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l.  Introducao

1. A Doencga de Chagas

A Doenca de Chagas, ou Tripanossomiase Americana, descoberta por
Carlos Chagas (Chagas, 1909), é exemplo de trabalho original e de
extraordinaria inspiracdo humana. Chagas descreveu com riqueza de
detalhes aspectos do agente etiolégico e dos hospedeiros invertebrados e
vertebrados, as diversas formas clinicas da doengca humana e, ainda, a
epizootia resultante da infeccdo de mamiferos pelo Trypanosoma cruzi.

Os primérdios dessa cadeia de transmissdo do protozodrio ainda séo
pouco conhecidos, talvez pelo dificil acesso ao que teria ocorrido em um
passado longinqlo, onde as circunstancias remetem para interacdes
ambientais que associaram parasito-vetor-hospedeiro, possivelmente ha
cerca de 100 milhdes de anos. Certamente, as interacdes permitiram a
preservacdo das espécies do protozoario patogénico, mediante sua
circulacdo sustentada pelos insetos-vetores e pelos hospedeiros
mamiferos. Acredita-se que, naqueles primérdios, uma das conseqiéncias
dessas interacdes tenha sido o surgimento de patologias nos hospedeiros
silvestres do T. cruzi. Mais recentemente, ha apenas 9 mil anos, aquela
patologia alcangcou os Amerindios e, ha apenas 500 anos, a doenca tornou-
se epidémica nos colonizadores europeus e africanos do Novo Mundo. A

Doenca de Chagas é conhecida, hoje em dia, como a maior endemia



transmitida por vetores no Mundo Ocidental (revisto em Teixeira e cols,
2006).

Atualmente, existem cerca de 18 milhdes de pessoas infectadas com
o T. cruzi; estima-se a morte de 33 mil chagésicos por ano no Brasil, e de
cerca de 100 mil em toda América Latina (WHO, 2002). Apesar do
dispéndio total de 6,5 milhdes de ddlares no tratamento dessa doencga (Dias
e cols, 2002), calcula-se que os investimentos que visam o combate de sua
transmissdo sao muito inferiores a perda econdémica causada por essa

endemia. Mesmo quase cem anos apos sua descoberta, ainda ndo foram

desenvolvidos remédios ou vacinas eficientes contra essa doenca.

1.1. Vias de transmissao

A principal via de transmissdo da Doenca de Chagas ocorre por meio
de insetos triatomineos (Abad-Franch & Monteiro, 2005). Os barbeiros,
como sdo conhecidos popularmente, pertencem a familia Hemiptera e
subfamilia Triatominea. Ja foram descritas mais de 120 espécies,
distribuidas em todo o continente americano e também nos continentes
africano, asiatico e australiano. A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre
pela contaminacdo de suas mucosas com as fezes eliminadas pelo inseto-
vetor durante o repasto.

Outras rotas de transmissdo desta doenca sdo: congénita, também
conhecida como transplacentaria, oral e transfusional. Esta dltima é

considerada a principal via de transmissado na zona urbana, onde residem



70% da populacdo das Américas (Bonametti e cols, 1998). E interessante
destacar que a avaliacdo de doadores contaminados em bancos de sangue
se faz no Brasil desde a década de 80, porém muitos paises ainda nao
contam com este controle, o que contribui para a ampla disseminacéo da
doenca além das areas endémicas. Nos Estados Unidos, por exemplo,
verificou-se que doadores de sangue positivos para T. cruzi ndo estao
concentrados apenas nos estados do sul e sudeste, onde se encontra a
maioria dos imigrantes, mas, sim, espalhados por todo o pais (Leiby e cols,
2002).

A transmissdo por via oral também vem adquirindo importante papel
na epidemiologia dessa doenca. Apesar de ser uma rota habitual de
aquisicdo do T. cruzi pelos mamiferos silvestres insetivoros, os relatos em
humanos costumavam ser pouco frequentes. Nos ultimos anos, entretanto,
esse cenario vem se alterando: em seu trabalho de revisdo, Dias (2006)
relata 10 episddios de contaminacdo humana pela ingestdo do parasito,
inclusive o surto ocorrido em Santa Catarina, em 2005, devido a ingestédo
de caldo de cana-de-aclcar contaminado. Esse tipo de aquisicdo da
infeccdo pela via oral tem sido observado persistentemente na regido

amazonica (Pinto e cols, 2004).
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1.2. Diagndéstico

O primeiro diagnostico da Doenga de Chagas foi feito no dia 23 de
abril de 1909, quando Carlos Chagas identificou, pelo exame microscopico,
0 parasito no sangue de Berenice, uma menina de trés anos de idade.

A partir dai, diferentes testes passaram a ser utlizados no
diagnoéstico dessa infeccao. Entre eles, podemos citar o xenodiagnéstico,
gue consiste em colocar triatomineos criados em laboratério, alimentados
em aves e, portanto, livres de contaminagdo com o protozodrio flagelado,
para sugar o sangue de uma pessoa suspeita de ter a infeccdo chagasica.
Se houver o flagelado no sangue do suspeito, ele se multiplicara no
intestino do inseto, podendo ser detectado pelo exame microscépico da
excreta do triatomineo. Seu emprego rotineiro, entretanto, sofre restricbes
devido ao contato de insetos repulsivos com a pele de pessoas que podem
ter reacdes de hipersensibilidade ou mesmo a ndo-aceitacdo do teste pelo
pavor a picada. Existe ainda a limitacdo inerente ao longo tempo requerido
para a multiplicacdo do protozoario no intestino do triatomineo, podendo ser
de até 90 dias (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003).

