autossémico 7, que obteve a
segunda maior frequéncia de integragdo de kDNA (15%). Este cromossomo

apresentou com frequéncia o retrotransposon ERV como regido flanqueadora. A
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maioria das integragOes relacionadas a esse retroelemento foram identificadas no

locus AC012596.4 onde também se encontra um elemento LINE-1.

2.2 ldentificacdo de eventos de integracdo do kDNA em cada familia

Ap6s o panorama geral acerca dos eventos de integracdo dos
minicirculos de KDNA encontrados neste estudo, este tOpico apresenta um enfoque
especifico para cada uma das familias estudadas.

A Familia A obteve clones com integracdo de minicirculo de kDNA para as
trés geracOes estudadas. Foi contabilizado um total de 22 clones quimeras com
integracdes em 21 loci distintos, distribuidos em 13 cromossomos, sendo que em um
desses eventos néo foi possivel identificar o cromossomo, e em cinco clones foram
identificados dois ou mais loci de cromossomos diferentes envolvidos na integracao
do kDNA. Foram identificadas 29 regides flanqueando o kDNA, sendo 44,8%
indeterminadas e 41,3% regides contendo o retrotransposon LINE-1. Além de um
evento contendo um SINE e dois contendo elementos ERV, um clone quimera
apresentou integracdo de KDNA flanqueada por um gene do cromossomo 1
localizado no locus NG_012122.1. Neste locus esta situado o gene da Renina
(REN), enzima que compde o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
importante regulador eletrolitico e da pressao arterial em mamiferos (Tavares, 2000).

A integracdo do kDNA no gene REN foi verificada no clone MBH215
(Figura 11A) da paciente 1419. Este evento ocorreu no nucleotideo 11.826 do gene
REN e o kDNA se inseriu no éxon 5 (Figura 11B). O clone apresentou ao todo 781
nts e a regido do gene compds 124 nts. A regido do DNA humano apresentou
resultados significativos de E-value e similaridade no GenBank/NCBI (Figura 11C).
Além da presenca do gene REN, o clone MBH215 apresentou uma segunda regiao
humana flanqueando o KDNA, o locus AC018522.7 de origem no cromossomo 18.
No clone, a regido deste locus apresentou 88 nts e foi identificado um elemento ERV
(Figura 11D). O clone MBH215 apresentou dois trechos de micro-homologia, um
entre a sequéncia do cromossomo 18 e o kDNA (9 nts) e a outra entre o
cromossomo 1 e o kDNA (19 nts).
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L1-1
1 CTCCGGTCTA CAGTCCCCAG ATAATCTAGG TTCCGGCTTT TCTAGCTCCA GCCCCATCTG
61 ACGACCACCA CATTGGAGAC CCTAAGCTAG AAGCCCCCTC CCAAAACCAT AATGTACGGG
121 TGAGATGCGT GAATTTTCCG ACCCAAACTT GACGGCCCCT CCCAAAACCA TAATGTACGG
181 GGGAGATGCA TGAATTTCCA CCCCAAAGGT TGCCCTCAAC CCCGACACTC TCCGGTCTAC
241 AGTCCCCACC TGTTGTAGTA GAAAGAGAAG ACGTCCTCTT TTAGCACCCC TTGGGAGATG
301 ATGTTGTCGA AGATAGGGGT GACCCTGCCA ATGGCCTGTT CAATGAAGCC CCCTCCCARAA
361 ACCATAATGT ACGGTGGAGA TGCATGAATT TCCACCCCAA AGGTTGACCT CAACCCCGAC
421 ACCCTCCGGT CTACAGTCCC CATTTTCGGG CAAATAATGT ACGGGTGAGA TGCATGGATT
481 TTCCGCCAAA AAGTTGAACG CCCCTCCCAA AACTGAATTT TCCAGATTTT CCGTATCACA
541 ATTTAACCAT ATAACCACTA CCATCAACCA CCACACAACC TAACCAACAA CCTAACCAAC
601 ATCTATTATA AGAATAATTA TCATTTATAA CATTACGAAC ATAATACCAA CTGTATCTTA
661 CTCATATAAC CTCACCCAGC ATGTACGTTA TCTTCATTGT CATACTATAC ACATCATTAA
721 AATCACAAAC TAATATACAT CCAAATTTCA ATACCCCACC TCTCTATATT ACACCAACCC
781 c
S36
B
exon 11743..11939
/gene="REN"
/gene_synonym="HNFJ2"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
/number=>5
C
Homo sapiens renin (REN), RefSeqGene on chromosome 1
Sequence ID: ref[NG_012122.1] Length: 18522Number of Matches: 1
Expect Identities
2e-49 120/124(97%)
Homo sapiens chromosome 18, clone RP11-7N19, complete sequence
Sequence ID: gb]AC018522.7|Length: 169578Number of Matches: 1
Expect Identities
le-33 87/88(99%)
Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone B2 minicircle, partial sequence; kinetoplast
Sequence ID: gb|EU088395.1|Length: 317Number of Matches: 4
Expect Identities
1e-08 55/63(87%)
Expect Identities
2e-25 162/213(76%)
D repeat region 79402..79721

/rpt_family="MLT1H1"

Figura 11 — Recombinacdo de sequéncias de minicirculos de kDNA associadas a regido do
gene da enzima Renina (REN) no cromossomo 1 com fragmento de sequéncia do cromossomo
18. A) Sequéncia quimera do clone MBH215 da paciente 1419 da Familia A com 781 nts. Em
vermelho, regido de DNA humano do locus AC018522.7 do cromossomo 18; verde, DNA humano do
locus NG_012122.1 com sequéncia do gene da enzima Renina (REN); azul, minicirculo do kDNA. Os
trechos de micro-homologia aparecem em amarelo. Nas extremidades da quimera estédo sublinhados
os oligonucleotideos iniciadores do ultimo ciclo da tpTAIL-PCR. B) Sitio do éxon 5 do gene REN do
genoma humano onde ocorreu a integragdo do kDNA. C) Andlise no BLASTn (GenBank/NCBI) com
valores de E-value e similaridade para cada um dos trechos do DNA. D) Analise BLASTn
demonstrando elemento ERV da familia MLT1H1, na regido do cromossomo 18 humano.
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Na Familia A, entre todos os eventos observados, verificou-se no locus
AL732374.14 de dois individuos (parental 1406 e a F2 1420) a integracdo de KDNA.
O resultado do alinhamento dessas sequéncias, envolvendo este mesmo locus do
cromossomo X esta descrito no tépico IV-2.3, que também inclui resultados de
outras familias.

Na familia B, os 55 clones obtidos dos nove integrantes geraram
sequéncias quimeras contendo KDNA-DNA humano distribuidos em sitios de 18
cromossomos. Entre o total de quimeras foram mapeados 31 loci diferentes
contendo 73 regifes flanqueando as integracdes de minicirculos de kKDNA. Em oito
clones foi verificada a presenca de loci de dois cromossomos envolvidos ho mesmo
evento de integracdo. Dentre as 73 regides mapeadas flanqueando o kDNA, pouco
mais de 80 % foram identificadas como elementos transponiveis. Deste montante,
cerca de 71% delas envolviam o retrotransposon L1.

Um clone que chamou a atencdo foi o MBH117 do paciente 1491 da
geragao F2 (Figura 12). Este quimera apresentou integracdo do KDNA no locus
AJ973596.1 do cromossomo X. Esse locus abriga o gene PQBP1 que apresenta um
dominio que codifica uma proteina envolvida na transcricdo e na regulacdo do
processamento do mRNA da RNA Polimerase Il (Sudol e cols, 2012). O tamanho da
sequéncia quimera foi de 430 nts distribuidos entre os 137 nts da sequéncia
hospedeira, 283 nts do minicirculo de KDNA e a regido de micro-homologia com 4
nucleotideos compartilhados (Figura 12A). O resultado do alinhamento do clone
MBH117 com o GenBank/NCBI demonstrou valores de E-value e similaridade
significativos tanto para o DNA humano quanto para o kDNA (Figura 12B). Segundo
0 GenBank/NCBI, o gene PQBP1 possui ao todo 1133 pb e o evento de integracéo
do KDNA neste gene ocorreu exatamente na posi¢ao entre o nucleotideo 661 e 662,

na regiao da extremidade 3’'UTR do gene (Figura 12C).
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L1-2

1 TCCCAAGACT AAACCAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACA
61 CTATAGAATA CTCAAGCTAT GCATCCAACG CGTTGGGAGC TCTCCCATAT GGTCGACCTG
121 CAGGCGGCCG CGTATTCACT AGTGATTGAA GGCCCCTCCC AAAACCCGAT TTTCGAATCT
181 TCAAACCCGT AATTATTCTA CACCATTCAC CATCCGTAAC ACCACCAACA CCAAACCTCT
241 ACCACCATAT TATAAAAGAT ATATACAACT AACATTACTA ACTATATACA TTATGAGCTC
301 ATTAACCCAC CAAGTATAAA TATCACACAC GTACTATATA TATCACATCA TACAACTACA
361 CTCTAAAACA TCACACACCC ATTCATAAAT CATCCACCTA ATCCTATATT ACACCAACCC
421 CAATCGAACC

S36

B
Homo sapiens mRNA for polyglutamine binding protein variant 4 (PQBP1 gene)
Sequence ID: emb|AJ973596.1|Length: 1133Number of Matches: 1
Expect Identities
le-60 136/137(99%)
Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle, lineage |, strain X10 cl1 Z1, isolate mp38
Sequence ID: emb|AJ747960.1|Length: 321Number of Matches: 1
Expect Identities
3e-10 59/70(84%)
C
3'UTR 445..>1133

/gene="PQBP1"

Figura 12 — Sequéncia quimera com integracdo do KDNA no locus AJ973596.1 do cromossomo
X, sitio do gene PQBP1. A) Sequéncia quimera do clone MBH117 do paciente 1491 da Familia B
com 430 nts. Verde, regido de DNA humano do locus AJ973596.1, regido do gene PQBP1; azul,
regido do KDNA. O trecho de micro-homologia estd destacado em amarelo. Nas extremidades da
quimera estdo sublinhados e identificados os oligonucleotideos iniciadores utilizados no Ultimo ciclo
da tpTAIL-PCR. B) Resultado da analise BLASTn (GenBank/NCBI) destacando os indices de
similaridade para cada um dos trechos do DNA. C) Integracao do kDNA na regido 3'UTR do gene
PQBP1.

Ao analisar os resultados das integracdes nos individuos da Familia B
observou-se que os loci AC084364.20 do cromossomo 12 , o0 AC012596.4 localizado
no cromossomo 7, e, também, o AL732374.14 do cromossomo X (ver resultados
para este cromossomo no topico IV-2.3) eram encontrados em mais de um
individuo. Os loci dos cromossomos 7 e 12 abrigam elementos transponiveis nas
regides onde ocorreram a integracdo do kDNA. O sitio do cromossomo 12 apresenta
um elemento Alu e o sitio do cromossomo 7 apresenta uma regido com um L1

seguido de um elemento ERV. Para verificar a existéncia de semelhanca na
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constituicdo dos clones com integracées no mesmo locus foram feitos pareamentos
entre as sequéncias que apresentaram integracdo no mesmo sitio.

Os clones MBHO1, MBH14 e MBH48 apresentaram integragdo no locus
AC084364.20 do cromossomo 12. O clone MBH48 foi proveniente do parental
NDNA, positivo da familia, 1389, e os clones MBHO1 e MBH14 foram resultantes,
respectivamente, dos netos 1488 e 1492 da geragao F2 (Figura 13A). A imagem
ilustrada na Figura 13B mostra o alinhamento desses trés clones (ldentidade =
88,1%), onde € possivel verificar o pareamento quase que total da regido do DNA do
cromossomo 12. A micro-homologia entre o DNA humano e kDNA, com 18 nts,
apresentou identidade total (100 % de alinhamento) nas trés quimeras. O mais
interessante neste evento foi a observacdo do ndo pareamento da sequéncia do
minicirculo de KDNA nas sequéncias do avo e dos dois netos (Figura 13B). Todavia,
0 pareamento das quimeras dos netos apresentou similaridade de 99,2%, porém
com alteracbes pontuais (Figura 13C).
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MBHO1 CATACAACCCCATTAACCAAATATATAAACTCTAATATAACTCTAATTATACAAA CTTAAACCACCTACCA
MBH14 CATACAACCCCATTAACCAAATATATAAACTCTAATATAACT CTAATTATACAAACTTAAACCACCTACCA
MBHO1 AACTU TAACTCACACCATATAAACTCACATACAT CATCTTAAA CATATT CAATAAL TTATAT CACCAATATT
MBH14 AACTL TAACTCACACCATATAAA CTCACATACAT CATC TTAAA CATATT CAATAAL TTATAT CACCAATATT

MBHO1 CTACTAATCCACTAACCTCCTTATATTACEINE EAGMNW YLD FANAA CCTACCAACTATCAATCAATTCA
MBH14 CTACTAATCCACTAACCTCCTTATATTACEINE EALMNE LY IP L ANAA CCTACCAACTATCAATCAATTCA

MBHO1 TCTTACAATTC CTTATTATCAL CCACGCCATACTAL TTCATUCCTCTAATC CTACCACTTTLCL ALG TCAAG
MBH14 TCTTACAATTC CTTATTATCAL CCACGCCATACTAL TTCATUCCTCTAATC CTALCCACTTTL GG ALG TCAAL

MBHO1 CAGGALGACCG CTTE CTU CCALG GACTTCAAL ACCAGCCTTOLL CAACATAL CCAGACGAGCATCTCTACAAAT
MBH14 CAGGALGACCC CTTE CTG CCAL CACTTCAAL ACCAGCTTOLG CAACATAL CCACAGACCATCTCTACAAAT

MBHO1 ATAAAAMACTAATTIUV TIVCAGCCTC CTCA CATATCC CTATCCTCCCTCL CTACTCTCL AL CCTAALL T AL A
MBH14 ATAAAAACTAATTTIU TICCAGC TU CTCA CATATC C CTATCLTCC CTCL CTACTCTCG AL CCTAALG TC AC A

MBHO1 GG TCHATTC AL AC CACGCCAATCTAGG TTC CAGCTCAGCCTC AARTG CTCC CACTCCACTCCAL CCTULGCTAL C
MBH14 GL TCEATTU AL ACCACCCAATCTACG TTCCAGCTCAG CTL AANTL CTCCCACTCCACTCCAL CCTULLCTAL C

MBHO1 AAGCTCAL AACCCATCTAAAAATAAAAAAATT CTTATTAT CTCACALC ATCTACTTCCCTC CATTCCCACTE C
MBH14 AACTCAL AACC CATCTAAAAATAAAAAAATT CTTATTAT CTCACAC ATCTACTTCCCTCCATTCCCACTL C
MBHO1 ATTTTTAGAGCTTCATCTC CTCAACATCTCTTCC CTALC ATTATTT TTATCL CTTCATATAGCCATCTCACCC

MBH14 ATTTTTAGCACTTCATCTC CTCAACATCTCTTCC CTAC ATTATTT TTATCL CTTCATATAGCCATCTCACCE

Figura 13 — Alinhamento dos clones da Familia B que apresentaram integracdo de kDNA no
locus AC084364.20 do cromossomo 12. A) Esquema do padrdo de constituicdo de cada uma das
quimeras. B) Resultado do alinhamento entre os trés clones. Acima - grafico da Identidade do
alinhamento; Embaixo: pareamento dos clones. As imagens representam apenas as regifes de
tamanho igual entre os clones. Linhas brancas no alinhamento representam regides diferentes entre
os clones. C) Alinhamento quase que total dos clones MBHO1 e MBH14. Em todas as imagens a cor
verde representa a regido de DNA humano, em azul, o KDNA, e, em amarelo, micro-homologias.

Além de apresentar clones de diferentes individuos com integracdes no
mesmo sitio do cromossomo 12, quatro integrantes da Familia B apresentaram
kKDNA no locus AC012596.4 localizado no cromossomo 7. Os familiares 1488 e 1491
apresentaram um clone cada, MBHO3 e MBH104, respectivamente. O individuo
1493 obteve dois clones, o MBH21 e o MBH135, e 0 caso 1474 apresentou 0sS
clones MBH62, MBH63, MBH65 e MBH66. Todos estes clones sao diferentes e suas
composicdes estdo representadas na Figura 14A. A paciente 1474 é a méae dos
outros trés individuos analisados (1488, 1491 e 1493). Entre todas as quimeras



presentes neste locus, somente MBH63, proveniente de 1474, apresentou outros
sitios de DNA humano além do locus AC012596.4.
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MBH62-1474
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MBH65-1474
MBH66-1474
MBH03-1491
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Figura 14 — Alinhamento dos clones da Familia B que apresentaram integracdo de kDNA no
locus AC012596.4 do cromossomo 7. A) Esquema do padrdo de constituicdo de cada uma das
qguimeras. B) Resultado do alinhamento entre os oito clones. No alto, grafico da Identidade do
alinhamento; Abaixo, pareamento dos clones. As imagens representam apenas as regifes de
tamanho igual entre os clones. Em todas as imagens a cor verde representa a regido de DNA
humano do locus AC012596.4 do cromossomo 7; azul, o kDNA; e, em amarelo, os trechos de micro-
homologia. No clone MBH63 a regido rosa representa o locus AC078793.13 do cromossomo 3 e a cor
laranja representa o locus NG_009261.1 localizado no cromossomo 7.

Na Figura 14A é possivel verificar que a integragdo do kDNA envolveu
loci, provenientes do cromossomo 3 (AC078793.13) e do cromossomo 7
(NG_009261.1), ambos com regifes flanqueadoras indeterminadas. A Figura 14B
mostra o alinhamento dos clones (similaridade de 86,8%) onde os trechos de KDNA
foram semelhantes entre algumas quimeras. Contudo, somente a regido envolvida
pelo locus analisado e pequenos segmentos de KDNA a montante e a jusante dele
apresentaram-se com alta similaridade.

Apds o alinhamento desses clones foi percebido que algumas quimeras
demonstravam composicdo similar. Para verificar se tal similaridade refletia um
evento de integracédo e fixagdo do KDNA da méae (1474) transferido para os filhos,
procedeu-se ao alinhamento das sequéncias semelhantes. O clone MBH65 da
matriarca, e o clone MBH135 do caso 1493 foram selecionados por assemelharem-

se com aqueles outros aparentados. O alinhamento desses quatro clones revelou
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alta semelhanca entre eles, alcangando similaridade de 97,5 %. Este achado revela

gue houve a fixacdo do KDNA herdado neste locus (Figura 15).

Identidade

MBH65
MBH104
MBHO03
MBH135

Figura 15 — Alinhamento entre os clones selecionados da Familia B que apresentaram
sequéncias integradas no locus AC012596.4 do cromossomo 7 com maior similaridade. Em
todas as imagens a cor verde representa a regido de DNA humano; azul, o kDNA; e, em amarelo, os
trechos de micro-homologia.

A Familia C rendeu 42 clones quimeras obtidos de seis familiares, em 35
loci diferentes. Essas integragbes mapearam 17 cromossomos, sendo o
cromossomo X o mais representado. As regides de DNA humano observadas
flanqueando as integracdes de kDNA abrigaram 51 sitios distribuidos entre
elementos transponiveis (72,5%), pseudogene (2%) e regibes indeterminadas
(25,5%). Nesta familia foram identificados cinco clones com sequéncias de dois
cromossomos diferentes entre fragmentos de kDNA envolvidos nho mesmo evento de
integragao.

Entre as 42 sequéncias analisadas notou-se que clones contendo
integracé@o nos loci AC129028.3 (cromossomo 12), AC012596.4 (cromossomo 7) ou
AL732374.14 (cromossomo X) apareciam em pelo menos dois individuos. Para
verificar as possiveis semelhancas existentes entre esses clones, aqueles que
possuiam integracdo no mesmo locus foram pareados.