O diagnostico mediante testes soroldgicos € bastante utilizado para
deteccao de anticorpos especificos contra antigenos do T. cruzi, oferecendo
evidéncia indireta de sua presenca no corpo do chagasico. Os testes mais
usados sdo a hemaglutinacdo indireta, a imunofluorescéncia indireta e
ELISA, representando diferentes maneiras de identificar o anticorpo que
interage com o parasito, facilitando o diagndéstico indireto do portador da

infeccdo chagasica. Sabendo-se que existem resultados duvidosos ou
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falsos positivos devido a reacdo cruzada com antigenos de outros
microorganismos (Vexenat e cols, 1993; Gadelha e cols, 2003), é
necessario que o resultado seja interpretado com cautela. Ou seja, o exame
positivo significa apenas evidéncia indireta da infeccdo, mediante
identificacdo de um fator imune que reconhece antigenos do agente da
Doenca de Chagas. Em vista disso, procura-se considerar que o teste é
positivo quando houver resultado concordante em dois exames sorolédgicos
que identificam anticorpos anti-T. cruzi (WHO, 2002).

Na tentativa de resolver esta questdo de possiveis inespecificidades
do diagndstico soroldgico, emprega-se a reacdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR) como diagnostico laboratorial complementar. As
peculiaridades da PCR, particularmente sua alta sensibilidade, trazem
algumas implicacbes na interpretacdo dos resultados, requerendo uma
dose maior de cautela e muito mais investigacdo sobre o significado de
resultados positivos, como nos testes feitos rotineiramente com base em
sequéncias aneladoras (primers) oriundas do DNA mitocondrial do T. cruzi
(revisto em Teixeira e cols, 2006). Esta questdo sera melhor esclarecida
quando falarmos da integracdo do kDNA no genoma das células
hospedeiras.

Em decorréncia dessas dificuldades, diferentes pares de sequéncias
aneladoras tém sido testados para se avaliar o real significado do
diagnostico da infecgdo ativa (Nitz e cols, 2004*; Virreira e cols, 2003;
Gomes e cols, 1998). Por exemplo, o significado das diferencas de

diagnéstico encontradas na comparacdo de resultados de exames
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sorologicos e de PCR com primers de DNA nuclear e mitocondrial (kDNA)
do parasita precisa ser esclarecido. A esse respeito, Andersson (2004)
comprovou a precisdo da PCR em seus experimentos: de 39 soros
analisados, o ELISA conseguiu identificar 21 pacientes infectados,
enquanto a PCR detectou 33 casos positivos. Assim, o real significado
dessas diferencas na interpretagdo do caso humano € algo que ainda

precisa mais investigacgao.

* O trabalho de Nitz e cols, 2004 foi cancelado unilateralmente pela Editora- Chefe da Cell
(Cancelamento, 2005; Marcus, 2005). Os resultados daquele trabalho estdo confirmados e

discutidos nesta Tese.

1.3. Manifestacdes Clinicas

Para facilitar a compreensdo das manifestacdes clinicas associadas
a Doenca de Chagas, costuma-se agrupar seus sintomas em trés fases:
aguda, indeterminada e cronica.

A primeira fase é usualmente assintomatica, passando despercebida
na grande maioria dos pacientes. Em alguns casos, o individuo infectado
apresenta febre, mal-estar e mialgia. De acordo com a porta de entrada do
parasito, pode ocorrer um inchaco nos olhos (sinal de Romand) ou leséo
cutdnea (Chagoma) endurecida, tipica hipersensibilidade tardia aos

antigenos do protozoario (revisto em Teixeira e cols, 2006; Prata, 2001).
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A fase indeterminada sucede a fase aguda e pode ser definida como
um siléncio prolongado de varias décadas (30 + 7.5 anos). Ao longo da fase
indeterminada, o chagasico ndo tem manifestacdes clinicas reconhecidas:
os individuos apresentam evidéncias sorologicas e parasitoldgicas da
infeccdo, mas permanecem assintomaticos e ndo apresentam
anormalidades no coracao ou trato digestorio (Andrade, 1999).

Estima-se que 25% das pessoas infectadas desenvolvem a fase
cronica (Bustamante e cols, 2003). Em 94,5% dos casos, a doenca se
manifesta pelo comprometimento da fungcdo cardiaca. Essa é a
manifestacdo de maior gravidade, pois 38,5% dos casos morrem
subitamente e 56% desenvolvem insuficiéncia cardiaca. A cardiomiopatia
chagasica esta associada com a alta letalidade na fase cronica da Doenca
de Chagas. Em 5,5% dos casos, observa-se a presenca de desordens
gastrintestinais (megaes6fago e megacélon) que afetam o chagasico e se
associam com a sua morte, geralmente depois dos 45 anos de idade

(Teixeira e cols, 2006).

1.4. O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae. E caracterizado pela presenca de um flagelo e
de uma Unica mitocondria tubular, na qual esta localizado o cinetoplasto,

um DNA de estrutura peculiar, também chamado de KDNA.
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Existem duas populacdes de T. cruzi bem definidas, o que nos
permite classifica-los como T. cruzi | ou Il. O primeiro é encontrado
predominantemente em triatomineos e mamiferos silvestres, enquanto o
segundo é usualmente encontrado em humanos (Devera e cols, 2003).

O ciclo de vida deste parasito é bastante complexo, alternando entre
hospedeiros invertebrados e vertebrados (Figura 1). Resumidamente,
formas epimastigotas nao infectantes sofrem um processo de diferenciacéo
no intestino médio e no reto do triatomineo vetor, produzindo, assim, as
formas tripomastigotas metaciclicas capazes de infectar mamiferos. As
tripomastigotas sédo eliminadas nas fezes dos insetos e, ao entrar em
contato com a mucosa do hospedeiro, convertem-se em amastigotas
replicativas que residem no citoplasma da célula hospedeira. Caso um
barbeiro venha a se alimentar deste hospedeiro infectado, ele ira ingerir o

protozodrio presente no sangue, reiniciando o ciclo (Burleigh, 2004).

| N I

Q== ~
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Teixeira e cols, 2006).
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1.5. O DNA mitocondrial (kDNA)

Devido a sua grande complexidade, a mitocondria de
tripanossomatideos € uma das organelas mais estudadas. Ela alberga
moléculas circulares de DNA que chegam a representar 15% do DNA total
do parasita. Essas moléculas circulares podem ser classificadas como
maxicirculos e minicirculos, as quais estao interligadas formando rede Unica
(Figura 2).

Cada uma das 40 a 50 copias de maxicirculos tem cerca de 40kb e
possui 0s genes que codificam as proteinas mitocondriais, tais como genes
de rRNAs e de proteinas do complexo respiratorio (Klingbeil & Englund,
2004).

Os minicirculos de T. cruzi sdo moléculas pequenas de 1.4 kb,
presentes como milhares de coOpias concatenadas, formando a rede de
KDNA. Sua organizacao € bastante peculiar, apresentando regifes variaveis
e conservadas, sendo que a quantidade e distribuicdo dessas regides
parecem ser especificas para cada tripanossomatideo. No T. cruzi,
observa-se a presenca de 4 regides conservadas (120-160pb) intercaladas
por 4 regides variaveis (280-320pb). Os minicirculos codificam RNAs guias
(gRNA) que auxiliam na editoracdo dos mMRNAs dos maxicirculos
mitocondriais (Junqueira e cols, 2005).

A editoracdo € uma forma de processamento do mRNA, no qual
ocorre a adicdo ou delecédo de residuos de uridinas antes da traducgéo, e
isso regula a expressdo dos genes mitocondriais. Os gRNA séo

complementares a cada regido de mRNA a ser editada, formando assim um
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hibrido mMRNA-gRNA. Essa unido de RNAs, associada a proteinas
codificadas por genes nucleares e importadas para a mitocéndria, forma um
complexo ribonucléico que é essencial para a iniciacdo e propagacdo da

editoracdo do RNA (Mandison-Antenucci e cols, 2002).

Figura 2: O DNA mitocondrial. (a) O kDNA é uma rede eliptica composta
de maxicirculos e minicirculos. (b) Minicirculos decatenados e Unico

maxicirculo (seta) (Liu e cols. 2005a).

A replicacdo do kDNA é provavelmente o caso mais bem estudado
de divisdo do DNA de uma organela. Ela envolve a duplicacdo de
minicirculos e maxicirculos que seréo repartidos igualmente nas progénies.
Pouco se sabe sobre a replicacdo dos maxicirculos, a ndo ser que ela
ocorre de maneira unidirecional, a partir de uma origem Unica, e que ndo ha
o desprendimento dos maxicirculos da rede.

Em relacdo a replicacdo dos minicirculos, existe um conhecimento

muito maior. O modelo atual propde que os minicirculos sofrem a acédo de
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uma topoisomerase Il que os cliva e os lineariza, propiciando a liberacéo
destes para a periferia da rede de KDNA, onde serdao replicados na
presenca de uma série de proteinas, como DNA primases e polimerases.
Assim como o0s maxicirculos, os minicirculos apresentam replicacdo
unidirecional a partir de uma origem Unica. Os minicirculos replicados
apresentam gaps que deverdo ser removidos antes que eles retornem ao
disco de kDNA. A reintegracdo dos minicirculos também envolve
topoisomerases que promovem a ligacdo das moléculas recém-sintetizadas

com a rede de kDNA (Liu e cols, 2005b; Lukes e cols, 2005).

Doenca de Chagas e Auto-imunidade

Inicialmente, a Doenga de Chagas era estudada como sendo
resultado de uma resposta antiparasitaria. Essa hipotese tem sustentacéo
no conhecimento sobre a persisténcia do parasitismo nos tecidos de
pacientes que se encontravam na fase crbnica da doenca. Além disso,
drogas contra o parasita sdo efetivas no combate as formas sangilineas do
protozodrio, porém o tratamento nao elimina a infeccdo na maioria das
séries de casos encontradas na literatura (revisto em Lauria-Pires & Castro,
2007). Ainda que alguns autores tenham verificado que o tratamento
diminui a severidade dos sintomas (Girones & Fresno, 2003), muitos outros
nao encontraram efeitos benéficos significativos com o tratamento, ndo se

verificando a interrupcdo das lesdes detectadas pelo eletrocardiograma e
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nem o desaparecimento das manifestagbes clinicas da doenga (Lauria-
Pires e cols, 2000; Coura e cols, 1997).

Na década de 70, surgiu a hipétese que considera a Doenca de
Chagas de origem auto-imune (Santos-Buch & Teixeira, 1974; Teixeira,
1975). Essa hipotese tem suporte experimental em trabalhos que
demonstram rejeicdo acelerada de fibras do coracdo de fetos de coelhos
pelos linfécitos do sangue periférico de coelhos chagasicos cronicos. Em 8
horas de incubacgéo, os linfécitos imunes destruiam completamente as
células-alvo do coracdo in vitro, enquanto que os linfécitos normais de
coelhos sadios ndo atacavam as células do coracdo (Santos-Buch &
Teixeira, 1974).

Em seguida, varios autores contribuiram com dados que confirmam a
auto-imunidade na Doenga de Chagas. Por exemplo, Cunha Neto e cols
(1986) mostraram que linfocitos esplénicos de camundongos chagasicos
séo estimulados por antigenos de T. cruzi e de miosina de coragdo murino.
Tal resposta proliferativa in vitro foi considerada decorrente de antigenos de
reacdo cruzada ou de mimetismo antigénico entre proteinas do coracao e
do T. cruzi. Ribeiro dos Santos e cols (1992) mostraram que enxertos de
coracdo de fetos de camundongos em animais singénicos séo destruidos
pelas células do sistema imune do receptor, enquanto que camundongos
sadios ndo mostram a rejeicdo do enxerto. Varios outros relatos
identificaram reagfes auto-imunes no curso da infeccdo chagasica

experimental, sendo que 0s possiveis mecanismos associados com as
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respostas auto-imunes seriam mimetismo molecular, ativacdo bystander e
ativacao policlonal.