Os clones MBH381 e MBH430, provenientes dos individuos 1461 e 1471
(pai e filha), respectivamente, apresentaram integracdo do KDNA no locus do
cromossomo 12 (Figura 16A). O clone MBH381 apresentou 576 nts, sendo 81 nts
pertencentes ao DNA humano e 504 nts ao kDNA, havendo entre os dois DNAs um
trecho de micro-homologia de 19 nts. O clone MBH430 apresentou topologia
peculiar que teria possibilitado a juncéo de regides dos cromossomos 12 e 7. O
clone com 395 nts, sendo 80 deles provenientes do cromossomo 12, 119 nts do
cromossomo 7 e 233 nts do minicirculo de kDNA flanqueado pelo DNA hospedeiro.

Trés trechos de micro-homologia foram observados neste clone, o primeiro com 19
71



nts compartilhados entre o KDNA e o cromossomo 12; os outros dois entre o kDNA e

0 cromossomo 7, respectivamente, com 12 e 18 nts.

1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
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Figura 16- Alinhamento dos clones da Familia C que apresentaram integracdo de kDNA no
locus AC129028.3 do cromossomo 12. A) Esquema do padrdo de constituicido de cada uma das
guimeras. B) Alinhamento entre os dois clones. No alto, grafico da Identidade do alinhamento;
Abaixo, pareamento dos clones. As imagens representam apenas as regides de tamanho igual entre
os clones. Cor verde, regido de DNA humano do locus AC129028.3 do cromossomo 12; azul, regido
do KDNA; e, em amarelo, os trechos de micro-homologia. No clone MBH430 a regido em vermelho
representa o locus AC012596.4 no cromossomo 7.

O alinhamento entre as duas sequéncias apresentou identidade igual a
88,7 % e 0 ndo pareamento ocorreu exatamente na regido do cromossomo 7 do
clone MBH430 (Figura 16B). O pareamento da Figura 16B d& énfase a regido onde
as duas quimeras se alinharam, tornando mais visivel os pontos onde ndo houve
homologia entre as duas sequéncias (linhas brancas).

Utilizando a ferramenta BEND.it que permite analisar in silico a estrutura
conformacional do DNA, sugerindo regides de al¢as, foi possivel identificar trechos
de altas curvaturas nas regifes referentes ao kDNA do clone MBH381 (Figura 17A).
Os trés picos altos e semelhantes observados no gréafico de curvatura do MBH381
sao reflexo de um possivel evento de recombinacéo na regido do kDNA que resultou
em duplicagBes de parte da regido conservada e a perda da regido variavel do
minicirculo de kDNA. Esses trés trechos do kDNA desta quimera foram separados e
alinhados entre si e verificou-se identidade de aproximadamente 96 %, confirmando
a alta semelhancga entre eles. Com o resultado do BEND.it, obtido para o clone
MBH430, foi possivel identificar que a presenga da inser¢cdo de um elemento ERV,
do locus AC012596.4 do cromossomo 7, ocorreu exatamente no ponto equivalente a

uma das regides de alta curvatura observada no clone do parental 1461(Figura 17B).
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Figura 17 - Analise conformacional da regido de integracdo do KDNA no locus AC129028.3 do
cromossomo 12. A) Gréafico BEND.it com a curvatura resultante da andlise in silica do clone
MBH381 do paciente 1461 (parental). O quadrado tracejado indica a regido do kDNA que
possivelmente foi deletada no clone MBH430 do paciente 1471 (filha). B) Grafico da curvatura
resultante da analise in silico do clone MBH430 do paciente 1471 (filha). Nos dois graficos, os picos
em vermelho representam os potenciais de curvatura da estrutura do DNA e 0s picos em verde
representam a constituicdo G/C da sequéncia. A composicdo de cada clone esta representada abaixo
do grafico (verde, regido do cromossomo 12; azul, regido de kDNA; amarelo, regido de micro-
homologia; vermelho, regido do cromossomo 7.

A observacdo e comparacao desses dois resultados sugerem que o clone
MBH430 perdeu um trecho do kDNA equivalente a area tracejada destacada na
Figura 17A e posteriormente, ou até simultaneamente, um evento de hitchhiking do
cromossomo 7 ocorreu resultando na inser¢cdo de um novo DNA de origem humana
nesta regido do genoma do individuo 1471 (MBH430).

O evento de integracdo do KDNA no locus AC012596.4 do cromossomo 7,
além de envolver o clone MBH430 também ocorreu em outros clones da Familia C.
Além desta quimera, o individuo 1471 teve um segundo clone, o MBH428, que
apresentou mais uma regido envolvida pelo evento de integracdo, um L1 presente
no locus AF311103.5 do cromossomo 8. O tamanho total desse clone foi de 1059
nts (Figura 18A), composto por 245 nts de origem no cromossomo 8 (tendo dois
trechos de micro-homologia compartilhados com o KDNA, um com 10 nts e outro
com 19 nts), 119 nts do cromossomo 7 (sendo 12 nts compartilhados com o kDNA) e

um total de 795 nts de kDNA. O clone MBH405, originario da 1470, paciente irma da
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1471, também recebeu a integracdo nesse mesmo locus. A sequéncia do clone
MBH405 apresentou 721 nts, sendo 119 nts oriundos do cromossomo 7, envolvido
por dois trechos de kDNA em suas duas extremidades (502 nts e 131 nts),
apresentando duas regides de micro-homologia, uma de 12 nts e a outra de 19 nts
(Figura 18A).

O alinhamento dos trés clones obteve similaridade de 79,4% com a regiao
a montante do locus do cromossomo 7, apresentando grande variagdo em relacao
ao pareamento das bases e auséncia de similaridade significative entre os trechos
de kDNA, como pode ser visualizado no grafico da Figura 18B. A regido mais
discordante entre as duas sequéncia é exatamente a que se encontra o locus do
cromossomo 12 do clone MBH430 (Figura 18B). Esse evento demonstra mais uma
vez a heranca da integracdo de sequéncias de minicirculos de kDNA em
descendentes de chagésico, j& que nenhum desses progénies apresentou nDNA do

T. cruzi na analise molecular por PCR.
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Figura 18 — Alinhamento dos clones da Familia C com integracdo do kDNA envolvendo o locus
AC012596.4 do cromossomo 7. A) Esquema do padrdo de constituicdo de cada uma das quimeras.
B) Resultado do alinhamento entre os trés clones. Acima, grafico da Identidade do alinhamento;
Abaixo, pareamento dos clones. As imagens representam apenas as regidées de tamanho igual entre
os clones. Em verde, regido de DNA humano do locus AC012596.4 do cromossomo 7; em azul,
regido do kDNA; e, em amarelo, os trechos de micro-homologia. No clone MBH428 a regido em
laranja representa o locus AF311103.5 localizado no cromossomo 8. No clone MBH430 a regido em
vermelho representa o locus AC129028.3 do cromossomo 12.

A Familia D teve todos os sete individuos estudados, e apresentaram
integracdo do KDNA totalizando 38 quimeras. ApoOs o alinhamento das sequéncias
com aquelas de bancos de dados foram indentificadas mutagcdes em 13
cromossomos, distribuidos em 17 loci diferentes. Nos clones analisados foram

74



encontradas 53 regifes flanqueadoras a integracdo do KDNA e, assim como nas
outras familias, a presenca de L1 foi verificada na maioria desses eventos,
confirmando a preferéncia da integracdo do kDNA por esses elementos
transponiveis. O locus AL732374.14 do cromossomo X, na regido que abriga um
retrotransposon L1, também se apresentou como O mais representativo nesta
familia. Este locus foi encontrado flanqueando o kDNA em diversos clones, e
verificou-se que em varios casos estava ao lado de outro locus em outro
cromossomo, sugerindo evento de recombinagdo ou hitchhiking entre eles. Nesta
familia foram contabilizados 10 eventos de integracdo envolvendo dois loci de
cromossomos diferentes sendo que nove desses eventos envolveram o locus
AL732374.14 do cromossomo X. Um dos clones que apresentou esse evento esta

ilustrado na Figura 19.
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S67R
1 GAACCCCCCT CCCAAAACCC ACCCCATTTT CGGGCATATA ATGTACGGGT GAGATGCATG
61 AATTTCCACC CCAAAAGTTG ACCTCAACCC CGACACTCTC CGGTCTACAG CTCCCATCTC
121 CTTATATTAC ACCAACCCCA ATCGAACCCC ACCTCCCGTA ACACACCCCA TTTTCGGGCA
181 TATAATGTAC GGGTGAGATG CAAGAATTTC CACCCCAAAA GTTGACCCCA ACCCCGACAC

241 TCCCCGGTCT ACAGCTCCAT CTCCTTATAT TACACCAACC CCAATCGAAC CACCATTCAG

301 GAGTTTATCT TCTCCGCTTT CCCITATTCC TGGTTTAGTC TTGGGAAGGT GCATGTGTAT

361 CAGAGCCTGT TATTGGTCTA TTCAGAGACT CAACTTCCTC CTGGTTTAGT CTTGGGA
L1-2

Human DNA sequence from clone RP13-444K19 on chromosome X, complete sequence
Sequence ID: emb|AL732374.14| Length: 224187Number of Matches: 8

Expect Identities

le-29 88/95(93%)

Homo sapiens olfactory receptor, family 6, subfamily K, member 2, mMRNA (cDNA clone

MGC:168639 IMAGE:9021016), complete cds
Sequence ID: gb|BC137023.1| Length: 1159Number of Matches: 1
Expect Identities

le-18 62/64(97%)

T.cruzi kinetoplast minicircle DNA, clone cl2 cst 2
Sequence ID: gb|M19179.1|TRBKPMCILength: 164Number of Matches: 3

Expect Identities

9e-26 90/103(87%)

Name From || To HName From To Dir Sim PosfbmuTs Score

27%30.tmp/data.ori 323 || 358 | L1-2 cja | 3732 3767 c 0.5167 1.5000 285

Name From To Name From TIc Dir Sim Pos/Mm:Ts Score

27930.tmp/data.ori 360 417 || L1ES || 3300 || 3357 c 0.5%6355 1.0000 512

Figura 19 — Sequéncia quimera com integracdo de minicirculo de kKDNA envolvendo os loci
AL732374.14 do cromossomo X e BC137023.1 do cromossomo 1. A) Clone MBH320 da paciente
2015 da familia D com 417 nts. Sublinhados e identificados nas extremidades estédo os aneladores
utilizados no dltimo ciclo da tpTAIL-PCR. Em verde, regido do cromossomo X; em vermelho, regido
do gene RO;,7 no cromossomo 1; em azul, KDNA; e, em amarelo, regides de micro-homologia.
Sublinhado em vermelho estdo as regibes referentes a elementos L1. B) Analise BLASTn
(GenBank/NCBI) destacando os valores de similaridade para cada um dos trechos do DNA. C)
Resultado CENSOR-GIRI demonstrando a presenca de elementos L1 no cromossomo X.

A analise da possivel fixacdo da integracdo do KDNA no genoma desta
familia foi verificada em eventos que ocorreram em pessoas com a mutacao do
kDNA envolvendo loci situados nos cromossomos 12, 6, 1 e X.

A integracao envolvendo o locus NG_031854.1 do cromossomo 12 esteve
presente no clone MBH287 do individuo 1958 e em sua filha 1930, no clone
MBH263 (Figura 20). A insercdo do kDNA nos dois clones foi identificada no mesmo

ponto, tendo o minicirculo se inserido no nucleotideo 32.522. A integracdo ocorreu
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no sitio de um receptor de glutamato, entretanto, a regido especifica envolvida na

insercéo néo foi identificada.

A
S67R

1 GAACCCCCCT CCCAAAACCA TAATGTACGG GTGAGATGCA TGAGTTTCCA CCCCAAAAGC
61 TGACCTCGAC CCCGACACTC TCCGGTCTAC AGCTCCCATC TCCTTATATT ACACCAACCC
121 CAATCGAACC CTACCTCCCG TAACACACCC CATTTTCGGG CAAATAATGT ACGGGTGAGA
181 TGCATGAATT TCCACCCCAA AGGTTGACCT CAACCCCGAC ACTCTCCGGT GTACAGCTCC
241 CATCTCCTAT ATGACACCAA CCTCAATGGA ACCCCACCTC CCGTAACACA CCCCATTTTC
301 GGGCATATAA TGTACGGGGG AGATGCATGA ATTTCCACGC CAAAAGTTGA CCTCAACCCC
361 GACACCCTCC GGTCTACAGC TCCCATCTCC TTATATTACA CCAACCCCAA TCGAACCTCT
421 CCTCCTGTGT TTCCTCTCTC CTTCCTGCAT TCCTCCGGTG TACAGCTCCC ATCTCCTTAT
481 ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCTACCTC CCGTAACACA CCCCATTTTC GGGCATATAA
541 TGTATGGGTG AGATGCATGA ATTTCCACCC CAAAAGTTGA CCTCAACCCC GACACCCTCC
601 GGTGTACAGC TCCCATCTCC TTATATGACA CCAACCTCAA TGGAACCCCA CCTCCCGTAA
661 CACACCCTAT TTCCGGGCAT ATAATGTACG GGGGAGATGC AAGAATTTCC ACCCCAAAGG
721 TTGACCTCAA CCCCGACACC CTCCGGTCTA CAGCTCCCAT CTCCTTATAT TACACCAACC
781 CCAATCGAAC CTCTCCTCCT GTGTTTCCT

B

S67R
1 GAACCCCCCC CTCCCAAAAC CATAAAGTAC GGGTGAGAAG CATGAATTTC CACGCCAAAA
61 GTTGACTCAA CCCCGACACT CTCCGGTGTA CAGCTCCCAT CTCTTTATAT TACACCAACC
121 CCAATCGAAC CCTACCTCCC GTAACACACC CTATTTCCGG GCATATAATG TACGGGTGAG
181 ATGCATGAGT TTCCACCCCA AAAGTTGACC TCAACCCCGA CACCCTCCGG TGTACAGCTC
241 CCGTCTCCTT ATATTACACC AACCCCAATG GAACCTCTCC TCCTGTGTTT CCTCTCTCCT
301 TCCGACACTC TCCGGTGTAC AGCTCCCATC TCCTATATGA CACCAACCTC AATGGAACCC
361 CACCTCCTGT AACACACCCC ATTTTCGGGC ATATAATGTA CGGGGGAGAT GCATGGATTT
421 CCACCCCAAA AGTTGACCTC AACCCCGACA CTCTCCGGTG TACAGCTCCC ATCTCCTTAT
481 ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC CCGTAACACA CCCCATTTTT GGGCAGATAA
541 TGTACGGGTG AGATGCATGA ATTTCCACCC CAAAAGTTGA CCCCAACCCC GACACTCTCC
601 GGTCTACGGC TCCCATCTCC TTATATTACA CCAACCCCAA TCGGACCCCA CCTCCCGTAA
661 CACACCCCAT TTTCGGGCAT ATAATGTACG GGGGAGATGC ATGAATTTCC ACCCAAAAGT
721 TGACCTCAAC CCCGAC
S67R
C
Identidade

I

mBH287-1958 il

MBH263-1930

Figura 20 — Sequéncias dos clones da Familia D com integracdo de minicirculo de kDNA no
locus NG_031854.1 do cromossomo 12. A) Clone MBH287 do paciente 1958. B) Clone MBH263 da
paciente 1930. C) Resultado do alinhamento entre os dois clones. Acima, grafico da identidade do
alinhamento; Abaixo, pareamento dos clones. Em verde, regido de DNA humano do locus
NG_031854.1 do cromossomo 12; em azul, kDNA; e, em amarelo, trechos de micro-homologia.
Sublinhados e identificados nas extremidades das sequéncias estdo os iniciadores utilizados no
terceiro ciclo da tpTAIL PCR.

O MBH287 com 809 nts tinha o DNA humano abrangendo 68 nts, e 0

clone MBH263 com 736 nts tinha o fragmento de DNA humano com 67 nts. Nesses
77



clones é possivel observar flanqueamentos de minicirculos KDNA a montante e a
jusante do DNA humano. Tal evento pode, possivelmente, ter ocorrido inicialmente
no DNA do paciente 1958 mediante integracdes independentes de minicirculos ou,
talvez, mediante recombinacdo do kDNA que gerou o flanqueamento nas
extremidades do DNA humano. Com a ocorréncia da transferéncia vertical, o clone
MBH263 apresentou-se dessa mesma maneira em decorréncia da herancga paterna
do kDNA que o individuo 1930 recebeu.

Com o alinhamento de ambos os clones percebeu-se que o MBH287
apresentava uma fracdo maior de KDNA a montante da regi&do de DNA humano, e o
clone MBH263 a jusante (Figura 20C). A identidade do alinhamento das duas
sequéncias foi de 92,2 %, apresentando diferencas em nucleotideos pontuais
(regido em branco) entre as regides das duas sequéncias alinhadas (regibes em
branco), retirando o excesso das extremidades de cada clone (Figura 20C).

Outro caso de clones com integracdo de kDNA envolvendo o mesmo
locus ocorreu no sitio NG_023443.1 do cromossomo 6. Este caso foi semelhante ao
observado no locus AC012596.4 do cromossomo 7 na Familia C (Figura 18), em que
foram obtidos mais de um clone por individuo. O paciente 1956 apresentou dois
clones, MBH498 e MBH501, e seu irmao 1957 apresentou trés sequéncias,
MBH273, MBH274 e MBH278. Todas as cinco sequéncias apresentaram mais de
um trecho do DNA humano deste mesmo locus (Figura 21A). A Figura 21B mostra a
regido de alinhamento de fragmentos comuns aos clones maiores. O alinhamento
das cinco quimeras apresentou baixa similaridade de 67,2%, e apenas uma pequena
regido de DNA humano/micro-homologia/kDNA teve similaridade significativa (Figura
21B, quadrado tracejado).

Vale relembrar que no inicio das andlises de todos os clones deste
trabalho as sequéncias redundantes foram retiradas do montante final contabilizado.
Com isto, cada um dos clones aqui apresentados, mesmo sendo do mesmo

individuo, difere um do outro significativamente.
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Figura 21 - Alinhamento dos clones da Familia D que apresentaram integracdo de kDNA no
locus NG_023443.1 do cromossomo 6. A) Esquema do padrdo de constituicdo de cada uma das
quimeras. Os clones MBH498 e 501 pertencem ao casos 1956, e os MBH273, MBH274 e MBH278 ao
1957. B) Alinhamento entre os cinco clones. Acima, grafico da Identidade do alinhamento; Abaixo:
pareamento dos clones. As imagens representam apenas as regides de tamanho mais aproximado
entre os clones. Quadrado tracejado — destaque do trecho alinhado que apresentou regido bastante
conservada entre os clones (similaridade = 97,8%). Em verde, regido de DNA humano do locus
NG_023443.1; em azul, KDNA; e, em amarelo, micro-homologias.

Outro evento observado na Familia D foi a integracdo de kDNA
envolvendo dois loci de cromossomos diferentes, e que apareceram em trés
individuos. Os casos 1930, 2011 e 2015 apresentaram sequéncias envolvendo um
L1 localizado no locus AL732374.14 do cromossomo X e o gene RO;.17 do locus
BC137023.1 do cromossomo 1. Cada um desses individuos apresentaram dois
clones, o MBH320 e o MBH322 provenientes do 2015; o MBH305 e 0 MBH472
originados do individuo 2011; e, o MBH256 e o MBH258 oriundos do caso 1930
(Figura 22A). O clone MBH320 da parental 2015 esta representado na Figura 19. O
alinhamento desses clones revelou similaridade significativa (94,3%) do DNA
humano do cromossomo 1 e do cromossomo X, mas os fragmentos de minicirculos
do kDNA, ainda que truncados e rearranjados, revelaram similaridade signficativa
(Figura 22B). Os valores de E-value e similaridade dos trechos de cada clone pode

ser verificado na Tabela A1 no Anexo 1.
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Figura 22 — Alinhamento dos clones da Familia D que apresentaram integracdo de kDNA nos
loci AL732374.14 e BC137023.1, do cromossomo X e 1, respectivamente. A) Esquema do padrao
de constituicdo de cada uma das quimeras. B) Alinhamento entre os seis clones. Acima, gréfico da
similaridade entre as sequéncias alinhadas; Abaixo, pareamento dos clones. Em verde, regido de
DNA humano do locus AL732374.14; em vermelho, regido do gene ROy do cromossomo 1; em
azul, regido do KDNA,; e, em amarelo, micro-homologias.