Para o mimetismo molecular, haveria uma resposta cruzada entre
epitopos do hospedeiro e antigenos do parasito, 0 que levaria a resposta
imune a atuar contra proteinas do proprio tecido. Leon e cols (2004)
imunizaram camundongos com extrato de T. cruzi e observaram que os
anticorpos eram capazes de reconhecer uma miosina cardiaca. A resposta
cruzada ja foi observada entre a miosina e diferentes antigenos do T. cruzi,
como o antigeno B13 (lwaia e cols, 2005) e a cruzipaina (Guifiazu e cols,
2004). Além disso, Perone e cols (2003) identificaram uma alta identidade
entre a proteina ribossomal L27 de T. cruzi e proteinas ribossomais de
diferentes espécies, incluindo a de Homo sapiens, o que levaria a auto-
imunidade.

O modelo de ativacdo policlonal defende que cepas de T. cruzi
promovem uma ativacao indiscriminada de linfécitos T e B durante a fase
aguda, o que resulta em uma resposta imune inespecifica com a producéo
de auto-anticorpos (Kierszenbaum, 1999). Uma das questdes deixadas em
aberto pelo autor € que ndo se tem marcadores genéticos e fisiolégicos que
identifiquem verdadeiras cepas de T. cruzi. Pelo contrario, a reproducao
sexuada do protozodrio tem sido considerada a fonte da enorme
diversidade genética encontrada em isolados e estoques de T. cruzi (revisto
em Teixeira e cols, 2006)

Na ativacdo bystander, acredita-se que o proprio ambiente

inflamatério, rico em citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico, pode ser capaz
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de induzir células T auto-reativas. Adicionalmente, a infec¢do pelo T. cruzi
também levaria a liberacdo de proteinas préprias, as quais, por sua vez,
estimulariam a producéo das células auto-reativas (Leon & Engman, 2001).
Diante das diferentes propostas e na auséncia de dados
experimentais, parece interessante analisar o comentario de Felipe
Kierszenbaum (2005): “A hip6tese da auto-imunidade tem tido
consequéncias, ao desencorajar que sejam feitos novos esforgcos para se
desenvolver quimioterapia e vacinacao efetivas”. A frase mostra claramente
o efeito da polémica que € mantida em artigos de revisdo sem, contudo,
acrescentar algo novo emergente da investigacdo cientifica. Pois somente a
investigagdo que produz informacdo nova poderia esclarecer alguns
aspectos ainda ndo conhecidos da hipétese da auto-imunidade.
Acreditamos que o que dificulta o encontro de alternativas para conducéo
do manejo clinico e tratamento é o desconhecimento sobre a patogénese

da Doenca de Chagas.

2.1. A Auto-lImunidade e o LMPDC

Ao longo de quase duas décadas de trabalho, o Laboratério
Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas (LMPDC) da
Universidade de Brasilia, tem dedicado maior atencdo a investigacdo que
visa compreender os mecanismos associados com as lesdes do coragéo e
do tubo digestério do chagasico. Diante desse interesse, resolvemos fazer

um breve histérico das etapas da pesquisa aqui realizadas, as quais
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sugerem a possibilidade de desvendar a origem das reacdes auto-imunes
que rejeitam o coracao do chagasico.

Em 1991, Teixeira e cols observaram, por meio de técnicas de
citogenética e hibridizag&o in situ, a presenca de DNA do T. cruzi associado
ao DNA de macrofagos peritoneais de camundongos infectados pelo
parasita, 0 que sugeria um rearranjo transxenogene. Trés anos mais tarde,
novas analises moleculares apresentaram evidéncias sugestivas de que
apenas o0s minicirculos do kKDNA se integrariam no DNA nuclear de
macrofagos humanos em cultura (Teixeira e cols, 1994).

A proxima etapa, entdo, visou a demonstracdo da aquisicdo
horizontal do KDNA por meio das técnicas Southern blot e PCR com primers
especificos do KDNA e do DNA do hospedeiro, seguidas de clonagem e
sequenciamento do DNA invasor. As primeiras sequéncias mostrando
minicirculos de kDNA ligados covalentemente a elementos
retrotransponiveis do macrofago humano foram publicadas na tese de
doutorado de Argafnaraz (1996).

Em seguida, Simdes-Barbosa e cols (1999) observaram que clones
de macrofagos transfectados com o kDNA mantinham a mutacdo nas
progénies apdés trés anos de passagens sucessivas em culturas. As células
clonadas, que tinham a banda de kDNA integrado identificada pelo
Southern blot, apresentaram modificagdo do perfil da banda sugestiva de
integracdo ao longo dos anos em cultura, indicando que teria havido
mobilizacdo do kDNA integrado no genoma da célula. A transposi¢do dos

minicirculos integrados no genoma desse clone de macréfago também
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sugeriu a possibilidade de alteragdes genotipicas com repercussdes
funcionais manifestas nos fenétipos. Verificou-se que alteracdo do fenétipo
correlaciona com expressdo génica diferenciada de antigenos na
membrana do macréfago, reconhecidos pelos anticorpos de pacientes
chagasicos (Simdes-Barbosa, 2000).

O estudo da populacdo de mRNA dos macréfagos infectados
mostrou RNAs enddgenos sub-expressos trés anos pds-infec¢do, os quais
estavam presentes na linhagem de macrofago controle (ndo-transfectado),
tais como transcritos idénticos & Subl mRNA (GenBank NM011294) e ao
cDNA p15 de Homo sapiens, um fator de transcricdo da RNA polimerase |l
(GenBank BC022339). A utilizacdo da técnica ddRT-PCR (differential
display) permitiu verificar que o gene pl5 estava modificado na amostra de
DNA daquele clone de macréfago aos trés anos pos-infeccdo. Este achado
€ sugestivo de uma patologia molecular decorrente da mutacdo do kDNA e
sua posterior mobilizagdo dentro do genoma via retrotransposon ativo,
produzindo silenciamento de uma das copias do gene p15 (Simdes-Barbosa
e cols, 2006).

Todos esses resultados prévios precederam a investigacdo da
transferéncia horizontal de kDNA de T. cruzi em modelos animais. Os
estudos conduzidos em coelhos, aves e humanos mostraram a integracao
do KDNA no genoma de vertebrados. Os resultados das analises in vivo,
mostrando a transferéncia de sequéncias de minicirculos de kDNA para o
genoma de mamiferos e de aves, levou a publicagédo do trabalho na revista

Cell (Nitz e cols, 2004).
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Esse trabalho gerou uma acirrada polémica com grande repercussao
e interesse cientificos. Surgiram questionamentos sobre trés aspectos
fundamentais do trabalho de Nitz e cols (2004): 1) As andlises
bioinformaticas das sequéncias justapostas ao kDNA no genoma humano,
que deram similaridade parcial e escores baixos na busca em banco de
dados; 2) presenca de homologias entre aquelas sequéncias e outras de
varias espécies; 3) possibilidades de contaminacdo ou de producao de
artefatos de PCR pela técnica 5’-RACE. Diante dessas criticas o trabalho foi
cancelado unilateralmente pela Editora da revista Cell, sem que ao menos
uma delas fosse comprovada com dado experimental. A forma como foi
feito o retratamento daquele trabalho gerou mais interesse na comunidade
cientifica. A intempestividade do cancelamento tem sido fator de incentivo
constante a continuagdo do trabalho, visando o avanco do conhecimento
sobre o tema, mediante producéo de informacao e dados.

O trabalho publicado na revista Cell demonstra a transferéncia
horizontal do KDNA do T. cruzi para o genoma de aves, de coelhos e de
pacientes chagasicos. A heranca vertical das mutagbes de kDNA para as
progénies de coelhos e galinhas foi descrita (Nitz e cols, 2004). Nesse
trabalho, as mutacbes de KDNA foram encontradas em coépias de
retrotransposons LINE-1. As andalises em bancos de dados das sequéncias
de DNA hibrido na regido de justaposicdo sugeriu a possibilidade de
formacédo de pseudogenes ou de novos genes, visto que foram identificadas

novas fases de leitura aberta (ORFsS).
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Mais recentemente, o aluno de doutorado Clever Gomes (2006)
intensificou a investigacao sobre a transferéncia vertical do kDNA integrado.
Naquele estudo, as mutacdes de kDNA foram estudadas em galinhas
(Gallus gallus), pois as aves sao permissivas ao T. cruzi apenas nos
primeiros dias de desenvolvimento embrionario e, portanto, a refratariedade
das aves ao T. cruzi elimina a possibilidade de transferéncia passiva do
kKDNA do parasito. De fato, as formas tripomastigotas do T. cruzi inoculadas
intra-ovo foram eliminadas pela imunidade inata do embrido apds o oitavo
dia de incubacdo. Em seguida, a deteccdo exclusiva do kDNA do parasito
(na auséncia de nDNA) significa que o DNA mitocondrial do T. cruzi foi
integrado no genoma da galinha. Gomes (2006) observou a heranca da
mutacdo do kDNA em trés geracdes. Verificou também que as mutacdes de
kKDNA nos parentais e nas progénies se associavam com sintomatologia
clinica (insuficiéncia cardiaca), cujo substrato estava claramente presente
na cardiopatia com aumento do coracdo (Figura 3). Além disso, o estudo
verificou que um sitio de integracdo do kDNA no genoma da galinha € o
retrotransponson CR-1 (equivalente a LINE de mamiferos) do cromossomo

4 (Gomes, 2006).
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Figura 3: Cardiomiopatia em galinha pertencente a geracao F;, oriunda do
cruzamento de aves kDNA-positivas. O coracdo mutado (a esquerda) €
cerca de 4 vezes maior que o coracdo da galinha-controle (a direita), da

mesma idade.

3. Elementos Transponiveis

Os elementos transponiveis sdo sequéncias de DNA capazes de se
transportar para outros locais dentro do genoma, sem qualquer
obrigatoriedade reconhecida de homologia relacionada com o sitio-alvo de
posicionamento novo. No geral, eles se limitam a mobilizacdo de si mesmos,
mas, as vezes, podem carregar algumas seqiéncias adicionais. De acordo
com suas estruturas e mecanismos de transposicdo, eles costumam ser
agrupados em duas classes. A classe | engloba os elementos que se movem
via uma copia de RNA e utilizam a transcriptase reversa. Ja na classe I, estdo
os elementos que utilizam uma transposase para transpor um DNA
intermediario (Casse e cols, 2006). Os elementos da classe | e Il sédo

chamados, respectivamente, de retrotransposons e transposons.
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Existem pelo menos 7 classes de DNA transposons no genoma
humano, mas, aparentemente, eles se encontram completamente inativos nos
vertebrados, particularmente nos mamiferos. Em relacdo aos
retrotransposons, sabe-se da existéncia de um numero muito maior de copias
no genoma humano, muitos dos quais permanecem ativos ainda hoje. Os
retrotrasposons podem ser classificados como elementos LTRs (longas
repeticbes terminais) e nao-LTRs. Estes incluem SINEs (sequéncias

repetitivas curtas) e LINEs (seqiéncias repetitivas longas) (Figura 4).

[pA B ™.
LTR Retrotransposons * 1 'r-j_ ,[ -:;ag""_‘r. pol \I] TH =+
- 611 kb I -
LINEs | suThR | ORF1 I CORF2 JUTR pAp
- -7 k -

SINEs "-—]'jll__li‘“ »

Figura 4: Estrutura de elementos retrotransponiveis. Elemento LTR. Observa-

se a presenca dos genes gag (group-specific antigen), pol (polimerase) e env
(envelope). LINE, exemplo de elemento ndo-LTR. SINE é constituido por dois
mondmeros similares — A e B — e cauda poli-A. Adaptado de Babushok &
Kazazian, 2007.
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3.1. Descricdo dos Retrotransposons

Os retrotransposons LTR constituem uma fracdo substancial do
genoma de eucariotos (aproximadamente 8%), sendo caracterizados pela
presenca de longas repeti¢cdes terminais, as quais contém os componentes
reguladores da transcricdo. Suas estruturas e modo de replicacdo séo
similares aos dos retrovirus infectivos: possuem os genes gag e pol e a
transcrigdo reversa ocorre no citoplasma, iniciando a sintese a partir de um
tRNA (Lewin, 2001). Devido a essas caracteristicas, os elementos LTR
também sdo chamados de retrovirus enddgenos e atualmente acredita-se
que eles tenham se originado de numerosas infec¢des virais que ocorreram
repetidamente durante a evolugao dos primatas (Kovalskaya e cols, 2006).