2.3 Integracbes de minicirculos de kDNA em elemento LINE-1 do locus

preferencial de integracdo AL732374.14 do cromossomo X

Os resultados das analises obtidas neste trabalho demonstraram a alta
frequéncia de integracdo dos minicirculos de kDNA no sitio AL732374.14 do
cromossomo X fazendo deste locus uma regido preferencial de integracdo nas
quatro familias estudadas. De todos os 157 clones apresentados na Tabela Al do
Anexo 1 é possivel perceber que integracdes envolvendo o locus AL732374.14
estdo presentes em 30,6 % dos clones. Em decorréncia da preferéncia de
integracao por este sitio e pela peculiaridade apresentada em quimeras com KDNA
associado a diferentes trechos deste locus, os resultados que apresentaram essa
regido flanqueando o minicirculo foram analisados separadamente. Do total de
clones analisados, onze apresentaram eventos de integracdo que envolviam, além
deste sitio no cromossomo X, um segundo locus em outro cromossomo. Sete

desses clones apresentaram o mesmo locus do cromossomo 1 envolvido na
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integracdo, entretanto, dois eventos em locus diferentes ocorreram no cromossomo
8 (MBHB84 e MBH324) e outros dois no cromossomo 16 (MBH87 e MBH531).

Sumariando, as analises dessas quimeras revelaram integracdes dos
minicirculos no locus AL732374.14 em 12 pontos de insercao diferentes, sendo que
a inser¢do mais frequente ocorreu no nucleotideo 77.363. Esta informacao ja havia
sido descrita por Hecht e cols (2010), mas que encontrou apenas 7 sitios de entrada
do kDNA neste locus.

Na Figura 23A é possivel observar o embaralhamento de varios trechos
de kDNA flanqueados por trechos de DNA humano originarios do locus
AL732374.14. Os indices de similaridade de cada um dos segmentos esta
descriminados na Figura 23B e nota-se que sdo valores significativos. O trecho de
DNA humano que vai da base 1 a 45 teve a entrada do KDNA no ponto 35.618, ja as
outras regides apresentaram a insercdo no ponto 77.363. A analise deste clone
ilustra o teor de embaralhamento das regides do locus do cromossomo X e do
KDNA. Conforme ilustrado na Figura 23C, a andlise in silico utilizando a ferramenta
BEND.it revelou alcas (linha vermelha) nas regides equivalentes ao kDNA. Essa
observacédo sugere que a configuracdo estrutural das regides do DNA exdgeno,
apresentando dobras do DNA, comprometeria a estabilidade da sequéncia nessas
regibes, que se tornariam pontos frageis susceptiveis a recombinacdo e
embaralhamento. A presenca de trechos de DNA com curvaturas parece contribuir
para o aumento da instabilidade gendmica dessa regido, possivelmente tornando

essa parte do DNA do hospedeiro mais propicio a eventos de recombinacao.
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A L1-2

1 TCCCAAGACT AAACCAGGAG GAAGTTGAAT CCCTGAATAC ACCAACCCCA ATGGAACCAC
61 ACCTCCGTAA ACACACCCCG ATTTTGGGCA ATATAATGTA CGGGTGAGAT GCATGATTTT
121 TCGGGCCCAA ATTTGAACGC CCCTCCCAAG ACTAACCAGG AAGAAGTTTA ATCTCTGAAT
181 AGACCAATAA CAGGCTCTGA TACACATATA GCCTCCCAAG ATTAAACCAG GAAGAAGTTT
241 AATCTCTGAA TACACCAACC CCAATGGAAC CCCACCTCCC GTAAACAACC CTCATTTTCG
301 GCAGTATAAT GTACGGGGGA GATGCATGAT GTACGGAGGA GGTGTATAAT GTACGGGGGA
361 GATGCATGAT TTTTCGGCCA TAAATTTGAG GCCCCTCCCA AGACTAAACC AGGAAGAAGT
421 TTAATCTCTG AATACACCAA CCCCAATGGA ACCCCACCTC CCGTAAACAA CCCTCATTTT
481 CGGCAGTATA ATGTACGGGG GAGATGCATG ATGTACGGAG GAGATGTATA ATGTACGGGG
541 GAGATGCATG ATTTTTCGGC CATAAATTTG AGGCCCCTCC CAAGACTAAA CCAGGAGGAA
601 GTTGAGTCTC TGAATAGACC AATAACAGGC TCTGATACAC ATACACCAAC CCCAATCGAA
661 cc S36

Human DNA sequence from clone RP13-444K19 on chromosome X, complete sequence
Sequence ID: emb|AL732374.14| Length: 224187Number of Matches: 22

Expect Identities
le-06 41/45(91%)
Expect Identities
4e-37 108/118(92%)
Expect Identities
2e-09 45/48(94%)
Expect Identities
6e-23 70/73(96%)

T.cruzi kinetoplast minicircle DNA, clone y01 cst 4
Sequence ID: gb|M19188.1|TRBKPMCO Length: 165Number of Matches: 5

Expect Identities

2e-35 109/120(91%)

Expect Identities

5e-24 75/80(94%)

Expect Identities

5e-24 75/80(94%)
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Figura 23 — Sequéncia quimera de evento integracdo de minicirculo de KDNA no locus
AL732374.14 do cromossomo X e embaralhamento da quimera. A) Clone MBH203 da paciente
1420 da Familia A com 647 nts. Sublinhados e identificados nas extremidades estdo os iniciadores
utilizados no dltimo ciclo da tpTAIL-PCR. Em verde, regifes do cromossomo X; em azul, KDNA; e, em
amarelo, regides de micro-homologia. B) Analise BLASTn (GenBank/NCBI) destacando as
similaridades para cada um dos trechos do DNA quimera. C) Grafico BEND.it resultante da analise in
silico do clone MBH203. Os picos em vermelho representam 0s potenciais de curvatura de estrutura
do DNA e os picos em verde representam a constituicdo G/C da sequéncia. A composi¢édo do clone
esta representada abaixo do grafico e os retangulos tracejados destacam, simultaneamente, as
regides de KDNA na sequéncia e no gréfico.
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Eventos, como o ilustrado na Figura 23, ocorreram com frequéncia entre
os clones que apresentaram kKDNA neste sitio, e, desta forma, o pareamento das
sequéncias entre o0s respectivos familiares teve, como consequéncia do
embaralhamento, um baixo valor de similaridade ndo s6 nas regiées de KDNA como
também nas regides do DNA humano, como demonstrado nos gréaficos e
alinhamentos dispostos para cada familia na Figura 24.

Na Familia A foram contabilizadas seis sequéncias contendo integracao
do kDNA flanqueada apenas por L1 do locus AL732374.14. O clone MBH178
pertence a parental 1406, e os outros clones MBH200, MBH203, MBH225, MBH226
e MBH227 pertencem a 1420. O alinhamento das sequéncias gerou um valor de
identidade igual a 54,1% apresentando muitas variacbes no pareamento das
sequéncias (Figura 24A).

A integracdo de kDNA envolvendo especificamente o locus do
cromossomo X foi observada em 16 clones da Familia B. O individuo parental da
primeira geracdo apresentou seis clones, o MBH43, MBN47, MBH49, MBH51,
MBH55 e o MBH56. O caso 1386 obteve apenas um clone, o MBH35, assim como a
1492, com o clone MBH10. Mais dois clones com integracdo no cromossomo X
foram provenientes da 1474, o MBH59 e o MBH60. O alinhamento dessas
sequéncias quimeras apresentou baixa similaridade de 44,7% e observando o
grafico do alinhamento é possivel perceber que diversos trechos, tanto do kDNA
como da regido do DNA humano, ndo apresentaram similaridade (Figura 24B).
Como o membro externo a familia, o individuo 1487, cdnjuge da 1474, também
apresentou integracao neste sitio, as seis sequéncias dele foram alinhadas com o
clone MBH10, seu Unico descendente direto a apresentar quimera neste sitio,
também apresentando baixa similaridade (65,8%).

Com a Familia C o resultado n&o foi discordante dos anteriores. Os seis
clones alinhados apresentaram varia¢des entre o KDNA e o DNA do cromossomo X
resultando em um alinhamento com similaridade de 62,9% (Figura 24C). Os clones
MBH389 e o MBH393 pertencem ao parental 1461, sendo os clones MBH396,
MBH415 e MBH417 originarios da filha 1471 e o MBH470 da outra filha, 1460.

Assim como o ocorrido na Familia B, os clones da Familia D também
apresentaram sequéncias resultantes do paciente 1958, cbnjuge da paciente 2011.

Desta forma, dois grupos de alinhamento foram diferenciados. O primeiro excluiu os
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clones do caso 1958 e o pareamento foi feito com as sequéncias de 2011 e seus
descendentes. O segundo, contrariamente, incluiu apenas os clones do 1958 e dos
seus descendentes. O clone MBH307 do caso 2011 foi comparado com o clone da
filha 1929 (MBH253), e os netos 1956 (MBH484 e MBH499) e 1957 (MBH275). O
alinhamento dessas sequéncias gerou similaridade de até 55% (Figura 24D). Ja o
pareamento das sequéncias do 1958 e seus descentes apresentaram um valor de
similaridade de 54,1% com variacdo crescente nas regibes de kKDNA e DNA

humano.
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Figura 24 — Sequéncias dos individuos de cada familia com integracdo de kDNA apenas no
locus AL732374.14 do cromossomo X. A) Alinhamento dos clones da Familia A. B) Alinhamento
dos clones da Familia B. C) Alinhamento dos clones da Familia C. D) Alinhamento dos clones da
Familia D. Acima, grafico da similaridade dos alinhamentos; Abaixo, pareamento dos clones. Em
verde, regido de DNA humano do locus AL732374.14; em azul, kDNA; e, em amarelo, micro-
homologias.
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2.4 Estrutura de sequéncias de KDNA em mutacbes no gene do Receptor
Olfatorio (RO1.17)

A utilizacdo da técnica de tpTAIL-PCR permitiu mapear alguns sitios de
DNA humano que flanqueavam a integracdo do kDNA, sendo possivel aprofundar o
conhecimento acerca de possiveis sitios preferencias de integracdo dos
minicirculos. Os resultados obtidos apoOs analise bioinformatica permitiram a
identificacdo de regibes do DNA humano que poderiam propiciar um estudo mais
agucado acerca da heranca e fixagdo do kDNA. Apesar da grande maioria das
integracdes dos minicirculos ocorrerem em elementos L1 no genoma humano, a alta
frequéncia desses sitios repetitivos no genoma dificulta um mapeamento mais
aprofundado que permita o estudo da fixacdo da integracao.

Com o intuito de facilitar a identificacdo de possiveis eventos de heranca
do kKDNA fixado em um mesmo locus foi sugerido utilizar como alvo de investigacao
uma regido génica de coOpia Unica no genoma humano. A partir da juncdo de
resultados anteriores (Hecht e cols, 2010; Araujo, 2012; Pimentel, 2012) com o0s
achados deste estudo, o gene do RO;.;; localizado no locus BC137023.1 do
cromossomo 1, foi escolhido como regido candidata ao estudo da fixagdo do kDNA.
Os receptores olfatérios sdo expressos pelos neurbnios sensoriais olfatoérios do nariz
e apresentam sete dominios transmembrana acoplados a proteina G (Malnic e cols,
2004). Os genes do RO envolvido nas integracbes de kKDNA observadas neste
trabalho foram identificados pelo GenBank/NCBI como membro 2 pertencente a
Subfamilia K da Familia 6 dos RO. Segundo o banco de dados do NCBI, além de ser
conhecido por RO1.17, 0 simbolo oficial dele é OR6K2.

Para obter especificidade nas amplificacfes das regides de integracédo do
kKDNA no gene do RO;.;7 foi necessario obter oligonucleotideos iniciadores que
permitiam a amplificacdo dessa regido do genoma humano. Os aneladores
empregados neste trabalho estdo descritos na Tabela 2, e foram utilizados na
técnica tpTAIL-PCR em substituicdo aos iniciadores especificos para L1 humano.

A tpTAIL-PCR especifica para o gene RO;.;7 foi feita somente em 10
individuos somados da Familia C (1457, 1470 e 1471) e da Familia D (todos). A
selecdo de Familia C para essa analise se deu em decorréncia do estudo anterior de

Hecht e cols (2010) ter observado clones com integracéo neste locus em integrantes
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desta familia. A escolha pela Familia D se deu em detrimento da identificacdo de
clones quimeras com integracdo neste gene obtidos na tpTAIL-PCR convencional
deste presente estudo.

Ao final da técnica de tpTAIL-PCR com os aneladores especificos foram
enviados para sequenciamento um total de 61 clones. Apds a primeira etapa de
andlise das sequéncias, 15 clones foram descartados em decorréncia da baixa
qualidade no sequenciamento. Entre os 46 clones validos contabilizou-se um
somente com kDNA, dois apenas com DNA humano e 43 compostos de kDNA- DNA
humano. Com este resultado o rendimento da tpTAIL especifica foi de 93,5%. A
retirada dos clones redundantes gerou um total de 37 sequéncias quimeras que
estdo descritas na Tabela A2 do Anexo 2. O tamanho médio desses clones foi de
603 +221 nts com o maior clone apresentando 1351 nts. O tamanho médio das
regibes de kDNA foi de 224 + 136nts. Regibes de micro-homologia foram
observadas entre o KDNA e a regido do gene RO;.;7, entre 0 cromossomo X e o
kKDNA e também entre 0 gene e o X. O tamanho médio das micro-homologias foi de
11 4 nts.

As andlises dos integrantes da familia C resultaram em 6 clones
distribuidos entre mae (1457) e filhas (1470 e 1471) onde todos os clones
apresentaram integracdo do kDNA no locus BC137023.1, conforme o esperado. Os
clones MBH235, MBH236 e MBH237 foram obtidos da genitora 1457, a filha 1470
apresentou apenas um clone (MBH240), e a outra filha, 1471, obteve dois clones
(MBH248 e MBH250) (Figura 25A). Os indices de similaridade de cada um dos

-113 -109

clones foram bastante significativos (E-value de 2e° a 1e" e similaridades de 99

-41 -30

a 100% para o DNA humano, e de 3e™ a 9 e 91 a 96% para as regides
conservadas do kDNA).

O alinhamento dos seis clones apresentou identidade de 86,4%, sendo
possivel observar no grafico uma constancia entre as regides referentes ao DNA do
gene e as micro-homologia, destacando a variacdo entre o KDNA das sequéncias
guimeras (Figura 25B). Entre os clones da genitora MBH235 e os clones da filha
1471, MBH248 e MBH250, houve uma identidade de 97% entre as sequéncias
sugerindo que nesta descendente ocorreu fixacdo do kDNA em um dos eventos de

integracgao identificado na mée.
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Figura 25 - Sequéncias dos integrantes da Familia C resultantes da tpTAIL-PCR especifica para
0 gene do RO7. A) Esquema do padrdo de constituicdo de cada uma das quimeras. B) Resultado
do alinhamento entre os seis clones. Acima, grafico da similaridade do alinhamento; Abaixo,
pareamento dos clones. Em verde, regido de DNA humano do gene RO;.;7. em azul, KDNA; e, em
amarelo, micro-homologias.

Os resultados dos clones da tpTAIL-PCR especifica para o RO;.47 feita
para a Familia D apresentou dois grupos distintos de clones quanto ao padrdo de
integracdo. Em um dos grupos foram obtidos 13 clones com kDNA integrado na
regido do locus do receptor olfatério estudado, entretanto, no outro grupo de clones
verificou-se, além do locus do cromossomo 1, um segundo sitio envolvido no mesmo
evento de integragéo, o locus AL732374.14 do cromossomo X, totalizando 16 clones
com os dois sitios associados. O mesmo padrao de integracdo envolvendo esses
dois loci foi observado e descrito anteriormente em tpTAIL-PCR com os iniciadores
especificos para L1.

A Figura 26 mostra o alinhamento de 11 sequéncias quimeras resultantes
da tpTAIL-PCR especifica que tiveram integracdo do kDNA envolvendo somente o
cromossomo 1. Os clones MBH539 e MBH540 sdo do caso 2011, os MBH502 e
MBH503 séo da 1929. A paciente 1930 apresentou cinco clones, MBH506, MBH507,
MBH508, MBH513 e MBH517. Os dois integrantes da quarta geracdo da familia
apresentaram um clone cada, o MBH518 proveniente do 1956 e o MBH522 do 1957.
A estrutura de cada uma das sequéncias, KDNA/micro-homologia/DNA humano, esta

demonstrada na Figura 26A.



O alinhamento destas sequéncias mostrou a regido do locus bastante
conservada, como pode ser observado no grafico de identidade da Figura 26B, com
a regido do kDNA apresentando bastante variacdo. A identidade igual a 44,6%
refletiu a baixa similaridade entre os trechos de kDNA das sequéncias.

Em decorréncia da presenca de integracdes, também neste sitio, no
cOnjuge 1958, as duas sequéncias dele nao fizeram parte do alinhamento
apresentado na Figura 26, contudo, outro pareamento foi feito para os clones deste
individuo e dos seus descendentes diretos que apresentaram integracdo no mesmo
locus. Esse segundo pareamento apresentou resultado semelhante ao anterior, com
similaridade de 54,6%.

O alinhamento das sequéncias quimeras que apresentaram o0
envolvimento do L1 do locus AL732374.14 do cromossomo X também foram
realizadas em dois momentos, pois 0 1958 também apresentou clones com esse
padrao de integragcdo. A similaridade do pareamento das sequéncias dos familiares
2015, 2011, 1930, 1956 e 1957 foi de 46,6%. Esse alinhamento apresentou a regiao
do gene RO;.;7 bastante conservada entre os familiares, entretanto, tanto os trechos
de KDNA, como as regides do L1 do cromossomo X apresentaram alta variedade
entre uma sequéncia e a outra. O alinhamento envolvendo as sequéncias do
individuo 1958 e seus descendentes 1930, 1956 e 1957 apresentaram um valor

ainda menor de identidade, 38%.
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Figura 26 — Sequéncias dos integrantes da Familia D resultantes da tpTAIL PCR especifica
para o gene do RO;3;. A) Esquema do padrdo de constituicdo de cada uma das quimeras. B)
Alinhamento entre os onze clones. Acima, grafico da identidade do alinhamento; Abaixo, pareamento
dos clones. Em verde, regido de DNA humano do gene RO;.;7. em azul, KDNA; e, em amarelo, micro-
homologias.

Apesar das regibes do gene do RO;i;7; estarem sempre bastante
conservadas nos alinhamentos entre os integrantes de cada familia, os trechos de
kKDNA envolvidos nos eventos sdo diferentes. Dessa forma € possivel perceber que
os clones resultantes da tpTAIL-PCR especifica apresentaram um padrdo de
constituicdo “DNA humano com alta homologia + kDNA sem homologia apreciavel”
conforme observado na maioria dos alinhamentos demonstrados nas sequéncias
obtidas pela tpTAIL convencional.