Dentro da familia de LINEs, destaca-se o elemento LINE-1, ou L1,
que € o retrotransposon mais bem sucedido em mamiferos, chegando a
ocupar 17% do genoma humano. Esse elemento emergiu ha cerca de 120
milhdes de anos e continua se expandindo no genoma humano (Lee e cols,
2006a). Possui cerca de 6000 pb e é constituido por uma 5-UTR onde esta
o promotor de RNA Pol-Il, duas fases de leitura aberta (ORFs), uma 3'-UTR
e uma cauda poli-A. A ORF1 codifica uma proteina cuja funcéo ndo € muito
bem conhecida, mas sabe-se que ela tem afinidade por RNA e que é
essencial para retrotransposicdo de L1 (Martin, 2006). A ORF2 codifica
proteinas com atividade de endonuclease e transcriptase reversa (Hedges
& Batzer, 2005). Assim, acredita-se que a inser¢cdo do LINE no cromossomo

ocorre quando a endonuclease da ORF2 cliva uma Unica fita do DNA,
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liberando um 3 —OH que serve como primer para a transcricdo reversa,
utilizando o RNA de L1 como molde (Kazazian & Goodier, 2002).

SINEs sdo elementos pequenos que possuem entre 75 e 500pb e
contém um promotor de RNA polimerase Ill, muito semelhante ao do tRNA,
e uma cauda poli-A. Devido a essas caracteristicas, pseudogenes de tRNA
sdo considerados seus precursores, apesar dos SINEs serem muito mais
numerosos (Borodulina & Kramerov, 2006). Estes retrotransposons nao
codificam proteinas e, por isso, dependem da transcriptase reversa
sintetizada pelos LINEs para poderem se mover pelo genoma.

O membro mais conhecido da familia SINE & o Alu: encontrado
exclusivamente em primatas, esse elemento € o0 Unico SINE ativo em
humanos e representa 5% do genoma total (Lander e cols, 2001). Os
membros individuais da familia Alu sdo relacionados, mas né&o idénticos,
apresentando uma identidade média de 87% com a sequéncia consenso
(Lewin, 2001). Acredita-se que o0s Alus originais eram elementos
monomeéricos que, ha cerca de 30-40 milhdes de anos, se uniram dois a
dois para formar os Alus que conhecemos atualmente (Hedges & Batzer,

2005).
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3.2 Impactos da Retrotransposicao

3.2.1. Tamanho e Variabilidade do genoma

Os retrotransposons tém uma significante contribuicdo na evolucao
dos seres vivos. A expansdo dos genomas causada por esses elementos &
observada nos mais diferentes seres, chegando a corresponder a 15% do
genoma de Drosophila, 45% do de humano e a até 70% do de plantas e
anfibios (Biemont & Vieira, 2005). Em 1998, SanMiguel e colaboradores
observaram que o aumento do tamanho do genoma do milho deve-se a
amplificacdes de elementos transponiveis que ocorreram ha cerca de 6
milhdes de anos. Estudos comparativos mostram que houve uma expansao
de 15-20% do genoma de humanos em relacdo ao de chimpanzés, e 90%
dessa expansao deve-se a insercao de retrotransposons (Liu e cols, 2003).

Em relacéo a variabilidade, sabe-se que o elemento Alu gera grande
instabilidade gendmica: eventos de recombinacdo genética sé&o
responsaveis por delecdes, insercdes e translocacbes em grande escala
(Callinan e cols, 2005). Além disso, esses SINEs também contribuem para
que haja um aumento do conteido de CG dos sitios de integracdo. Isso
parece ser interessante, pois muitos mamiferos, incluindo os primatas,
sofreram um aumento unidirecional de mutacbes C-T (Hedges & Batzer,
2005).

A retrotransposicdo de LINEs também contribui para a evolugédo dos
genomas ao promover recombinacdo ectOpica ou alterar a expressao e

regulacdo dos genes. E possivel constatar que esses eventos continuam
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ocorrendo até os dias atuais: muitos dos elementos L1 que se inseriram no
genoma humano sdo recentes, permitindo verificar polimorfismo
populacional pelo estudo de determinados L1ls em algumas regides

cromossomais (Seleme e cols, 2006).

3.2.2. Exon shuffling e evolugéo de proteinas

Apo6s o sequenciamento de diversos genomas, o mundo cientifico
pdde constatar que o numero de proteinas de um organismo é muito
superior a quantidade de genes desse mesmo organismo. Em humanos,
por exemplo, estima-se que existem cerca de 1 milh&do de proteinas a partir
dos 20.000-25.000 genes existentes (www.hupo.org).

Para explicar esse fendmeno, muitas teorias surgiram, entre elas, a
de exon shuffling. Em 1978, Gilbert prop6s que os exons correspondem a
modulos funcionais nas proteinas e que a sua duplicacdo, permutagdo ou
rearranjo pode resultar em novos genes com diversas funcbes, o que
acarreta uma consequéncia direta no conteddo protéico de um organismo.
Um dos mecanismos que causaria o exon shuffling € a retrotransposicao.

Recentemente, observou-se o surgimento de um novo gene em
Drosophila melanogaster. Denominado de Sdic, esse gene codifica uma
nova proteina relacionada com a mobilidade dos espermatozoides.
Acredita-se que ele tenha se originado de trés duplicacdes in tandem e de

um evento de retrotransposi¢ao (Ponce & Hartl, 2006).
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Em vertebrados, o primeiro relato de formacéo de um gene quimérico
mediado por exon shuffling foi feito em 2004. Em seus estudos, Sayah e
colaboradores identificaram uma proteina resultante da fusdo do gene
TRIM5 e da Ciclofilina A (CypA), a qual seria responsavel por impedir a
proliferacdo do virus HIV em macacos. Essa proteina teria surgido em
primatas do Novo e do Velho Mundos quando a retrotransposicdo de um

LINE-1 catalisou a inser¢do do cDNA de CypA no l6cus de TRIMS.

3.2.3. Doencgas causadas por elementos transponiveis

As alteracdes genéticas resultantes de um evento de
retrotransposicao podem trazer sérias consequéncias para um organismo,
ndo apenas ao gerar novas proteinas, mas também ao influenciar a
expressao de genes vizinhos.

Estima-se que 0,5% das desordens genéticas humanas sejam
resultantes da integragdo ou recombinacdo homéloga de elementos
transponiveis (Hedges & Batzer, 2005). Entretanto, esse numero deve ser
consideravelmente maior, pois ainda ndo se entende muito bem a
patogénese de muitas doencas.

Desde o primeiro relato, sugerindo que a insercdo de um elemento
L1 no gene do fator VIII era capaz de causar hemofilia do tipo A (Kazazian e
cols, 1988), muitos outros casos de danos causados por elementos
retrotransponiveis foram descritos. Chen e colaboradores (2006) foram

capazes de identificar 51 eventos de mutagdes resultantes da integragéo de
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L1 que estavam associadas a doencas genéticas. Musova e colaboradores
(2006) relataram que a integracao de L1 no exon 44 do gene da distrofina
promovia a distrofia muscular de Duchenne. Hurk e cols (2007) demonstram
que L1 é capaz de se retrotranspor no gene CHM do cromossomo X,
causando uma séria doenca ocular que pode ser passada para oS
descendentes. Varias doencas causadas por elementos Alu também ja
foram descritas: associacdo com leucemia, cancer de ovario e de mama,
deficiéncia do complemento, neurofiboromatose, entre outras (Deininger &

Batzer, 1999).

. Suscetibilidade ao DNA ex6geno

A assimilacdo de DNA exdgeno € um fendbmeno natural muito antigo.
Um exemplo freqUente na literatura descreve a interacdo de DNA viral com
o DNA do hospedeiro. Retrovirus e lentivirus necessitam da maquinaria
celular para se replicarem e, para isso, convertem o0 RNA em cDNA e o
integra no genoma do hospedeiro. Estudos in vivo identificaram 524 sitios
de integracéo do virus HIV no genoma humano, sendo que os genes ativos
sao os principais alvos (Schréder e cols, 2002).

A integracdo do DNA de bactérias em células hospedeiras também é
um fenbmeno bastante comum, e isso tem sido demonstrado pelo
sequenciamento de genomas. Um exemplo conhecido teria ocorrido
durante o processo de evolucdo que levou ao aparecimento do DNA em

organelas simbiontes. As teorias atuais sugerem que mitocondrias e
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cloroplastos teriam surgido a partir de eubactérias ancestrais que passaram
a manter uma relacao endossimbidtica com seus hospedeiros (Gray, 1999).
Além disso, acredita-se que, durante a evolucdo dos vertebrados, uma
centena de genes bacterianos tenha sido transferida para o genoma
humano (Lander e cols, 2001).

Elaborando um pouco mais na escala evolutiva, chegamos aos
organismos eucariotos. Por apresentarem uma membrana envolvendo o
nacleo, a transferéncia do DNA de um organismo eucarioto para outro tem
maior complexidade, mas ainda assim continua a ocorrer. Existem relatos
de que, através do contato fisico entre plantas e parasitos, pode ocorrer
transferéncia de genes entre organismos eucariotos (Mower e cols, 2004;
Davis & Wurdack, 2004). A identidade de 97,6% entre o elemento
transponivel MLE de traca e de vespa sugere que esse gene tenha sido
transferido recentemente durante o processo de parasitismo (Yoshiyama e
cols, 2001).

Alguns estudos revelam a aquisicAo de DNA de hospedeiros
mamiferos por parasitos. Imase e cols (2004) identificaram seqliéncias de
nucleotideos provenientes de camundongos no genoma de Schistosoma
japonicum adultos e de seus descendentes (cercarias). lgualmente,
Williams e cols (2006) e Demarco e cols (2007) estudaram a albumina de S.
mansoni, uma proteina bastante incomum entre invertebrados, que
apresentava alta similaridade com a albumina de mamiferos, sugerindo a

transferéncia do gene do hospedeiro para o verme.
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Como visto nos paragrafos anteriores, a literatura tem documentado
multiplos episédios de transferéncia de genes entre organismos eucariotos.
Entretanto, o trabalho realizado no LMPDC, que indica a transferéncia de
sequéncias de minicirculos de KDNA para varios hospedeiros vertebrados
(Nitz e cols, 2004), assume grande importancia porque o fenbmeno ocorre
sempre que o mamifero é infectado pelo T. cruzi. Portanto, trata-se de
demonstracdo de transferéncia génica horizontal (TGH), ocorrendo
diariamente em animais infectados no laboratorio e em humanos.

A heranca do kDNA integrado no genoma de aves e mamiferos
sugere uma nova teoria e, possivelmente, um novo paradigma, ao indicar
que a Doenca de Chagas tem base genética. Conseqlientemente, essa
teoria leva adiante a sugestdo de que a doenca nao resulta simplesmente
da acdo mecanica direta do parasito, produzindo morte da célula do
coracdo. Ao contrario, a nova teoria sugere que a Doenca de Chagas seria
uma doencga genética induzida pelo parasito transmitido pelo inseto-vetor,
dependendo ainda de diversas vias metabdlicas de sinalizagdo que
influenciam a integracdo das sequéncias de minicirculos de kKDNA no
genoma do hospedeiro.

Ademais, a nova teoria também sugere, pela natureza dos resultados
publicados, que a evolucdo darwiniana continua sua marcha. NOSsS0s
registros de transferéncia de sequéncias de minicirculos foram observados
em todos os hospedeiros chagasicos estudados. Os trabalhos conduzidos
no LMPDC descrevem este fenbmeno na natureza, reproduzindo-o

continuada e experimentalmente. A constatacdo de integracdo do kDNA no

35



genoma hospedeiro, subseqientes as infeccbes naturais pelo T. cruzi,
sugere gue se trata de um evento freqlente, superando as expectativas

citadas na literatura (Simonson e cols, 2005; Choi & Kim, 2007).