Ao final da analise de todos os clones com integracdo no gene do RO;1.17
constatou-se que a regidao de micro-homologia foi exatamente a mesma em todos 0s

clones quando o evento de integracao envolvia o KDNA ligado diretamente ao gene.
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O trecho “CCCCAATCGAACC” de 13 nts apresentou pareamento total com parte da
regido do CSB1 da regido conservada do kDNA. Outra particularidade encontrada
nesses clones foi que todas as integragbes de KDNA envolvendo o locus
BC137023.1 ocorreram sempre no mesmo nucleotideo, base 94, do gene do
receptor olfatorio, independente da topologia do KDNA integrado e do clone ser
proveniente de tpTAIL-PCR com iniciador de mdltiplos anelamentos ou de
anelamento especifico do sitio em andlise.

A andlise in silico utilizando a ferramenta BEND.it permitiu verificar a
conformacao estrutural da sequéncia integra da regido do receptor olfatério sujeita a
integracao do KDNA e como resultado foi identificada a presenga de uma curvatura
no DNA exatamente a partir do trecho que envolve o nucleotideo 94 (Figura 27A).
Ao analisar in silico a consequéncia da insercdo do KDNA no ponto da base 94
notou-se uma redugéo acentuada da curvatura do DNA nesta regido (Figura 27B).
Sequéncias de diferentes individuos e com kDNA de topologias distintas foram
selecionadas aleatoriamente para observar se padrdo de reducdo da curvatura
original se mantinha e foi observado o mesmo resultado em todos os clones
analisados. E possivel, ent&o, que a integracdo do KDNA neste exato ponto do gene
do RO;.17 resulte em um aumento na estabilidade da molécula de DNA e por isso
integracdes neste sitio sdo encontradas em uma maior frequéncia no genoma

humano.
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Figura 27 — Andlise da variacdo conformacional da regido do locus BC137023.1 que abriga o
gene do RO..37. A) Grafico da curvatura resultante da andlise in silico na ferramenta BEND.it na
regido integra do gene RO,.1; entre os nucleotideos 1 a 180. A seta indica o ponto do nucleotideo 94
e a linha tracejada demarca o inicio da regido de curvatura associada ao ponto exato do 94 nt. B)
Grafico da curvatura do clone MBH522 (paciente 1957). A seta indica o ponto da base 301 onde
ocorreu a integragdo do KDNA nesta quimera e a linha tracejada demarca o inicio da regido de
curvatura associada ao ponto exato do 301 nt.

2.5 Tipologia especifica numa série de minicirculos presentes nos evento de

integracdo de minicirculos de kDNA no genoma humano

Além de mapear integragcbes de KDNA no mesmo sitio do genoma
humano entre individuos da mesma familia, outra maneira de avaliar a possivel
fixacdo deste DNA exdgeno € através da manutencdo de uma mesma regido
variavel de minicirculo kDNA no genoma de uma familia.

A grande maioria (~75%) dos eventos analisados nas sequéncias obtidas
neste trabalho apresentaram apenas a regido conservada do minicirculo de kDNA.
Possivelmente a alta capacidade de recombinacdo deste DNA resulta no
truncamento de trechos envolvendo, principalmente, a perda da regido variavel.
Talvez este seja 0 motivo pelo qual somente foi possivel encontrar a presenca de 39
fragmentos de KDNA contendo a regido variavel. Entdo, os fragmentos contendo
apenas a regido variavel do kKDNA foram extraidos dos clones e alinhados entre si
para estimar a diversidade de minicirculos que tém a capacidade de integrar no
genoma humano.

Na Familia B foi identificada uma regido variavel de minicirculo de kDNA
comum a quatro individuos distintos, 1488, 1491, 1492 e 1493. Em cada um dos

92



individuos, a regido flanqueadora envolvida pelo minicirculo foi identificada em
cromossomos diferentes, como ilustrado no grafico de identidade do alinhamento
entre os quatro clones (Figura 28). Em familiares da Familia C e da Familia D

fendbmeno semelhante também foi identificado.

1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
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Figura 28 - Diferencas entre as sequéncias flanqueadoras hospedeira e similaridade dos
minicirculos de kDNA integrados no genoma de individuos da Familia B. Grafico de similaridade
demonstrando a manutencgdo da topologia do minicirculo de kDNA integrado em diferentes loci nos
quatro individuos da Familia B. Em verde, regido de DNA humano; em azul, kDNA; e, em amarelo,
regido de micro-homologia .

Neste estudo, o alinhamento dos trechos das regifes variaveis resultaram
em agrupamentos de sequéncias por similaridade, sendo possivel destacar a
presenca de trés consensos de regifes variaveis de minicirculos de KDNA (Figura
29). Além da identificacdo de grupos de minicirculos que possivelmente tém uma
maior tendéncia ou aptiddo para se inserir, alguns dos trechos de KDNA eram Unicos
e ndo partilharam regides comuns aos grupos formados pela similaridade.

Os trés consensos de kDNA variavel foram formados por clones
resultantes, em geral, de individuos distintos e com sitios de integracdo diferentes.
Todos os 39 trechos foram alinhados independente da origem familiar dos clones. O
Os Consenso | e Il apresentaram kDNAs da regido variavel originarios de individuos
das quatro familias estudadas. O Consenso | apresentou um tamanho aproximado
de 115nts e o Consenso Il pouco menos de 300nts (Figura 29A e B,
respectivamente). O terceiro conjunto de sequéncias que apresentou 0 mesmo
kKDNA variavel foi identificado como Consenso Ill. O tamanho aproximado do
Consenso Il foi de 260nts e os nove clones que apresentaram essa sequéncia de
KDNA em comum estdo distribuidos nas familias A, B e D (Figura 29C). As
caracteristicas detalhadas acerca de cada um dos clones, como familia e locus de

integragdo do KkDNA estdo descriminados na Tabela Al do Anexo 1.
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Figura 29 — Regides variaveis de minicirculos de kDNA agrupadas em consensos de acordo
com a similaridade entre elas. A) Consenso | — Clones MBH21, MBH159, MBH263 e MBH531,
respectivamente. B) Consenso Il — MBH39, MBH215, MBH265, MBH269, 352, MBH354, MBH355,
MBH356 e MBH406, respectivamente. C) Consenso Il — MBHO1, MBH14, MBH60, MBH73, MBH74,
MBH75, MBH225, MBH227 e MBHA484, respectivamente. As regides em azul escuro mostram
alinhamento total entre as regifes variaveis do kDNA de cada um dos clones.

As regides variaveis do minicirculo de kDNA apresentam um tamanho
aproximado de 250 pb, entretanto, os consensos | e Il apresentaram tamanho diferente
deste padréo. Possivelmente a reducdo do tamanho da sequéncia do consenso |, assim
como o aumento do consenso Il podem estar associados a eventos de recombinagdo do

kDNA, resultando em delec¢des ou duplicacdes de trechos do DNA.
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V- DISCUSSAO

1. ASPECTOS GERAIS

A integracdo de minicirculos de kDNA do Trypanosoma cruzi no genoma
do hospedeiro humano vem sendo documentada ha mais de duas décadas (Teixeira
e cols, 1991; Teixeira e cols, 1994). Os achados presentes corroboram com a real
existéncia deste evento e demonstram que a integracdo do kDNA no genoma
humano ocorre na populacdo e, também, nos mamiferos permissivos ao T. cruzi.
Este estudo sugere que a transferéncia lateral (TL) € um fendmeno natural que pode
ser documentado em qualquer individuo infectado pelo protozoario flagelado. O
estudo foi conduzido em algumas familias que viviam em diferentes areas
endémicas para a doenca de Chagas, mas que geraram e criaram os filhos e
descendentes em Brasilia e no entorno do Distrito Federal, regido considerada livre
da transmissado vetorial do parasito. Os testes de DNA revelaram um marcador
genético especifico do DNA nuclear do T. cruzi em cinco individuos, que eram
portadores da infeccdo ativa. Ademais, os testes conduzidos com o marcador
genético do minicirculo de KDNA revelaram que todos os individuos nas familias do
estudo tinham evidéncias de integracdo do kDNA no genoma. Este resultado revelou
0 aspecto universal da transferéncia de sequéncias de minicirculos de kDNA do T.
cruzi para Homo sapiens, visto que este achado foi documentado em todas as
pessoas da amostragem (Figura 7).

As evidéncias encontradas nos testes de DNA que mostraram o
fendbmeno de TL do kDNA no genoma dos pacientes com infecg&o ativa pelo T. cruzi
e a subsequente transferéncia vertical (TV) dessas mutacdes para as progénies
foram claramente confirmadas pelos clones quimeras obtidos mediante a técnica de
tpTAIL-PCR (Hecht e cols, 2010). Com o sequenciamento dos clones foi possivel
identificar a integracdo de kDNA em todos os pacientes e mapear alguns sitios do
genoma humano nos quais ele estava inserido. O reconhecimento das regifes de
origem humana e do T. cruzi foi feito mediante analises que renderam escores
estatisticamente significativos de similaridades das sequéncias quimeras kDNA-DNA

humano em bancos internacionais publicos de sequéncias genbmicas
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(GenBank/NCBI e CENSOR GIRI). Essas andlises conferem alta confiabilidade e
veracidade aos resultados obtidos neste estudo.

O presente trabalho documenta de maneira explicita a ocorréncia de
transferéncia de KDNA do T.cruzi para o homem e expande os conhecimentos
relacionados a heranca das mutacdes geradas pela integracdo de sequéncias de

minicirculos na maioria dos cromossomos dos hospedeiros.

2. MAPEAMENTO DAS INTEGRACOES DE MINICIRCULOS DE kDNA DO
Trypanosoma cruzi NO GENOMA HUMANO

O mapeamento dos sitios do genoma humano que estavam envolvidos na
integracdo dos minicirculos de kDNA permitiu identificar a distribuicdo desses
eventos em quase todos 0s cromossomos, excetuando os autossomicos 15, 20, 22 e
23 (Figura 10B). A auséncia de integracdo nestes cromossomos ndo os exclui da
possibilidade de estarem envolvidos nestes eventos. Pois, a ndo identificacdo de
clones contendo kDNA nos cromossomos citados pode ter ocorrido pelo atributo
randémico da técnica de tpTAIL-PCR, ou até mesmo pela possibilidade de
mobilizacdo do KDNA desses cromossomos para outros a distancia. Eventos de
integracdo no cromossomo X foram contabilizados em 35 % dos clones, e o locus
AL732374.14 deste cromossomo foi identificado como o mais frequentemente
modificado pelas mutacdes de KDNA. Os resultados apresentados nos estudos de
Hecht e cols (2010) e Aradjo (2012) detectaram eventos de integracdo em
cromossomos que nao foram representados neste trabalho, e, também, obtiveram
resultados semelhantes quanto a frequéncia de kDNA no locus AL732374.14 do
cromossomo X (35 % e 36 %, respectivamente), confirmado este locus como o
principal hotspot de integracdo do KDNA exdgeno.

Em decorréncia de limitagbes dos bancos de dados acessados neste
estudo, nao foi possivel caracterizar todas as regides do DNA humano flanqueando
o0 kDNA. Contudo, eventos envolvendo integracdo foram identificados em loci
génicos, como o do receptor olfatério RO1.;7, da enzima renina, da subunidade 2B
do receptor N-metil D-Aspartato e da proteina PQBP1 (Polyglutamine(Q) tract

binding protein-1), assim como em loci referentes a elementos moveis (TESs)
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identificados em aproximadamente 80 % dos clones quimeras (Figura 10A). Cerca
de 50 % das mutagcOes de kDNA identificadas neste estudo ocorreram em regides
que envolviam o elemento moével L1 no cromossomo sexual X, abrigando
aproximadamente 86 % dos eventos de integracdo neste retroelemento. Justifica-se
a alta incidéncia de integracbes em retroelementos L1, pela sua abundancia no
genoma humano (Witherspoon e cols, 2006), com distribuicdo mais frequente no
cromossomo X (Korenberg e Rykowski, 1988). Sabe-se que os TEs sao importantes
substratos para recombinacéo, promovendo um rapido remodelamento do genoma
que podem produzir efeitos deletérios, tais como, ruptura génica, recombinacdes, e
silenciamento de genes (Rebolo e cols, 2012).

Em adicdo ao locus AL732374.14 do cromossomo X, outros sitios do
genoma humano chamaram atencdo pela frequéncia de eventos de integracéo,
independentemente da origem familiar. Integracdes no locus NG _031854.1 do
cromossomo 12 foram descritas pela primeira vez por este trabalho. Devido a
observacdes de tais integracbes encontradas em individuos ndo aparentados das
familias estudadas A, B e D, sugere-se que esta deve ser uma regido preferencial de
integracdo (Figura 20, Tabela Al no Anexo 1). No cromossomo 7, o locus
AC012596.4 também esteve flanqueando minicirculos de kDNA integrados no
genoma de individuos das familias B, C e D. Vale ressaltar que integracdes de
kKDNA neste sitio haviam sido observadas em estudos anteriores (Hecht e cols,
2010; Araujo, 2012; Pimentel, 2012). Esses autores também encontraram integracéo
do kDNA na regido do gene do receptor olfatério RO;.17, localizado no locus
BC137023.1 do cromossomo 1, que foi identificado, no presente trabalho, em 10
clones da Familia D. Posteriormente, foi possivel identificar mais clones com a ajuda
da tpTAIL-PCR com iniciadores deste gene, em individuos das familias C e D. Por
conseguinte, essas trés regibes recorrentes sao aqui indicadas como sitios
preferencias de integracéo de minicirculo de kDNA no genoma humano.

Eventos de integragdo do kDNA envolvendo mais de um loci de
cromossomos diferentes foram observados em cerca de 20 % dos clones, um dos
casos esta ilustrado na Figura 11. Em algumas dessas quimeras nao foi possivel
caracterizar as regides flanqueadoras, entretanto, em outras foi verificado que pelo
menos um dos loci envolvidos apresentava um elemento transponivel, com

predominancia nitida do L1 de origem no cromossomo X (Figura 19). A mobilizagéo
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de L1 ativo ocorre naturalmente no genoma humano (Prak e Kazazian, 2000), onde
a presenca constante de elementos transponiveis, principalmente o L1, sugere que
nesses eventos houve transposicdo para a regidao onde o kDNA foi inicialmente
integrado. Nos casos em que 0 kDNA estava associado a dois fragmentos humanos
contendo elemento mével de cromossomos diferentes, nem sempre é possivel inferir
qual desses recebeu a integracdo e qual teria sido mobilizado. O sitio alvo da
endonuclease de L1 é o consenso TT/AAA (Jurka, 1997), e a regido variavel do
minicirculo é rica em nucleotideos A/T (Sturm e cols, 1989); tal composicdo de
nucleotideos indica a plausibilidade da ocorréncia de inser¢cdes de L1 nestes locais,
visto que os sitios preferencias de insercédo deste retroelemento séo justamente em
regides com abundancia nestes nucleotideos (Graham e Boissinot, 2006).

Outro mecanismo que pode produzir evento de integracdo envolvendo
dois loci de cromossomos distintos ocorre de maneira diferente ao descrito acima.
Os elementos L1, ao se transporem, tém o potencial de carrear consigo regioes
adjacentes a sua sequéncia, mediante mecanismo de transposi¢cdo mediada por L1
(Deininger e cols, 2003), também conhecido por hitchhiking. Esse mecanismo difere
do anterior, pois, ao invés do L1 se transpor para um sitio de outro cromossomo que
ja abriga uma integracdo de kDNA, no hitchhiking, parte ou todo o kDNA integrado
em uma regido de L1 é transposto juntamente para um novo sitio, conforme ilustrado
no esquema da Figura 30. Simbes-Barbosa e cols (2006) mostraram um evento de
hitchhiking, pela primeira vez, com mobilizagdo de kDNA carreado por um fragmento

de sequéncia de L1 em macréfago humano infectado com T. cruzi em cultura.
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Figura 30 — Esquema ilustrando um evento de hitchhiking do kDNA carreado por um
retrotransposon LINE 1. A) Carreamento de uma regido de kDNA integrada na extremidade 5’ ao
L1. B) Carreamento de uma regido de kDNA integrado na extremidade 3" do L1. Em laranja, regido
do DNA do hospedeiro; em rosa, regido do DNA do hospedeiro diferente da anterior; em azul, KDNA;
e, seta verde, elemento L1.

Estudos sobre eventos de TL e TV de minicirculos de kDNA do T. cruzi
tém documentado a presenca de trechos compartilhados entre o DNA do hospedeiro
e 0 kDNA do T. cruzi, correspondendo aos blocos CSB1, CSB2 e CSB3 das regides
conservadas de minicirculos (Hecht e cols, 2010; Teixeira e cols, 2011a). Além de
encontrar regides compartilhadas entre DNA humano e KkDNA, neste trabalho
também foram detectadas regides de homologia entre diferentes sitios de DNA de
origem humana, como pode ser observado na Figura 19, na regido de juncdo entre o
DNA dos cromossomos X e 1. As regides de micro-homologias detectadas nos
clones apresentaram cerca 12 +6 nts, ricos em Adenosina/Citosina (repeticdes A/C)
(Hecht e cols, 2010; Teixeira e cols, 2011a). As regides de micro-homologia sao
observadas em quase todos os eventos de integracdo e sua importancia no
mecanismo de inser¢cdo dos minicirculos de kDNA no genoma do hospedeiro tem
sido realcada.

Todavia, o conhecimento completo sobre o mecanismo de TL de
minicirculos de kDNA do T. cruzi para o genoma do hospedeiro ainda nao foi obtido.
A alta frequéncia das micro-homologias ricas em A/C nas quimeras KDNA-DNA
hospedeiro vertebrado (Hecht e cols, 2010; Guimaro, 2012; Rose, 2013), e a

presenca desses motivos repetidos nos CSBs das regides conservadas do
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minicirculo de kDNA sugere a mediacdo da sua integracdo em sitios especificos do
genoma do hospedeiro vertebrado. A literatura também sugere que o minicirculo de
KDNA se utiliza da maquinaria de retrotransposicao do L1 ativo de forma semelhante
ao que ocorre na mobilizacdo dos elementos ndo autbnomos (Nitz, 2001; Cardoso,
2006; Hecht e cols, 2010). Quando as formas replicativas do T. cruzi, situadas no
citoplasma da célula hospedeira iniciam o processo de divisdo, 0os minicirculos de
kDNA sao desprendidos da rede concatenada pela Topoisomerase Il. Possivelmente
durante este processo alguns minicirculos de fita simples podem se ligar a proteina
da ORF1 do L1 sendo passivel de ser carreado para o nucleo da célula. J& no
nacleo, o kDNA pode aproveitar a quebra de dupla fita do DNA (DSB — double strand
break) do hospedeiro, integrando-se nesta regido por intermédio da acdo de
endonuclease e transcriptase reversa da ORF2 do L1. Eventos de DSB podem ser
causados por fatores resultantes do estresse produzido pela infeccdo do parasito
(Hecht e cols, 2010), ou pela susceptibilidade de regides deformadas, como
grampos ou curvaturas, ao rompimento do DNA (Chen e cols, 2010), possivelmente
predispondo esses sitios instaveis a invasdo do minicirculo mitocondrial do T. cruzi.
O aproveitamento da instabilidade de algumas regidées do genoma do
hospedeiro pelo KDNA pode explicar, por exemplo, a recorrente integracao de
minicirculos no gene do receptor olfatério OR;.17 sempre no mesmo ponto. Ao
analisar a configuragéo espacial in silico da regido do gene RO;.;; envolvida nos
eventos de integracdo foi identificada uma curvatura da estrutura do DNA iniciando-
se exatamente na base equivalente ao 94° nucleotideo, local da entrada do
minicirculo em todos os clones que apresentaram essa sequéncia flanqueadora ao
kKDNA (Figura 27). Evento semelhante foi observado em integracdes de kDNA no
gene da enzima méalica de Gallus gallus, em que Rose (2013) identificou, in silico, a
presenca de uma curvatura intrinseca a regido onde esta localizado o ponto
recorrente de integracdo do KDNA neste gene. Pribil e Haniford (2003) sugerem que
deformacBes de DNA podem contribuir significativamente para a escolha de um sitio
alvo de transposicdo, destacando que regides de curvaturas no DNA sao

importantes determinadores para escolha de um sitio de integracéo.
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2.1 Eventos de integrac&o de minicirculos de kDNA em regides génicas

Integracdes de minicirculos de KDNA em regides codificadoras foram
identificadas em loci de trés cromossomos, contabilizando dois sitios no
cromossomo 1, gene da enzima renina e gene de receptor olfatério (RO), um no
cromossomo 12, gene de receptor glutamato, e um no cromossomo X, gene PQBPL1.
Eventos envolvendo a entrada de minicirculos em genes de diferentes espécies de
hospedeiro ja foram descritos anteriormente (Nitz e cols, 2004; Simbdes-Barbosa e
cols, 2006; Hecht e cols, 2010; Teixeira e cols, 2011a; Araujo, 2012; Guimaro, 2012;
Pimentel, 2012; Rose, 2013), entretanto, em humanos ainda ndo foi possivel
estabelecer um padrdo de sitios génicos preferencias de integracdao. Através das
analises das sequéncias quimeras foi possivel distinguir que o kDNA pode adentrar
uma regido génica via elemento transponivel (Simdes-Barbosa e cols, 2006) ou
simplesmente se integrando diretamente em um gene (Hecht e cols, 2010).

Em um dos clones foi observada a integracdo de kDNA na regido 1932 do
cromossomo 1, especificamente no éxon 5 do gene da renina (Figura 11). A renina
(REN) é uma enzima produzida pelas células justaglomerulares do rim que tem
participacdo fundamental na cascata bioquimica no sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) (Adams e cols, 2006). Este sistema esta intimamente ligado
com o controle da pressdo arterial e da homeostase eletrolitica, e a sua
desregulacdo tem sido associada a fisiopatologias da pressao arterial e a varias
consequéncias hemodinamicas e humorais, como isquemia do miocardio, hipertrofia
ventricular esquerda, arritmias, alteracdes no equilibrio coagulacéo-fibrindlise e
aumento do estresse oxidativo (Ribeiro e Floréncio, 2000). Um estudo desenvolvido
em uma familia com varios individuos apresentando cardiomiopatia dilatada
localizou alteracbes em um locus especifico da regido cromossdmica 132
sugerindo o gene REN como um dos genes candidatos ao envolvimento com a
insuficiéncia cardiaca (Durand e cols, 1995).

Uma das integracdes nao caracterizada pelos dois bancos de dados
utilizados neste trabalho, ocorreu no cromossomo 12 no gene da subunidade 2B do
receptor N-metil D-Aspartato (NMDAR2B ou GRIN2B) (Figura 20). Os NMDARs sé&o
heterotetrameros pertencentes a familia de receptores ionotropicos de glutamato

gue tém como principais agonistas os aminoacidos NMDA e glutamato, ligantes da
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subunidade GRIN2 (Dzamba e cols, 2013). Esses receptores tém um papel
importante no sistema nervoso central, agindo na transmissdo e plasticidade
sinaptica e na excitotoxicidade (Cull-Candy e cols, 2001). Variacdes genéticas nos
NMDARs tém sido associadas a doencas neuroldgicas, psiquiatricas e de
aprendizagem, com mutacdes especificas na subunidade GRIN2B associadas a
susceptibilidade genética a déficit intelectual (Freunscht e cols, 2013), autismo
(Tarabeux e cols, 2011) e esquizofrenia (Ohtsuko e cols, 2001).

Outro evento de integracdo do KDNA ocorreu na extremidade 3'UTR do
gene PQBP1. Este gene, localizado no cromossomo X, foi bastante conservado ao
longo da evolugéo e apresenta um dominio que codifica uma proteina envolvida na
transcricdo e na regulacdo do processamento do mRNA da RNA Polimerase I,
sendo altamente expresso no cérebro de mamiferos (Sudol e cols, 2012). No
homem, diversas doencas genéticas sao descritas associando mutacdes neste gene
ao déficit intelectual, sindrébmicos ou néo, e a casos de micro-oftalmia e microcefalia
(Martinez-Garay e cols, 2007). Uma das mutacfes desse gene, especificamente
uma delecdo de quatro nucleotideos no éxon 4, altera a janela de leitura do DNA
gerando uma proteina truncada nao-funcional que acomete o cérebro causando
heterotopia periventricular cerebral, caracterizada pela presenca de nddulos
neuronais na lateral do ventriculo (Sheen e cols, 2010).

A quarta regido génica envolvida nos eventos de integracdo do kDNA foi o
gene do receptor olfatério RO;.17, localizado no locus BC137023.1 do cromossomo
1. Os ROs séao receptores acoplados a proteina-G, formados por sete dominios
transmembrana que pertencem a maior superfamilia de genes do genoma dos
vertebrados, totalizando 17 familias multigénicas bastante conservadas ao longo da
evolucdo (Glusman e cols, 2001; Malnic e cols, 2004). No humano foram
identificados aproximadamente 370 genes intactos de RO e cerca de 460-480
pseudogenes, que estao distribuidos em diferentes loci em todos 0s cromossomos,
exceto os cromossomos 20 e X (Malnic e cols, 2010), compondo mais de 170
subfamilias (Malnic e cols, 2004). Em contraste com a maioria dos genes, os ROs
sé@o encontrados em locais com baixo teor de nucleotideos G e C, entretanto, as
regides codificadoras destes genes sédo 7,7 % mais ricas nesses nucleotideos do

gue a maioria dos outros genes (Glusman e cols, 2001).
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As integracdes de KDNA observadas neste trabalho foram identificadas no
RO;1.17, membro 2 da subfamilia K pertencente a familia 6, localizado na regido
cromossbmica 1g23.1. A regido 1921-g25 apresenta grupos de loci paralogos a
regido do MHC (Major Histocompatibility Complex — Complexo Principal de
Histocompatibilidade), localizada no brago curto do cromossomo 6, sendo a Unica
regido paradloga ao MHC que apresenta dois auténticos genes de MHC Classe |,
localizados nos loci CD1 e MR1. Ademais, 12 dos 13 genes expressos na regiao
1921-922, entorno dos loci CD1, sao imunologicamente relevantes. Susceptibilidade
a diversas doencas relacionadas a morfologia alterada das hemacias e a
esquizofrenia e hemiplegia de origem familiar, tém sido associadas a altera¢cées nos
loci CD1 da regido 1g21-g23 (Shiina e cols, 2001).

Eventos de integracdo envolvendo o gene RO;.1;; € 0 cromossomo X
foram comumente observados neste estudo (Figuras 19 e 20C). Na literatura é
possivel identificar diversos trabalhos descrevendo eventos de translocagéo entre os
cromossomos X e 1 (Tzschach e cols, 2006; Haudebourg e cols, 2010; Mukkamala e
cols, 2010), inclusive envolvendo uma regido proxima ao locus do gene RO;i.7,
t(X;1)(p11; g21), que resulta em carcinoma de células renais papilar (Weterman e
cols, 1996). Entretanto, em se tratando de um elemento L1, sugere-se que o trecho
de DNA humano proveniente do cromossomo X tenha se transposto para o
cromossomo 1, levando consigo o kDNA mediante hitchhiking ou se integrando em

um sitio que ja apresentava, anteriormente, um evento de integracao.

3. VARIABILIDADE DE MINICIRCULOS DE kDNA ENVOLVIDOS NOS EVENTOS
DE INTEGRACAO

A rede de kDNA do T. cruzi € composta de milhares de coépias de
minicirculos que, apesar de possuirem tamanho aproximadamente homogéneo,
apresentam uma grande heterogeneidade quanto a composicdo das suas
sequéncias (Klingbeil e cols, 2001) que exibem notavel polimorfismo nas regides
variaveis dos minicirculos (Velazquez e cols, 2008). Diferentes eventos de
integracdo foram encontrados nos clones dos individuos estudados (Tabela Al
Anexo 1), com varia¢cdes tanto nos fragmentos de DNA humano como nos

minicirculos integrados. Esse resultado sugere que os minicirculos tém um potencial
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de se integrar em diversas regides do genoma humano com motivos repetidos,
compartilhados, que se constituem em sitios preferenciais de integracdo do KDNA.

Além de encontrar loci humanos mais passiveis a integracdo, foram
identificadas trés sequéncias consenso de regides variaveis de minicirculos
distribuidas entre clones de individuos ndo necessariamente aparentados (Figura
29). A insercdo desses consensos nao apresentou uma preferéncia por um locus
determinando, pois foram encontrados integrados em sitios aleatérios. Essa
observacéo indica a existéncia de classes de minicirculos com maior potencial de
integracdo no genoma humano. Barros (2008) e Hecht (2008) j& haviam sugerido a
existéncia de minicirculos que se integram preferencialmente no genoma do
hospedeiro. Notavelmente, o consenso lll, identificado em clones de trés familias
aqui estudadas, foi igual ao consenso Il encontrado por Hecht (2008), evidenciando
a existéncia de familias de minicirculos de kDNA eletivas a eventos de integracéo.

O minicirculo é formado por quatro regides varidveis alternadas por
regides conservadas, entretanto, as sequéncias de KDNA observadas neste estudo
apresentavam apenas uma das regides variaveis. Dessa forma, a identificacdo dos
consensos foi feita a partir de uma das quatro regides varidveis encontradas em
quimeras. Na maioria dos clones obtidos foi verificado que os minicirculos de kDNA
integrados ndo exibiam a estrutura completa, e foram notados clones com regites
variaveis truncadas. Muitos desses clones eram quimeras com apenas a regiao
conservada do minicirculo do kDNA, algumas vezes repetida e rearranjada. Esses
achados sugerem a ocorréncia de recombina¢&o no minicirculo de kDNA, indicando,
pela alta frequéncia de clones portando essas alteragbes, que esses eventos
acontecem de maneira constante, como podem ser observado nos kDNAs presentes
na Figura 20. Ademais, Nitz e cols (2004) ja& haviam indicado a ocorréncia de
eventos de recombinacdo do kDNA integrado em células cardiacas de coelhos
chagéasicos descrevendo eventos em que clones apresentavam regides variaveis
com tamanho reduzido, repeticdes apenas de regides conservadas e até mais de
quatro regides variaveis e conservadas juntas. H4 que se distinguir o achado
resultante de truncamento e recombinacgdes, da simples auséncia de fragmentos de
regides conservadas em consequéncia do método de PCR aninhada, empregada

neste estudo.
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A andlise conformacional feita em alguns clones demonstrou varias
regides sugestivas de altas dobras em trechos do KDNA (Figuras 17, 23 e 27), o0 que
indica que o DNA do T.cruzi paraece estar sempre susceptivel a eventos de quebra.
A alta frequéncia da base adenina em cada segmento de ~11 bases levaria a
alteracdes na estrutura do DNA, gerando curvaturas (Diekmann e Wang, 1985). A
composicdo da regido variavel do KDNA rica em nucleotideos A/T sugere que seja,
possivelmente, sitio eletivo de quebra de DNA e perda de fragmentos dessas
sequéncias, caracterizando tais regides como pontos de instabilidade genémica
sujeitos, constantemente, a modificagdes.

Em estudo feito em macrofagos humanos e tecido de coelhos chagasicos,
Barros (2008) verificou regibes de dobramento e curvatura nos clones com
integracdo de KDNA indicando haver regides de tensdo préximas a locais de
recombinacdo. O trabalho também identificou que apdés o evento de integracéo
ocorreram modificacdes na estrutura do DNA com uma consequente reducéo local

da tensao.

4. ESTUDO DA TRANSFERENCIA VERTICAL E FIXACAO DO kDNA

A heranca do KDNA pbdde ser claramente observada nos descendentes
dos individuos chagésicos identificados neste estudo. A auséncia de contato direto
com o parasito, evidente nos resultados moleculares negativos para nDNA do T.
cruzi, demonstra que a presenca de kDNA no genoma desses individuos tem origem
exclusiva da transferéncia vertical do minicirculo ao longo das geracbes dos
individuos chagasicos.

Esperava-se que as integracdes de kDNA herdadas pelos descendentes
de infectados com T. cruzi apresentassem um padrédo Mendeliano de heranga, com
os sitios de integracdo do DNA exdgeno se mantendo ao longo das sucessivas
geragoOes, assim como a conservacdo da topologia do kDNA originalmente integrado
no genoma do parental chagasico. Porém, eventos de integracdo dugestivos deste
padrao de heranca foram observados de forma pontual nos casos descritos neste
estudo. Pois, conforme verificado nos resultados dos alinhamentos entre clones de

individuos aparentados, ilustrados ao longo do corpo deste trabalho, foi possivel
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notar a alta frequéncia de kDNAs com topologias distintas integrados nos mesmos
loci.

A heranca Mendeliana postula que as caracteristicas dos individuos
diploides sédo herdadas a partir de igual proporcéo entre os dois parentais, sendo o
genoma do descendente composto por metade de origem materna e metade de
origem paterna, possibilitando prever as frequéncias alélicas da prole, estimando os
genotipos e as caracteristicas fenotipicas (Pierce, 2004). Por conseguinte, 0s
eventos de integracdo que apresentam KDNAs topologicamente distintos entre
parental e descendente, parecem nédo obedecem as leis propostas pelo seminarista
Mendel, sugerindo a ocorréncia de um padrdo de heranca ndo Mendeliano para
estes casos. A presenca de diversos eventos de integracdo independentes, que
podem ocorrer a todo instante nas células germinativas e somaticas de individuo
com infeccdo ativa, as transposi¢cdes de elementos mdéveis carreando o kDNA, a
mobilizacdo do proprio kDNA sozinho ou o remodelamento das regifes envolvidas
pela integracao, seja do kDNA ou do DNA humano, podem explicar esse padrao de
heranca observado nos eventos aqui descritos.

Um individuo infectado com o T. cruzi estd sujeito, frequentemente, a
eventos de integracao do kDNA, apresentando uma diversidade de minicirculos com
potencial de integracdo de uma gama de amastigotas intracelulares em diviséo.
Como consequéncia, 0 genoma de uma célula infectada pode exibir integracdo em
um locus preferencial, enquanto outra célula também pode ter seu genoma invadido
no mesmo locus, contudo, com integracdo de outro minicirculo de topologia
diferente. A diversidade imensa da populacdo de cerca de 20 mil minicirculos,
possibilita, inclusive, mutacdo no mesmo locus com minicirculo de kDNA de
topologia diferente em células somaticas e germinativas. Por ser um individuo com
potencial de apresentar alto nivel de heterogeneidade de mutacdes, a pessoa
infectada com o T. cruzi pode ser um mosaico genético, segundo 0 conceito
considerado por De (2011). Dessa forma, a diversidade de integragcbes que pode ser
encontrada em um mesmo locus genético de um individuo infectado dificulta o
achado do mesmo minicirculo de KDNA que teria sido herdado a partir de uma célula
germinativa que estava exposta a um numero incontavel de minicirculos. A
compreensao para este fato € encontrada no conhecimento de que em cada

fecundacdo os gametas carregam mutagdes com minicirculos de kDNA que tendem
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a diversidade sem limite conhecido. Essas explicacdes podem ser ilustradas pela
diferenca entre a regido de kDNA identificada no clone MBH48, do parental nDNA
positivo, 1466, e dos seus dois netos apenas KDNA positivos, 1470 e 1471, como
verificado no alinhamento da Figura 13.

Outra sugestdo para elucidar as diferencas encontradas nos KDNAs de
individuos aparentados é pela via da mobilizacdo de elementos transponiveis
situados nas regifes flanqueadoras a integracdo que, por hitchhiking, altera o sitio
original da insercdo do DNA exdgeno (Simbes-Barbosa e cols, 2006; Hecht e cols,
2010). Os eventos identificados nas quimeras das Figuras 11 e 19 apresentaram
entre as regides flanqueadoras, sequéncias de genes e de elementos transponiveis,
indicando a possibilidade de mobilizacdo dos elementos para os sitios génicos,
gerando um aspecto de embaralhamento e mosaicismos no genoma hospedeiro.

A mobilizagdo apenas do kDNA integrado, ou de um trecho dele, saindo
do locus de origem e se inserindo em outro local a distancia, pode resultar em
diferencas de KDNAs integrados em um mesmo sitio em mais de um familiar. Essa
mobilizacdo pode ocorrer tanto no parental, como nos descendentes. Um mesmo
minicirculo de KDNA, reconhecido pela sua regiao variavel, foi identificado disperso
no genoma de quatro irmdos da geracao F2, sendo que os eventos de integracao
detectados mostraram cromossomos diferentes em cada um desses individuos
(Figura 28), sugerindo a mobilizacdo do DNA exdégeno herdado. Também foram
identificados eventos em que clones de um mesmo individuo, apenas kDNA positivo,
apresentaram minicirculos com a mesma regido variavel, integrados em
cromossomos diferentes. Outra sugestdo de mobilizacdo do kDNA pode ser ilustrado
pelo clone MBH287 demonstrado na Figura 20. Existem duas possibilidades que
podem ter resultado na presenca de duas regifes de kDNA flanqueando uma
sequéncia de DNA humano. Ou dois eventos independentes de integracdo
ocorreram neste locus ou um segundo KDNA se deslocou para uma regido de DNA
humano proxima a outro minicirculo ja integrado.

A diferenca apresentada entre minicirculos de kDNA integrados no
mesmo locus de um individuo também pode sugerir a ocorréncia de recombinacéo,
homologa ou néo, ou de algum tipo de rearranjo, como pode ser visto nos clones da
Figura 21, em que o caso 1956 apresentou dois clones com KDNA diferente no

mesmo locus, enquanto que o 1957 apresentou trés clones seguindo este mesmo
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padrdo. A troca de informacdo genética entre sequéncias de DNA resultante de
eventos de recombinagdo acontece normalmente no genoma, como por exemplo, no
crossing over entre cromossomos homologos, gerando variabilidade genética. J& os
rearranjos cromossémicos podem resultar em duplicacdes, delecdes, inversdes e
translocacdes na estrutura individual de um cromossomo (Pierce, 2004).

Como foi descrito anteriormente, na maioria das integracdes envolvendo o
locus AL732374.14 do cromossomo X observou-se o alto embaralhamento entre as
regides de kDNA e DNA humano (Figura 23). Trechos de kDNA truncados, muitas
vezes com auséncia de regido variavel, foram observados intercalando regides do
cromossomo X contendo L1. Possivelmente as altas curvaturas, demonstradas pelo
grafico da Figura 23C, podem ocorrer pela repeticdo em tandem de regibes
conservadas de KDNA duplicadas, sugerindo que essas regides estao
estruturalmente dobradas, formando alcas, propiciando alto potencial de rearranjo
entre trechos de KDNA e do L1, j& que regides de DNA repetitivos, incluindo classes
de elementos transponiveis, sdo substratos para eventos de rearranjo cromossémico
(George e Alani, 2012).

Na Figura 17 € possivel verificar que o clone MBH381, do parental 1461,
apresenta picos repetitivos na regiao que se refere ao KDNA. Essas regides foram
identificadas como sendo apenas regidao conservada sugerindo a ocorréncia de uma
delecado das regides variaveis entre as trés regides conservadas, ou a ocorréncia da
delecdo de uma regido variavel e a subsequente duplicacdo da regido conservada. A
presenca de altos picos de curvatura nas regides do kDNA sugere que o clone
MBHA430, da filha 1471, perdeu a regidao destacada na Figura 17A, possivelmente
pela alta instabilidade apresentada por essa estrutura de DNA, ja que regides de
dobra estédo bastante associadas a eventos de mutacdes, deleces e recombinacdes
(Barbosa e cols, 2008). Ademais, outra diferenca apresentada entre os clones de pai
e filha, demonstra que na regido do KDNA deletado, ocorreu uma translocacao de
uma parte do cromossomo 12, ou uma mobilizacdo de um elemento mével, contudo,
por ser um flaco do DNA hospedeiro que consta como indeterminado, ndo ha como
sugerir um mecanismos operacional (Figura 16).

Com o objetivo de aproximar as buscas por eventos de fixacdo do
minicirculo de kDNA em um mesmo locus, as Familias C e D foram selecionadas

para a tpTAIL-PCR especifica para o gene do RO1.17. Os resultados apresentados
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por essa metodologia adaptada nao diferiu do observado pela técnica convencional
com iniciadores para L1, contribuindo com a hipétese das integracdes de kDNA
apresentarem um padrao preferencial de heranca ndo Mendeliano. Os minicirculos
integrados nos clones da Familia C apresentaram diferencas topoldgicas (Figura
25), entretanto, uma das quimeras da parental 1457, apresentou alta similaridade do
KDNA identificado em dois clones da descendente 1471. Os clones da Familia D
apresentaram alta variacdo na sequéncia de kDNA integrado, inclusive entre clones
de um mesmo individuo (Figura 26), cujas sequéncias de kDNA bastante truncadas,
exibiam as regides conservadas de kDNA e redugdo do tamanho ou auséncia das
regides variaveis, sugerindo que essa variacdo do kDNA decorreu ou por sucessivos
e independentes eventos de rearranjo em cada um dos individuos, ou da heranca de
minicirculos diferentes.

Dos 194 clones totais obtidos pelas duas variacdes da tpTAIL-PCR, 89
clones representaram eventos Unicos. Nos 105 clones remanescentes foram
identificados eventos de integracdo do kDNA distribuidos em sete loci em que o sitio
de integracdo se repetia entre individuos consanguineos. Destes clones incluidos no
estudo da heranca do kDNA, um total de 15 quimeras (14 %) representaram eventos
sugestivos de heranca Mendeliana da mutacdo do kDNA, com conservagao da
regido humana, da micro-homologia e da topologia do KDNA integrado. Essa
frequéncia é considerada baixa quando comparada aos demais casos (86%) que
apresentaram um padrdo de heranca nao conservada do DNA exdgeno, onde a
mutacdo do KDNA, apesar de manter-se ho mesmo locus, apresentava divergéncias
na topologia do kDNA integrado.

Com a frequéncia de integracbes de KDNA apresentando um padréo
indicativo de heranca ndo Mendeliana indicado pela alta divergéncia entre as regibes
de kDNA do parental e das progénies, sugere-se que eventos de fixacdo da mutacao
do minicirculo de KDNA integrado originalmente no parental chagasico sédo raros.
Contudo, os alinhamentos ilustrados nas Figuras 15, 21 e 23 mostram que a mesma
mutac&do de KDNA identificada no parental foi encontrada em seu(s) descendente(s),
indicando a transferéncia vertical do minicirculo. Além disto, a Figura 13C ilustra o
mesmo kKDNA herdado entre dois irméos, indicando que este minicirculo teve origem

no mesmo parental. Desta forma é notado que existem casos em que o KDNA
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herdado é transferido para a progénie de forma conservada e a mutacao resultante
da sua integracao é fixada no genoma da familia.

5. ASPECTOS DA HERANCA NAO MENDELIANA

O avanco progressivo da ciéncia e da tecnologia proporcionaram
metodologias que permitiram conhecer intrinsecamente a organizacdo celular, a
conformacao estrutural de moléculas, a interagcdo dos sistemas celulares, assim
como, a constituicdo genética de muitas espécies através do sequenciamento de
genomas. Conhecendo cada vez mais as caracteristicas genéticas, os estudos
relacionados a heranca ganharam forca, e variacdes do padrao classico de heranca
descrito por Mendel foram sendo documentados.

A revisdo do conceito de dominancia, acrescentando a dominancia
incompleta e a co-dominancia; o efeito materno; a heranca de material genético
extracromossOmico; a epigenética; a interacdo génica entre loci diferentes; e, a
epistasia, sdo exemplos de heranca que evadem do padrdo classico Mendeliano,
pois a influéncia de um alelo sobre o outro, a origem parental do alelo, entre outros
fatores, afetam diretamente o modo como 0s genes sdo expressos em fendtipos,
resultando em progénies com caracteristicas genéticas herdadas diferentes dos
parentais (Heyningen e Yeyati, 2004; Pierce, 2004; Oliveira, 2012).

Mesmo sendo classificados como heranga n&o Mendeliana por
apresentarem alteracdes que diferenciam a prole dos seus genitores e que
modificam a frequéncia fenotipica esperada, 0s casos descritos acima sao
resultantes de alteragcbes na expressdo génica, sem que haja modificacdo da
configuragdo estrutural priméaria do DNA parental. Diferentemente dos casos
descritos acima, no presente estudo, as mutacbes de KDNA observada nos
ancestrais diferem, em sua maioria, daquelas encontradas nas progénies, tanto nos
loci de integracdo, quanto na topologia do minicirculo integrado, demonstrando uma
heranca néo conservada do kDNA, sugerindo heranca ndo Mendeliana.

A predominancia de integragdes dos minicirculos de kDNA em sitios de
elementos transponiveis pode ser um fator a contribuir com a heranca néo

Mendeliana dessas mutacdes. As transposicdes de L1 em células somaticas séo
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modicacOes adaptativo-evolutivas que contribuem para a variabilidade das mutages
de kDNA que podem se mobilizar via hitchhiking, gerando mosaicismo somatico no
hospedeiro. Ademais, em modelos experimentais transgénicos foi verificada a
expressdo de RNA e a presenca de proteinas de retroelementos L1 de humanos e
camundongos, em células do estagio inicial do desenvolvimento embrionério, e, em
menor proporcdo, em células germinativas, sugerindo que a retrotransposicao em
humanos acontece majoritariamente no estagio embrionario inicial (Kano e cols,
2009), podendo gerar mosaicismos somatico e germinativo (van den Hurk e cols,
2007).

Outra proposta deste estudo para tentar compreender a maneira pela qual
0 kDNA esta sendo herdado propde a hipétese do kDNA se comportar como um
gene egoista. Os elementos genéticos egoistas (selfish genetic element - SGE) tém
a caracteristica de aumentar sua prépria frequéncia em relacdo a todo o resto do
genoma de um individuo, apresentando uma tendéncia de se multiplicarem durante
a meiose, tornando-se super representados na geracao seguinte, apresentando um
padrdo de heranca ndo Mendeliano (Werren, 2001). Sendo um gene egoista, talvez
0 kDNA se comporte como os genes HEGs (Homing endonuclease genes) que em
algum casos apresentam uma heranca de quase 75 a 90% da prole (Giraldo-Perez e
Goddard, 2013), similar a alta frequéncia observada na heranca do kDNA. Como é
possivel perceber, dentro deste conceito de gene egoista se encaixam também os
elementos transponiveis que, por apresentarem a habilidade de “cépia”, acumulam
no genoma. Talvez, a associacdo do KDNA com os TEs também promova a
multiplicac@o egoista do DNA exdgeno.

A variabilidade de eventos de mutacdo por integracdo de kDNA que um
individuo infectado estd susceptivel, associada a fatores mutagénicos, como a
mobilizacdo do KDNA via hitchhiking de L1, juntamente com a hipétese do KDNA se
comportar como um gene egoista, geram individuos mosaicos e ampliam de uma
maneira incomensuravel, a diversidade genética nos chagasicos e seus
descendentes, sugerindo um padréo de heranga ndo Mendeliano, com modificacdes
na estrutura primaria das mutacdes de kDNA, cuja disseminac¢&o na populagcédo pode

ocorrer sem limite conhecido.
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VI CONCLUSOES

Até o presente momento ndo foi possivel elucidar a importancia relativa
das inumeras mutactes de KDNA e suas possiveis consequéncias fisiopatologicas.
A identificacdo e caracterizacdo das regides flanqueadoras permitiram detectar a
presenca de DNA exdgeno em regides génicas sugerindo um potencial mutagénico
para este DNA. Esse contexto indica que o0s eventos de insercdo podem gerar
implicacbes como rupturas e silenciamento de genes, alteracdes na expressao
génica e formacdo de novas ORFs e proteinas quimeras, gerando alteracbes
genéticas que podem desencadear a disfuncao de diversos genes.

Os padrbes observados nos sitios de integracdo deste estudo indicam
haver a preferéncia do kDNA por regifes especificas do genoma humano, assim
como a existéncia de minicirculos com maior tendéncia a integracdo. A elevada
ocorréncia de integracdo em regides sujeitas a mobilizacdo parece ser uma
estratégia que permite potencializar a distribuicio do DNA exdgeno no genoma
hospedeiro, promovendo o potencial mutagénico do kDNA e sua disseminacao,
multiplicando as possiveis consequéncias geradas pelos evento de integracao.

A fixacéo e perpetuagdo do kDNA, transmitido verticalmente as geragdes
sucessivas de uma familia de parental chagéasico foi observada de forma frequente.
Porém, a variabilidade de minicirculos, somada aos recorrentes efeitos de
recombinacdo e mobilizacdo aos quais 0os kDNAs estdo sujeitos, resultaram em um
mosaicismo genético dos individuos mutados, indicando um padrdo ndo Mendeliano
de heranca. Apesar desta observagdo, alguns casos sugestivos de heranca
Mendeliana, com conservacdo do locus de inser¢do e do minicirculo, entre parental
e descendentes, foram identificados.

As descobertas modernas acerca das herancas que ndao obedecem o
padrao classico da hereditariedade, magistralmente descrito por Gregor Mendel, ndo
desmerecem nem invalidam os antigos postulados, mas, sim, agregam
conhecimento acerca das modificagdes e ampliacbes da hereditariedade. De fato, os
conceitos de heranga Mendeliana ndo sao, por si sO, suficientes para explicar a
heranca de todas as caracteristicas genéticas.

O remodelamento do genoma, decorrente de eventos como a
mobilizacdo, a dele¢édo, o truncamento e as translocacdes, promove a diversidade

geneética, e a presenca de KDNA em todos os individuos estudados sugere que esse
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evento recorrente provoca uma constante evolugdo da espécie. Contudo, h4 de se
reconhecer que se herangca Mendeliana fosse Unica e absoluta ndo haveria como
entender a evolucao definida por Charles Robert Darwin como "descendentes com
modificacdo”. A série de publicacdes do Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em
Doenca de Chagas da UnB revela "descendentes modificados" pelo fenGmeno
natural e inexoravel, subsequente a integracdo de sequéncias de minicirculos de
KDNA do T. cruzi no genoma de mamiferos, sujeitos a heranca sem conservacéo do
padrao Mendeliano. A esse respeito, descobriu-se um elo que Jean-Baptiste
Lamarck sugeriu como elemento de pressdao do meio ambiente sobre a evolugéao das
espécies. Ou seja, o T. cruzi € um fator ambiental que une Lamarck e Darwin no
magnifico fenbmeno da evolucdo das espécies, cuja forca motriz € a diversidade
genética. Os remodelamentos do genoma decorrentes de eventos de mobilizagéo,
recombinacao, truncamento, translocacdes e heterose social, sdo fatores endégenos
que promovem a diversidade genética. Porém, sédo os fendbmenos exdgenos de TL e
TV, aqui definidos pela integracdo de minicirculo de kDNA em todos os individuos
estudados, com seu padrédo de heranca ndo conservada que p6e em marcha a saga
constante da evolucdo das espécies, tal como acontece com o0 movimento
incessante dos corpos celestes: As mutacdes de kDNA fixadas em sitios do genoma
e 0s corpos celestes na topografia do firmamento.
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VIl PERSPECTIVAS

O presente estudo permitiu elucidar de que forma os minicirculos de

KDNA estdo sendo transmitidos os descendentes em uma familia com parental

chagasico, demonstrando a importancia da diversidade dos eventos herdados para a

contribuicdo para a evolugdo do genoma humano. Os resultados aqui apresentados

abrem portas para novas investigacdes, possibilitando responder muitas perguntas

gue ainda dependem de mais investigacdo, buscando esclarecer:

Se os loci preferencias de integracdo apresentam uma estrutura

topologia que facilita a entrada do kDNA nestes sitios.

Quais os fatores que contribuem para o mecanismo de integracao
do kDNA e qual o papel das regibes de micro-homologia na
estabilizacdo do kDNA no genoma do hospedeiro.

Se classes de minicirculos de kDNA que tiveram maior frequéncia
de integracdo, sugerindo mais aptiddo a mutacdo, promovem
aumento na estabilidade da estrutura do DNA, proporcionando a

sua fixacao.

Se com a utilizacdo da tpTAIL-PCR especifica para o gene da
Renina é possivel estimar a frequéncia de integracdo neste locus.
A amplifacdo do conhecimento sobre as integragcbes de kDNA
neste gene, visto que mutacbes neste sitio de interesse podem

gerar insuficiéncia cardiaca.

Se a combinacdo de multiplas integracdes, juntamente com 0s
sitios de mutacédo, associa fatores fisiopatolégicos que iniciam as

manifestagdes clinicas.
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ANEXO 1

Tabela Al — Sequéncias de DNA de humano com integracdo de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi

DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?n’:l:no Micro-homologia Ek-\?;\:uAe Id(-lz(r?ti’\tl:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
1-294 _ AATCGAACC/ 0 11 ) AL049875.2
A 1406 MBHIS9  goap5s 286521 crccgeraTACAGCTCCCA 0 00 92% 2e 99% 14 (LINE-1)
139-280 CCCTCCCAAGACTAA/ a3 o 2e 87%
A 1406 MBH178 >3 223337 TAGACCA/ ot o 5e™ 96% X AL&?@?%“
474-546 CCCTCCCAAGACTAA ° 3e® 93%
21 -55 AC234421.2
A 1406 MBH179  137-417 1-137 GACCGCCC 6e 91% le 96% ? (Indeterminado)
-5
A 1406 MBH180  36-188  180-227 CCCTCCCAA Ge 94% 16" 98% 3 AC027296.21
7e (LINE-1)
A 1406 MBH181  183-450  1-189 GAAGGCCC 1" 93% 3e-89 99% 6 NG(E?,SE%M
A 1406 MBH182 35-428 420-467 TTTGAACGCCCCTCCCAA/ 9e* 91% 5e™t 96% 3 AC027296.21
461-526 518-565 ACACCAA/ CCCTCCCAA 5e% 93% 4e™? 98% (LINE-1)
11-186  ATAATGTACGGGTGAGATG/ 21 0 4e™ 93% AC073585.8
A 1406 MBHI183 168411 ,n0 aus5 CTCCCAAGACTA Ge 91% 2¢® 97% 10 (Indeterminado)
784481.1
i 1-323 GAAGGCCCCT/ 20 0 3e™ 98% X (LINE-1)
A 1406 MBHI184  314-716 .43 750 CCCTCCCAAGACTA le 91% 6e™? 98% 3 AC027296.21
(LINE-1)
A 1419  MBH188  197-478  23-182 GAAGGCCCC 46 88% 7¢7 96% 18 AC079052.4
(Indeterminado)
AC079052.4
1-531 516-675 CCCCCCTCCCAAAACC/ 5e® 3e® 97% 18 (Indeterminado)
A 1419 MBHIOL  ge7800  803-865 GAAGGCCCC 7ot 94% 8% 46 94% 9 NG._008246.1

(Indeterminado)
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DNA DNA
humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade

- . DNA A ; kDNA kDNA
Familia  Paciente Clone kDNA MUTANG Micro-homologia E-value Identidade

AC129028.3
A ute  MBros 74222 12-92 Cchgggg;égﬁiggfccm 26 86% 26?7 96% " (Indeterminado)
248-432 212-263 CTCCGG 6e™ 80% 4 100% NG_031854.1
(Gene)
1-530 CCAATGGAACCTCTCCTCC 1e% 86% 15 0 NG_031854.1
A 1419 MBH206 562,663 508-561 TGTG 30° 57% 2e 98% 12 Gene)
AC018522.7
A 1419 wBhoas | 90-239 11-98 GAAGCCCCC/ 160 o Tew 1% 99% 18 (ERV)
345-781 240-363  GAAGCCCCCTCCCAAAACC 2e® ° 0 2e™ 97% 1 NG_012122.1
(Gene REN)
AL356580.13
i . 9 13 (SINE)
A oo MBHigs 209292 21933_242465 GACGCCCCCTCCCAAAAC/  5e-11 98% gzgg g;of o DQ835666.1
430-608 PSRl GAAGCCCCCTCCCAAA le-11 98% 26113 990/‘; ; (Indeterminado)
AC011992.3
(Indeterminado)
A 1420  MBH194 1538  523-619 CCACCCCAAAGGTTGA 6e™° 98% 467 89% 11 AC239832.3
(Indeterminado)
CTACAGTCCCCA/ AL4(5E0£\7/)2'14
20-109 98-226 TGAAGCCCCCTCCCA/ 2e® 98% 2e™ 97% X AL391056.25
A 1420 MBH198 212-310 302-357 CAGTCCCCA/ 1e” 80% 8e™ 95% 9 (In determina do)
345-401 392-488 GACGCCCCCTCCC/ 5e™° 90% 562 88% 11 AC139749 4
CCACCCCAAA (Indeterminado)
TACACCAA/ s
1-44 25 5e 91%
37-380 CCTTCCCAAGACTAA/ le 95% a2 . AL732374.14
A 1420 MBH200 27 633 2?8:‘;22 TACACCA/ e 94% 22.37 ggof’ X (LINE-1)
CCCTCCCAAGACTAA 0
6
38-156 141£f12557 TAiéggAAésgicT:iggﬁ/AG/ Ze'ii 91% 41:'37 352 AL732374.14
A 1420 MBH203 igé:g% 393-440 CCCTCCCAAGACTAA/ o gjﬂf 26 94% X (LINE-1)
575-647 TACACCAA / CCCTC ? 6e? 96%
A 1420  MBH225 1-263 260-420 AACC 2e® 74% 46 93% X AL732374.14

(LINE-1)
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DNA DNA
humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade

- . DNA A ; kDNA kDNA
Familia  Paciente Clone kDNA MUTANG Micro-homologia E-value Identidade

AL732374.14

A 1420 MBH226 1-634 631-791 AACC 6e™ 80% 9e® 93% X (LINE-1)
A 1420 MBH227 1-602 603-828 - 3e? 80% 6e™ 92% X AL732374.14
(LINE-1)

1-36 ] 26 . 15 . NG_009261.1

A 1420 MBH231 i o0 37-92 GAAGCCCCCTCCC 2e 88% 5e 96% 7 (IndSiominadc)
B 1488 MBHO1 1-263 246-719  ACCAACCCCAATCGAACC 2e® 84% 0.0 99% 12 ACO?:E’S“'ZO
15-185 26 w0 AC012596.4

B 1488 MBH104 oSS 174202 CCCAATCGAACC ge 88% 1e 98% 7 RV 6 LINED)
B 1488 MBH109  190-472  6-199 GACCGCCCCT 4™ 84% 1€ 97% 10 A((:|?||2\|6Ezi?'5
20-239 1e® 87% -49 0 AC012596.4

B 1491 MBHO3 202 228-346 CCCAATCGAACC roa oo 2e 98% 7 (UNEL o trw)

B 1491  MBH117  148-430 15-151 GAAG 3e10 84% 16 99% X (égfgi%ggpll)
21 -105 CR936913.7

B 1492 MBH09 1-199 191-414 GGGAGATGC 1e 92% 4e 99% 6 (Indoterminado)
B 1492 MBHI0 1687  684-845 AACC 3¢ 88% 46 96% X ALJ_‘T’,%‘Z_ZS“
B 1492 MBH14 1-263 246-719  ACCAACCCCAATCGAACC 2e® 84% 0.0 99% 12 ACO?:ES“'ZO
B 1492 MBHI28  848-1180  5-906 GAAGGCCCC 3e™ 84% 0.0 99% 2 (Gﬁ%(g‘?:i'li)

CCCAATCGAACC/ "

1-376 le 100% 40 . AC012596.4

B 1493 MBH2L 370 365.483 ACAGCTC%GC%'LCTACAGCT 102 A 1e 98% 7 RV & LNED)
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DNA DNA

Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
26-240 2e% 88% 4 0 AC012596.4
B 1493 MBH135 o0, 229-347 CCCAATCGAACC 62 88% 5e 97% 7 (ERV e LINE-1)
B 1493 MBH138 1-389 378-496 CCCAATCGAACC lett 100% 1e™ 98% 7 (E';(\:/Oi?z%f"l)
B 1494 MBHIS4 30177 40 TACACCAA 267 96% 26 97% 5 A((:|_l||2\|g|z7-11:;)'1
AC007917.15
i 8-63 24 0 2™ 96% 3 (Indeterminado)
B 1386 MBH27 55-501 493.580 GAAGCCCCC le 87% ppc 57% a NG, 012005.1
(LINE-1)
CAGTCCCCA/ 25
1-487 _ % 87% 100 0 AP001685.1
B 1386 MBH28 o0, 479-720 GAGGcccciTTCCCAAAACC a2 850% le 98% 21 (ERV)
AC009307.4
GAACCC/ 22 27 2 ;
B 1386 MBH31 82-463 3-87 ACAGTCCCC/ 2e 3 86% 8e_13 96% (Indeterminado)
495-615 455-510 GAACCCOCCTCOCAAA le 89% 3e 95% 14 AL121839.3
(Indeterminado)
21-176 165061 TCCCAAGACTAA 4 94% 3e™? 100% NG_012005.1
B 1386 MBH32 202-269 TACACCAA/ 10 . o ) 8 ~
308387 270-314 AGACCAA 2e 94% le 96% (LINE-1)
20-210 CCCCTCCCAA/ ACACCA/ 5e% 94% 38
B 1386 MBH35 243302 20024 ACGCCCCTCCAA/ 16 90% o oo X AL(7L3|§|?57.‘11514
496-646 ACACCAA 3e™® 90% ?
B 1386 MBH39 355711 1-364 GAAGCCCCCT 6 75% 1€ 98% 9 AC243410.2
(Indeterminado)
B 1389 MBH43  70-313 7-74 ACACC 267 94% ge’ 89% X ALJ_?&E_%M
B 1389 MBH45 1182  172-441 CCCAATCGAACC 467 86% 5% 99% v NG(E?Nollzf)3'3
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
TACACCA/ a1
6-123 24 6e 93%
117-274 CCCTCCCAAAACTAA/ 94% s . AL732374.14
B 1389 MBHAT 300457  260-307 TACACCAA/ 46 94% le 88% X (LINE-1)
443-586 CCCTCCCAAAACTAA 2e 94%
1-204 : ACCAACCCCAATCGAACC / 10 0 0 AC084364.20
B 1389 MBH48 . %04 187-657 CATATAGCATCTCA 2e 89% 0.0 99% 12 (AlL)
TACACCA/
117-374 7-123 CCCTCCCAAGACTAA/ 6e* 94% 5e® 92% AL732374.14
B 1389 MBH49 471-628 360-477 TACACCA/ 6e” 94% 2e® 95% X (LINE-1)
725-853 614-731 CCCTCCCAGACTAA/ 3e® 91% 4e™® 92%
TACACCA
ATACACCA/ 36
7-124 2 le 91%
118-274 CCCTCCCAAGACTAA/ 5e 93% 2 . AL732374.14
B 1389 MBRSL 327504 200332 TACACC/ 562 93% o o X (LINE-1)
CCCTCCCAAGACTAA
5 1389 VBHS3 1-410 400-467 ngfgggﬁfgf’ 76 84% 7e0 91% " NG_031854.1
458-640 630-683 CCAATGGAACE 1™ 79% 3e™ 96% (Gene)
CTCCGGTGTACAGCTCCCA/ N " AC096768.3
10-211 CCAATGGAACC/ 4e 87% 1e 98% 4 (ERV)
B 1389 MBHS4 193672 g6r729  CCTCCGGTGTACAGCTCCC — 2¢™ 96% ge™ 91% 12 NG_031854.1
ATCT (Gene)
16-85 Al CCCTCCCAAGACTAA/ 13 0 2e* 96%
B 1380 MBHS5  >208 204276 TACACCI 20 P 16 97% X ALJ_‘T’,%ES_%“
414-486 CCTTCCCAAGACTAA ° 5e% 95%
TACACCAA/ o
1-45 24 2e 96%
38-194 CCTTCCCAAGACTAA/ 5e 94% 22
B 1389 MBHS6 247403  2002%2 TACACC/ 167 95% 78 o X A"Zjﬁf;‘l‘jl“
456-612 £98-670 CCCTCCCAAGACTAA/ 1e® 95% 76722 950/"
TACACC/ TCCCAAGACTAA °
1-365 336-451 4e™ 7e*! 94% AL732374.14
B 1474 MBH57 426.598 £55-680 ACACCA/ CCTCCCAAGAC 6 78% 93% et 95% X (LINE-1)
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
TACACC/ 16
7-74 5 2e 89%
69-185 CTCCCAAGACTAA/ 2e 91% 10 . AL732374.14
B 1474 MBHSO 211612 173218 TACACCAA/ 262 91% 00 u o X (LINE-1)
CCCTCCCAAAACTAA °
1-355 CTCCCAAGAC/ TACACCA/ 2e% 85% 40
5 e veheo | 455712 29098l cTcCcAAGACI TACACCA!  1e® 87% e e « AL732374.14
812-925 014.1031 CCCTCCCAAGAC/ 4e 90% 263 95%‘: (LINE-1)
1025-1169 TACACCA 5e% 91%
CCCAATCGAACC/ 9 48
1-174 163-281 2e 95% 8e 97% AC012596.4
B 1re - MBHOZ - o63748  73p.8a1  CTCCOSICTACAGCICCCAT  gew 91% 36 97% ! (ERV e LINE-1)
AC078793.13
1-152 CCAACACCAACCCCAATCG 1e° 98% 3 (Indeterminado)
130-570 AACC/ CTCCGGTGTACA/ 20
559-654 2e 92% 0.0 98% AC012596.4
B 1474 MBH63 225795 642-760 CCCAATCGAACCC/ fe22 98% et 98% 7 (ERV & LINE-1)
839.1070 796851  CTCCGGTCTACAGCTCCCA/ 5 93% 7 NG 0092611
GAAGCCCCCTCCC (Indeterminado)
1-219 CCCAATCGAACC/ 28 . 50 . AC012596.4
B 1474 MBHOS 358355 208326 crccgaTeTACAGCTCCCA M€ 92% re 98% ! (ERV e LINE-1)
1-426 CCCAATCGAACC/ 6e® 88% 49 0 AC012596.4
B 1474 MBHB6 15600 #1953 crcceaTeTACAGCTCCCA  96° 94% le 98% ! (ERV e LINE-1)
1-57 10 5¢”° 84%
62-121 ATAACGGGCTTTGATAC/ 93% 45 AL513128.11
B 1474 MBH70 118-319 22 le 83% 10
321-645 637697 AACC/ CCCTCCCAA 7e 87% Bt 885 (LINE-1)
ATATCACACCAACCCCAATC 2 23 AC020783.8
B 1487 MBH73 1-600 577-674 GAAC 6e 88% 2e 87% 8 (LINE-Le LTR)
1-263 7e™% 95% 24 AL732374.14
B 1487 MBH74 407558 260-409 AACC/ GTT 1o 97% 4e 94% X (LINE-1)
) 260-336 7 0 9 90% AL732374.14
B 1487 MBH75 1-263 363.491 AACC 6e 89% e 04% X (LINE-1)
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
9-294 1e” 0 . 40 0 AL773541.6
B 1487 MBH76 404.533 312-410 GACCGCC 62 93% 89% 7e 99% 6 (Indeterminado)
20 49 AC012596.4
B 1487 MBH78 11-738 727-845 CCCAATCGAACC 2e 93% 2e 98% 7 (ERV e LINE-1)
B 1487  MBHS2  39-444 1-45 ACACCAA 3e% 94% 3™ 100% 8 N(B(E?,ié?f)f"l
1-115 ACACCAA/ 2e*° 94% X AL(T_‘T’,EI?%M
B 1487 MBH84 162-299 120-169 CCCTCCCAAGACTAA/ 1e® 80% 5e™ 93% A NG 012005.1
285-402 ACACCA 1e™ 94% — :
(LINE-1)
TACACCAA/ 12
38-194 1-45 27 0 2e 100% NG_012005.1
B 1487 MBH86 597280 189297 CTCiCéﬁéCéﬁ(p:\TAA/ 3e 97% 1o 1% 8 (LINE-D)
FP325312.10
27-401 GAACGCCCCTCCCAAAA/ -18 o 0.0 98% 16 (LINE-1 e Indeterminado)
B 1487 MBH87 385584 573645 CCCTCCCAAAAC 2e 89% 3e? 95% X AL732374.14
(LINE-1)
1-48 4e* 100% 60 o AC011497.6
B 1487 MBH88 185502 59-196 GAAGCCCCCTCC ge?® 90% 5e 99% 19 (LINE-1)
B 1487 MB89 173510  40-185  GAAGCCCCCTCCCAAAACC 3¢ 93% 56 97% 14 FJS(ljﬁ)SS'l
B 1487 MBH90  206-611 43212 GAAGCCC 262 91% 56 100% 16 Acoo721e(3Ai|JA)\coo7216
1-26 41-191 GAAGGCCCCTCCCAA/ 17 62 96% AL606843.16
B 1487 MBH92 177055  243-303 CCCTCCCAAAACC 2e 95% 26t 89% 1 (LINE-1)
CCTCCCAAAACCAAACC/
B 1487 MBHO3 62-248 231-303 TACACC/ 18 93% 20 93% X AL732374.14
298-475 461-533 CCCTCCCAAAACCAA/ 8e'™® 92% 6e? 95% (LINE-1)
CACC
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DNA DNA
humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade

- . DNA A ; kDNA kDNA
Familia  Paciente Clone kDNA MUTANG Micro-homologia E-value Identidade

1-48 3¢ 100% 5 . NG_026271.1
B 1487 MBHo4 %8 52200 GAACGCCCCTCCCA s o 2e 95% 18 (NS
AL138799.9
37-457 20 1e™%® 86% 1 (Alu)
B 1487 MBHOS 478678 17 CCCTCCCAAAACC 1e 91% 2w oo i ACOLeo0 16
(LINE-1)
B 1487  MBH96  39-231  219-201 CCCTCCCAAAACC 26 88% 3e% 95% X AL(T_?&I?S_%“
AC011495.8
1719 GACCGCCCCTCCC/ 10 . 0.0 99% 19 (Alu)
B 1487 MBHO7 — 707-789 95 834 CCTCCCAAAACCAAA Se 95% 5612 90% 12 AC068794.25
(LINE-1)
1-301 8e’™’ 90% 132 o NG_001153.3
c 1466 MBH338 0L 271537 CCAATCGAACC/ G poos o 2e 99% Y CNED
c 1466 MBH340 1292 282551 CCAATCGAACC 1e™ 100% 1e7% 99% v NG(I?NOE}%?’S
c 1466 MBH341 1284  274-543 CCAATCGAACC 2™ 81% B 99% v NG(E?,Sllzf)m
] . 2 . a3 ) AC078793.13
c 1467  MBH347  1-804 788-840  CCAACCCCAATCGAACC % 89% 5e 96% 3 (ndotomminada)
1-558 . . 0 . CU638690.5
c 1467 MBH348 %0 547664  CCCAATCGAACC/ CTCC 3e 88% 4e 83% 21 (Indetermineco)
1-230 AACC/ 3e” 94% 161 AC236972.3
¢ 1467 MBH349 531655 217547 CTCCGGTGTACAGCTCC se™ 94% 9e 98% X (LINE-2 & ERV)
1-91 CAGTCCCCA/ 3e® 71% 66 AC106825.2
¢ 1467 MBH352 555759 83232 GAAGCCCCCTC 9e” 97% se 99% 5 (LINE-2)
1-412 GAACC/ 6e® 71% 107 AC119039.2
c 1467 MBH354  ga579,  408-650 GACGGCCCCTCCCAAA 26 95% 6e 96% 3 (LINE-1)
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DNA DNA
humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade

- . DNA A ; kDNA kDNA
Familia  Paciente Clone kDNA MUTANG Micro-homologia E-value Identidade

C 1467 MBH355  229-735 1-248 CAGAACCCCCCTCCCAMMA 12 91% 1e® 97% 6 AL035469.7
c (LINE-2)
C 1467 MBH356 210-948 1-228 GACCCCCCCTCCCAAAACC 7% 71% 1e™% 100% 2 AC?SS%B'5
1-132 2e™ 94%
126-236 _ ACACCAA/ CCCTTCCCAA/ - ) o . AL355974.19
< 1407 MBHISS 569088 22327 ACACCAA/ AACC se 96% 2 e 13 (LINE-1)
91-110 ACACCAA/ AACC/ 2610 100% AL355974.19
234-357 1-97 ACACCAA/ 96 98% 3e® 95% 13 (LINE-1)
c 1467  MBH360 107-240  CCCCTCCCAAGACTAAACC 10 o 18 o
377-396 2 100% 6e 95% 2 AC010983.9
S oae 393526 AGGA/ ACACCAA/ AACC/ o0 100%¢ (LINE-1)
ACACCAA/ AACC
CCCTCCCAAGACTAAACCA
1-120 99-146 GGA/ ACACCAA/ AACC/ 5 24
3e 96% le 94%
140-159  156-289 ACACCAA/ 40 24 AL355974.19
¢ 1467 MBH364 553407 386433  CCTTCCCAAGACTAAACCA gg-za 3222 12eeg ggﬁ;‘; 13 (LINE-1)
570-675  443-576 GGA/ ACACCAA/ AACC/
ACACCAA
c 1461  MBH381  73-576 1191  CTCCGGTGTACAGCTCCCA 262 93% 2e7 96% 12 AC129028.3
(Indeterminado)
CTACAGTCCCCA/ 4
1-190 6e 98% 50
193-321 GAAGCCCCCTCCCA/ » . 2e 96% AL450472.14
¢ 1461 MBH383 294536 a3 566 CTACAGTCCCCAT/ 2e 100% 16 94% X (ERV)
639-898 GAAGCCCCCTCCCA Ge 98%
CTACAGTCCCCA/ 4
1-190 6e 98% w0
179-307 GAAGCCCCCTCCCA/ 4 2e 96% AL450472.14
c 1461 MBH386 294535 5652 CTACAGTCCCCA/ 2. 100% 167 94% X (ERV)
639-898 GAAGCCCCCTCCA 6e 98%
TCGGCCAAAG/ 12 AC093166.6
7-400 2e 100% 87
c 6l MBH3ST  Sroony 391579 GACCGCCCCT/ oot i 3¢ 99% 2 (ERV)
746-840 CTACAGTCCCCA/ ” 2e 99% 17 AC016889.28
832-1119 9e 98% :
GAGGGCCCC (Indeterminado)
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
91-242 1-91 Al CTCCCAA/ TACACCAA/ 1e¥ 87% 9e® 93%
c 1461 MBH3gg 274392 236-281 CCTTCCCAAGACTAA/ 5e% 88% 9e™ 96% » AL732374.14
446-642 378-450  ACACC/ CTCCCAAGACTAA/ 2e 95% 4e™® 93% (LINE-1)
669-868 630-675 ACACCAA 1e™ 94% 9e™ 96%
TACACCAA/
38-156 1-45 CTCCCAAGACTAA/ 8e™® 90% 1e® 91%
TACACCAA/ TACACCAA/ a7 7
182-300 144-189 TAGACCAA. f 2e 92% 4e 91% AL732374.14
C 1461 MBH393  326-443 288-333 COCTCCCAAAACCAA! 5e% 92% 4e” 91% X (LINE-1)
496-614 429-501 TAGAGE 2e'j; 92% 9e'272 95%
- - " 0, . 0,
640-760 602-647 ICTCCCAAGACTAA! 7e 97% 4e 91%
TACACCAA
1-322 10 98% 29 0 AL732374.14
C 1470 MBH396  ,-°C70 319-480 AACC/ GTCTTGGGAG 32 7% 2e 93% X (LINE-1)
C 1470 MBH398 1-383 371-484 CCCCAATCGAACC 9e% 97% 5% 99% 21 0?3%25_81;.7
CCAACCCCAATCGAACC/ 12
c 1470 MBH404 %2 135586  CCCCGACACTCTCCGGTGT — gou 100 0.0 97% 19 A(EL1|?\|SE4-71:;'1
ACAGCTCCCATCTCC ?
1-502 CCCAATCGAACC/ 1e”® 73% 48 AC012596.4
¢ 1470 MBHA05S  gg1751 491609 ~recGGTGTACAGCTCCCA 3¢ 92% re 9% 7 (ERV e LINE-1)
1-244 TCTCCGGTCTACAGTCCCC 5e% 86% 6 0 NG_017035.2
¢ 1470 MBHA06 57150, 225382 Al GACGCCCCCTCC 6e® 93% 2e 9% 1 (indeterminado)
1-260 247-318 GTCTACAGTCCCCA/ 8e ™ 82% e 99% 6 A"3(5E9§3§)'16
C 1470 MBH409  314-411 g GACGG/ CAGTCCCCA/ 2e™ 93% 162 06 1 NG 032046.1
460-817 GACCGCCCCTCCCA 8e™ 83% ° (TINE-1)
115-294 22-114 CCCTCCCAAAGCCAAACC/ 13 92% 4’ 94 AL732374.14
¢ 1470 MBHALS 544 495  277-349 TACACC 16 78% 26 93% X (LINE-1)
-25
1-216 202-274 CCCTCCCAAAACCAA/ 6e” 78% ge? 96%
269387 373445 TACACC 2e 92% 467 93% AL732374.14
C 1470 MBH417 440-557 CCCCTCCCAAAACCAA/ 3e® 90% 23 ; X X
543-615 22 8e 96% (LINE-1)
610-727 216786 TACACC/ 5e 88% 26 97%
781-861 CCCTCCCAAGACTAA/ 3e* 93% °

144



DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Id(-lz(r?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
TACACC/ CTCCCAAGACTA/
TACACC
C 1471 MBH424 1-53 32-163 GGGAGATGCTGTACTTTCT 2e* 84% 2e 95% 14 AL135746.3
GGG (Indeterminado)
1-241 ACAGTCCCCAA/ 1e® 92% - NG_025928.1
¢ 1471 MBHA25  5537g9  231-329 GACCGCC 26 90% le 98% 6 (Pseudogene)
AF311103.5
CAAACGAACC/ 45 113
1-114 105-349 2e 96% 98% 8 (LINE-1)
¢ 1471 MBHA28 531950  941-1059 CTCCSSJE;?S@EECTCCCCA’ 261 96% 26 97% 7 AC012596.4
(ERV)
AC129028.3
74-176 12.92 ~ CTCCGGTGTACGGCTCCCA 90% ge® 94% 12 (indeterminado)
c 1471 MBH430 /  CCCAATCGAACC/ 25 48
266395 165283 1 CoOTOTACAGGTOOCA 8e 86% 4e 97% 7 AC012596.4
(ERV)
ACCCTACACCAACCCCAAT 5
c 1471 MBH431 1-495 487-721 CGAACC/ be 69% 4% 98% 14 AL049875.2
703-797 CTCCeGTo At crecen | 2€ 94% (LINE-1 e ERV)
- -61 0
2212_;3 , 200260  CCCTCCCAAGACTAAACCA gg.el 8202 2e 93% NG 023443 1
C 1471 MBH440 51700 370-430  GGA/ CCTTCCCAAGACTAA/ S 28% 4e'§ 98% 6 TINE-1)
oeee 479628 AACC/ GGCTCTGA o0 100% 6e 96%
c 1460  MBH446  221-444 11232 CTCCGGTGTACA 262 88% et 98% 2 ACO(%S)%'Z
c 1460  MBH447 596747  11-509 cccA 7e” 87% 0.0 99% X A‘ifﬁ\}éf_’%‘?'
c 1460  MBH453 1201 182-396 ~ NCACCAACCCCAATCGAAC 5.2 88% 4% 96% 11 AC090159.12
C (Indeterminado)
c 1460  MBH454 175 60-293 CCACCCCAAAGGTTGA 3e® 89% 2e7 89% 11 AC239832.3
(Indeterminado)
1-95 GTCTACAGTCCCCA/ 8e™ 91% 14 AC016526
¢ 1460 MBHA456 45559, 82146 GACCGCCCCTCCCAAAA 36 93% se 88% 14 (Indeterminado)
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
C 1460 MBH457 1-226 208-439 TCTCCGGTCTACAGTCCCC 1e™® 82% 1e'%® 98% 16 Ac(:glo’\?g_og.s
TCCGGTCTACAGTCCCCA/ 20 NG_007959.1
1273 256419 GAAGCCCCCTCCC/ le oL 4e™ 98% 2 (Indeterminado)
¢ 1460 MBH458 ‘;‘ﬂ:ggg 668-723 CCGGTCTACAGTC/ égj ggf,//“ 1e™ 960/2 7 NG_009261.1
GAAGCCCCCTCCC ° (Indeterminado)
X i 23 0 16 0 AL136529.14
c 1460 MBH460 19-394 376-443 TCCGGTCTACAGTCCCCA le 87% le 93% 1 (Indeterminado)
36-226 1-43 TACACTiAC':’gg/I/CCCA’ 7e% 93% 2e? 95%
329-485 219-335 7e 91% le 94%
C 1460 MBH470  511-553  474-518 T /IgfccéAAﬁAAiTcA&/C y 2e* 90% 3e” 96% X ALJ_‘T’,%‘E%“
745-856 548-751 TACACCAICCCTOCCAA 6e™? 98% 5™ 95%
888-967 848-894 TACACCA 1e™® 89% 1e® 94%
1-48 34-165 CCCTCCCAAGACTAA/ 9e”® 94% 1e® 92% AL732374.14
D 1929 MBH253  166-371 372-498 TACACCA/ 2™ 95% 5e 93% X (LINE-1)
492-649 635-707 CCCTCCCAAGACTAA 4% 90% 72 96%
BC137023.1
569-631 CCCCAATCGAACC/ 27 2e™® 97% 1 (Gene RO41.17)
D 1930 MBH256 1-581 613-707 CTTATTCCTGGTTTAGTCT 3e 90% 3e® 92% X AL732374.14
(LINE-1)
BC137023.1
281-339 CCCCAATCGAACC/ 30 0 3e™ 98% 1 (Gene RO1.17)
D 1930 MBH258 1-293 325-490 CTTATTCCTGGTTTA Se 93% 3e® 93% X AL732374.14
(LINE-1)
CCAATGGAACCT/ 27 0
D 1930  MBH263  2f0 265331  CCGACACTCTCCGGTGTAC .oz e 3¢° 86% 12 NG(giiig’A"l
AGCTCCCATCT 0
1-218 CCCAATCGAACC/ 1e® 95% a6 0 AC012596.4
D 1930 MBH264 547845 207325 rCCGGTGTACAGCTCCCA 262 87% le 9% ! (ERV e LINE-1)
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
1-78 79-236 GACGCCcCcCcTCC/ 5et 98% 2e® 97% (In’\é(é‘t_e?ggggéz)
D 1930 MBH514  225-306 292-364 CCCTCCCAAGACTAA/ 1e'z 91% 2e'§j 97% AL732374 14
359-554 550-620 TACACC 5e 89% 2e 99% (LINE-1)
1-582 TCTCCGGTCTACAG/ 3e® 89% 65 0 NG_017035.2
D 1930 MBHSIS 71584y 569726 GACCCCCCCTCC 5e® 93% 2e 96% (Indeterminado)
1-291 2e® 97% 29 AL732374.14
D 1956 MBH484  o"ooo 288-448 AACC/ TTAGTCTTGGGA ey 90% 7e 93% (LINE-1)
- 19 0,
5 056 mBracs 4117 éggégg CCCTCCCAAGACTAA/ A/ 2 95% Pl giof; NG_023443.1
196-352 436545 CTCTCCCAAGACTAA le 83% 7647 99% (LINE-1)
1-149 150-204 ACACCAA/ CCCTCCCAA/ 2e® 7% 2e® 88% AL732374.14
D 1956 MBH499  198-388 380-452 ACACC/ e’ 83% 2e™ 90% (LINE-1)
448-664 650-848 CCTTCCCAAGACTAA 1e?® 91% 2e% 85%
1-175 17
291313 160-290 CCCTCCCAAGACTAAC/ a2 96% 2e 91%
314-429 TAGACCAA/ 1 . 2e"’ 98% NG_023443.1
D 1956 MBH501  422-539 2e 96% 17
=a1.607 526-585 CCTCCCAAGACTAA/ Ee® 92% 2e 97% (LINE-1)
805.884 694-805 TCTGA/ AACC/ A 0 76 96%
b 1957 MBH265 73-840 1-93 GACGCCCCCTCCCAAAACC 5e 2 1% 3628 93% NG_029721.1
AT (LTR)
GTCCCCACCTCC/ 8
1-181 4e 93% 3 AC136605.2
D 1957 MBH269 296793 170-289 GAAGCCCCCATTCCCAAAACC 167 69% 7e 94% (LINE.2)
1-45 TACACCAA/ 82 3e? 96%
38-98 76206  ATTACACCAACCCCAATCG 224 81% 26 100% NG_023443.1
D 1957 MBH273 206-360 5e 92% 1 )
390529 349-396  AACC/ A/ CCCTCCCAAGAC/ e 8704 6e”! 96% (LINE-1)
526-637 ACACCAA/ AACC le 98%
b 1957 MBH274 1-260 242-368  CACCAACCCCAATCGAACC/ 2e™ 83% 20 100% NG_023443.1
368-559 551-598 Al CCCTCCCAA 4e% 72% 5e™ 96% (LINE-1)
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DNA DNA
humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade

- . DNA A ; kDNA kDNA
Familia  Paciente Clone kDNA MUTANG Micro-homologia E-value Identidade

ACACCA/ -
] 38-156 - . 2e 94% AL732374.14
- e' 0) -
D 1957 MBHZ7S 151782 ;o ACACCAACCCCAATCGAAC e 92% o oo X 3287
102 CCCTCCCAAGACTAAACCA 6 ]
: 171-231 GGA/ AACC/ 4e 76% 4™ 97% NG_023443.1
D 1957 MBH278 232323 320431  CTCCCAAGACTAAACCAGG  3e™ 99% e 99% 6 (LINE-1)
AA
AC135012.2
1-614 GAACCCcCccTCCcCcA/ 24 0 0.0 98% 16 (Indeterminado)
D 1957 MBHS3L  60L772 758830  CCCTCCCAAAACCAA te 8% o 96% X AL732374.14
(LINE-1)
BC137023.1
422-465 27 2e™ 100% 1 (Gene RO1.17)
D 1958  MBH279  1-434 PR CCCCAATCGAACC 3e 88% fous o X ot
(LINE-1)
BC137023.1
135-197 CCCCAATCGAACC/ 9 0 3e™® 94% 1 (Gene RO1.17)
b 1958 MBH280 1147 179415  CTTCCTCCTGGTTTAGTCT — °° 95% 26 91% X AL732374.14
(LINE-1)
BC137023.1
710-772 CCCCAATCGAACC/ 28 2e™® 97% 1 (Gene RO41.17)
D 1958 MBH281 1722 754848  CTTATTCCTGGTTTAGTCT € 89% 3e? 93% X AL732374.14
(LINE-1)
D 1958  MBH285  1-206 189-662  ACCAACCCCAATCGAACC  2e% 98% 0.0 98% 12 ACO?/:‘I?S“'ZO
1-668 AACCCCAATCGAACC/ 5e™ 80% 137 o AL137181.8
D 1958 MBH286  g5q4979 ~ 654942 CTCCGGTGTACAGC 3¢ 95% se 98% 6 (indeterminado)
CCAATCGAACC/ 2
1-417 ] 2e 90% 1 ) NG_031854.1
D 198 MBH287 5)lalg 407474 CCTCCGGTGTACAGCTCCC  Ca o00s 4e 90% 12 e
66-482 1-58 CCCTCCCAAGACTAA/ 23 2e™" 98% AC124608.1
D 1958 MBH302 g9 555 468.515 ACACCAA 6e 93% 2¢° 94% 19 (LINE-1)

148



DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Id(-lz(r?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
ACACCAA/ 5
34-310 1-40 25 o 1le 95% AL732374.14
D 1958 MBH303 .o oc 296.368 AACGCCE/c;g(A:géAGACTA le 95% o2 95%% X (LINE-1)
D 1958 MBH304 1-288 276-343 CCCCAATCGAACC 8e® 86% 3e" 95% 1 BC137023.1
(Gene R01.17)
D 1958 MBH473 1-117 109-201 CCCTCCCAA 5 93% 2™ 97% X AL(7L?§|?|’57-$14
N BC137023.1
275-337 CCCCAATCGAACC/ 2 . 9" 97% 1 (Gene RO,.47)
D 2011 MBH305 1-287 319-413 CTTATTCCTGGTTTAGTCT ge 8% 3™ 94% X AL732374.14
(LINE-1)
110-366 1-115 ACACCA/ 26 . 2e 94% AL732374.14
D 2011 MBH30T 450479  354-424  CTCCCAAGACTAA/ ACACC 95% 76 94% X (LINE-1)
BC137023.1
284-346 CCCCAATCGAACC/ 25 3e™ 97% 1 (Gene RO41.17)
D 2011 MBH472  1-296 328492  CTTATTCCTGGTTTAGTCT € 87% 26 94% X AL732374.14
(LINE-1)
y BC137023.1
271-341 CCCCAATCGAACC/ 26 le’ 97% 1 (Gene RO4.17)
D 2015 MBH320 1-291 323-417 CTTATTCCTGGTTTAGTCT de 8% 1e® 93% X AL732374.14
(LINE-1)
N BC137023.1
) 419-481 CCCCAATCGAACC/ 25 0 2e 97% 1 (Gene ROy.17)
D 2015 MBH322  1-431 463628  CTTATTCCTGGTTTAGTCT € 88% 16 96% X AL732374.14
(LINE-1)
D 2015 ~ MBH323 1290  273-894  ACCAACCCCAATCGAACC 6™ 87% 0.0 98% 14 Akflgng_es.z
AC104006.6
AACC/ 24 9 )
D 2015  MBH324  1-225 222-323  11CCTGGTTTAGTCTTGGGA e 95% le,, 95% (LINE-1)
292-496 AGGTGTATGTGT 8e 94% X AL732374.14
(LINE-1)
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Hl?nl:l:no Micro-homologia Ek-\[/);\:uAe Idekr?ti’\(l:lgde humano humano Cromossomo Locus
E-value Identidade
CTCCGGTGTACAGCTCCCA/ ) .
D 2015 MBH328 ool 3 CCCAATCGAACC/ 3¢ 90% s P 7 (L‘I\ﬁé’_llzggé’éfl)
CTCCGGTGTACAGCTCCCA o
D 2015  MBH331  160-858 7-161 GAACCCCCCTCCC 262 88% 5e 99% 2 NG_007959.1
(Indeterminado)
CTACAGTCCCCA/ - AC127034.2
1-232 2e 83% -32
: 221-310 GACCCCCCT/ 75 . 97% 8 (ERV)
D 2015 MBHS33 892339 390-665 CAGTCCCCAG/ o e 3¢ 98% 3 AC026188.6
GAACGCCCCTC (Indeterminado)
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ANEXO 2

Tabela A2 — Sequéncias de DNA humano com integracdo de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi resultantes da

tpTAIL-PCR especifica para o gene RO;.;7 do locus BC137023.1.

DNA DNA
Familia Paciente Clone kDNA Locus RO;.17 Micro-homologia Ek-\?al\\:uAe Id;nDti’:ljgde humano humano Observacgao
E-value Identidade
c 1457  MBH235 1-89 77-307 CCCCAATCGAACC 3e™® 92% 21 100% -
c 1457  MBH236 1-89 77-306 CCCCAATCGAACC 9e™¥° 91% 1e1%° 99% -
C 1457  MBH237 1-175 163-393 CCCCAATCGAACC 3+ 96% 1e™0 99% -
C 1470  MBH240 1-582 570-800 CCCCAATCGAACC 5e% 92% 5e 113 100% -
C 1471  MBH248 1-94 82-312 CCCCAATCGAACC 4e™% 96% 21 100% -
c 1471  MBH250 1-94 82-312 CCCCAATCGAACC 2% 93% 1e™0 99% -
D 1958  MBH480 1-355 339-568 CCCCAATCGAACCACCA 1e? 92% 4ett 99% -
Cromossomo X
1-275 563 95% 114 AL732374.14 (LINE-1)
D 1958 - ) 9 .
MBH48L " o 655-885 CCCTCCCAA/ CCCTC o5 95% 4e 99% 267.326 (26-1%/95%)
496-613 (5e™%/95%)
D 1958  MBH482 1-155 143-373 CCCCAATCGAACC 6e>? 83% 1e™ 99% -
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Locus RO;.47 Micro-homologia KDNA kD.NA humano humano Observagao
E-value Identidade .
E-value Identidade
D 1929  MBH502 1-412 400-630 CCCCAATCGAACC 3e® 93% 7e113 100% -
D 1929  MBH503 1-262 250-476 CCCCAATCGAACC 1e’ 86% 5e ! 100% -
D 1930  MBH506 1-420 408-637 CCCCAATCGAACC 2% 92% 2e112 100% -
D 1930  MBH507 1-300 288-518 CCCCAATCGAACC 3e® 85% 43 100% -
D 1930  MBH508 1-264 252-482 CCCCAATCGAACC 3 92% 2etM 99% -
Cromossomo X
74-190 TACACC/ CCCTCCCAAAACC/ 1™ 91% i AL732374.14 (LINE-1)
D 1930 - ) 9 :
MBHS09 5 45.700 686-916 TACGCC/ CCCCAATCGAACCA 9% 87% 3e 99% 7-79 (9'%196%)
178-250 (5 2°/93%)
Cromossomo 14
1-144 GGGGGAGATGC/ 2 94% 1o AL096869.8
D 1930 - ) 9 .
MBHS510 944-1133 1121-1351 CCCCAATCGAACC 1e™ 93% re 99% (Indeterminado)
134-943 (0.0/99%)
Cromossomo X
1-198 CCCTCCCAA/ TACACC/ 6et 95% AL732374.14 (LINE-1)
D 1930 - ) - 0 .
MBHS1L 557374 435-665 CCCTCCCAAAACCAA 478 92% Se-113 100% 190-261 (1e2/97%)

360-431 (2e21/94%)
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DNA DNA
- . . . kDNA kDNA -
Familia  Paciente Clone kDNA Locus RO;.47 Micro-homologia . humano humano Observagao
E-value Identidade .
E-value Identidade

1-137 CCCTCCCAAGACTAA/ TACACC/  5e™ 92% AL7§;°3n;Zsf:r(r|'_TNXE_1)
D 1930 MBH512  190-307 717-947 CCCTCCCAAAACCAA/ TACACC/ 3™ 90% 2e10 99% 123,105 ( 1624/97%)
i CCCCAATCGAACC -35 9 - 0
360-729 3 oL% 293-365 (4¢/96%)
D 1930  MBH513 1-327 315-545 CCCTAATCGAACC 3 92% 2010 99% -
D 1930  MBH517  74-375 363-592 CCCCAATCGAACC 4 85% 27100 99% -
D 1956  MBH518 1-226 214-444 CCCCAATCGAACC 4 90% 3 100% -
Cromossomo X
D 1956  MBH519  67-732 833-1055 TACACC 56 91% 31 99% AC233279.2 (LINE-1)

22-72 (5e°/90%)
733-818 (1e2%/95%)

Cromossomo X
D 1956  MBH520  1-210 336-566 CCCTCCCAAAACCAA/ 5™ 80% 3e'” 97% AL732374.14 (LINE-1)
196-333 (66 *°/89%)

D 1957  MBH522 1-313 301-530 CCCCAATCGAACC 6e° 94% 31 99% -

Cromossomo X
AL732374.14 (LINE-1)
7-79 (1e%°/93%)
176-293 (7e*/95%)

D 1957 MBH523 74-190 295-525 TACACC/ CCCTCCCAAGACTAA 9e% 90% 2e10 99%
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Familia

Paciente

Clone

kDNA

Locus RO;.17

Micro-homologia

kDNA
E-value

kDNA
Identidade

DNA

humano
E-value

DNA

humano
Identidade

Observagao

1957

1957

1957

1957

1957

MBH524

MBH525

MBH526

MBH527

MBH528

74-191

74-192
245-383

74-230

68-185

74-212
265-456

252-482

444-674

455-685

286-508

446-673

TACACC/ CCTTCCCAAAACCAA

TACACC/ CCCTCCCAAAACCAA/
TACACC/ CCCTCCCCAAACCAA

TACACC/ CCCTCCCAAGACTAA

TACACC/ CCCTCCCAAAACCAA

TACACC/ CCCTCCCAAAACCAA/
TACACC/ CCAATCGAACC

6 e-35

8 e-35
5 e-25

le-25

1 e-36

91%

90%
78%

95%

92%

79%
91%

Ze-lll

2e-111

4e-113

1 e-lOG

3 e-109

99%

99%

100%

99%

99%

Cromossomo X
AL732374.14 (LINE-1)
7-79 (1e%°/93%)
177-249 (3e %/95%)

Cromossomo X
AL732374.14 (LINE-1)
7-79 (3e™°/92%)
178-250 (56 %%/96%)
369-441 (3e%/92%)

Cromossomo X
AL732374.14 (LINE-1)
7-79 (8e%/95%)
216-333 (2*%/95%)

Cromossomo X
AL732374.14 (LINE-1)
5-73 (6e/92%)
171-244 (1e'/95%)

Cromossomo X
AL732374.14 (LINE-1)
7-79 (3 /96%)
198-270 (3e %/95%)
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DNA DNA
Familia  Paciente Clone kDNA Locus RO;.47 Micro-homologia KDNA kD.NA humano humano Observagao
E-value Identidade .
E-value Identidade
Cromossomo X
D 1957  MBH529  1-264 509-739 CCTCCCAAGACTAA 20 93% 6e ™t 100% AL732374.14 (LINE-1)
250-367 (2e*%/95%)
Cromossomo X
D 1957  MBH530  1-141 244-474 CCCTCCCAAAACCA 1e'8 97% 2etM 99% AL732374.14 (LINE-1)
129-201 (5e%%/96%)
Cromossomo X
D 2011  MBH536  74-279 267-497 TACACC/ CCCCAATCGAACC 6e > 94% 2010 99% AL732374.14 (LINE-1)
7-79 (3e'°/193%)
Cromossomo X
D 2011  MBH538  74-239 227-457 TACACC/ CCCCAATCGAACC 6e > 87% 4¢3 100% AL732374.14 (LINE-1)
7-79 (3e™9/92%)
D 2011  MBH539  1-284 272-502 CCCCAATCGAACC 2e™° 68% 4¢3 100% -
D 2011  MBH540  3-540 528-683 CCCCAATCGAACC 2e% 89% 9e-71 99% -
Cromossomo X
63-180 ACACC/ CCCTCCCAAAACCAA/ 3 90% ALfésﬂ(gél-fﬁ/(ngl,ss-l)
D 2015  MBH545 233-371 603-841 TACACC/ CCCTCCCAAAACCAA/ 4™ 76% 3e¥ 93% 166-238 (4¢2°/03%)
424-542 TACACC/ CCCTCCCAAAACCAA 4% 89% 0

357-429 (1e2%/95%)
528-600 (1e2'/95%)
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