4.1. DNA Exdgeno e Efeitos na Populacdo

Ao falarmos de assimilagdo do DNA exo6geno, devemos levar em
consideracdo dois conceitos muito importantes: transferéncia génica
horizontal (TGH) e transferéncia génica vertical (TGV). O primeiro refere-se
a troca de material genético entre seres sem parentesco, afetando
unicamente o individuo que adquiriu 0 DNA. O segundo esta relacionado
com a passagem das seqUéncias integradas para a progénie, passando a
ter um efeito sobre a populacdo. Nesse caso, € imprescindivel que a
assimilacdo do DNA também ocorra nas células germinativas.

Em 1998, Magnano e cols demonstraram que DNA exdgeno pode
ser espontaneamente capturado e internalizado no ndcleo de
espermatocitos de camundongos. No contexto, foi reconhecida uma regido
especifica no segmento equatorial e regido pés-cromossomal da cabeca do
espermatozoide, a qual tem capacidade de ligacdo com o DNA exdgeno
(Camaioni e cols, 1992). Em seu trabalho de revisdo, Spadafora (1998)
afirma que os espermatozoides de uma grande variedade de espécies sao
capazes de interagir com DNA do meio e atuar como vetores. Em resumo,
muitos autores postulam que a integracdo do DNA exdgeno pode ter papel

evolutivo.
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Muitas vezes, o DNA integrado n&o altera nem a expressdo nem a
regulacdo dos genes vizinhos, e, por isso, dizemos que esse evento foi uma
mutacdo neutra, a qual apenas contribui para a variabilidade da populacéo.
Caso a mutacéo altere o fendtipo do individuo, n6s podemos classifica-la
como benéfica ou deletéria, dependendo de se ela vai favorecer ou diminuir
a adaptacao do organismo ao meio ambiente (Futuyama, 2002).

Em E. coli, por exemplo, observou-se a ocorréncia de mutagdes que
possibilitaram um melhor crescimento desse organismo em meios ricos em
maltose. Essa mutacdo benéfica foi passada para as geracdes seguintes,
favorecendo o crescimento de toda populacdo (Remold & Lenski, 2001). Em
relacdo as mutacdes deletérias, elas podem ser letais ou ndo. No primeiro
caso, 0s organismos portadores de tal mutacdo ndo sao viaveis, enquanto
que, no segundo, se observa alguns prejuizos de adaptacdo. Assim, a
integracdo do KDNA ao genoma da galinha, com consequente transferéncia
para a prole (Gomes, 2006), € um bom exemplo de mutacéo deletéria nédo
letal, visto que os animais apresentaram diversos danos a saude. Apesar

disso, a mutag&o continuou sendo passada para as geracdes futuras.
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. Objetivos

1. Objetivo Geral

Diante do conhecimento exposto até aqui, nés definimos como
objetivo geral de nosso estudo identificar e caracterizar os diversos tipos
possiveis de integracdo do kDNA ao genoma humano, e verificar se ha
transferéncia vertical do kDNA de pacientes chagasicos para seus

descendentes.

2. Objetivos Especificos

Comparar resultados de exames imunoldgicos e de PCR usados no

diagnéstico das infeccbes pelo T. cruzi.

e Empregar marcadores genéticos para detectar DNA nuclear e KDNA de
T. cruzi em células sangiineas de pacientes chagasicos.

¢ Investigar a ocorréncia de transferéncia vertical do KDNA para a progénie
de chagasicos.

¢ Identificar os sitios de integracdo das sequéncias de minicirculos no

genoma humano.
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[1l. Materiais e Métodos

1. Amostragem

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Todos os pacientes
deste estudo eram informados sobre a participagdo voluntaria na pesquisa,
respondiam ao questionario médico (ANEXO |) e, s6 entdo, se procedia a
colheita de sangue.

A amostragem consistiu de 123 individuos. Desses, 85 foram
agrupados em 5 grandes familias. As familias A, B e C sdo constituidas por
parentais que nasceram em areas endémicas, mas que se mudaram para
regides livres de triatomineos, e ai nasceram seus descendentes. Ja as
familias D e E sao formadas por individuos que nasceram e continuam a
residir em area endémica. Quatorze individuos foram reunidos em
pequenas familias (2-4 pessoas) e 0s outros 24 foram casos isolados
encaminhados ao nosso laboratério para complementacdo do diagndstico

clinico.
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2. Extracdo de DNA

2.1. Extracdo de DNA de células sangiiineas

De cada voluntario, coletou-se 20 mL de sangue venoso em tubos
vacutainers contendo EDTA, e as células nucleadas, separadas em
gradiente de ficol-hipaque, eram lavadas com PBS, pH 7,4, para extracao
de DNA (Sambrook & Russel, 2001) . O soro de cada voluntario era obtido
de 5 mL de sangue colhido sem anticoagulante e guardados a —20 °C.

O sedimento de células nucleadas do sangue, suspensas em tampao
de extracdo (1 mM TRIS-HCI pH 8,0; 0,1 M EDTA pH 8,0; 0,5% SDS) e
proteinase K (100 pug/mL), era incubado por 12 h a 37 °C. Entéo, o material
era submetido a 2 extragbes com igual volume de clorofane (fenol:
cloroférmio: &cido isoamilico, proporgcéo 25: 24: 1) e 1 extracdo com igual
volume de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico, proporcdo 24: 1). A
separacéo da fase organica da aquosa foi feita por centrifugacdo a 5000 x g
por 15 min.

O DNA foi precipitado com 5 v de etanol 100% gelado e incubacgéo de
1 h a -80°C. Depois desse periodo, o DNA foi sedimentado por
centrifugacéo a 12000 x g por 15 min. Etanol 70% gelado foi utilizado duas
vezes para a lavagem do sedimento, o qual, apds seco, foi ressuspenso em
500 puL de tampéo TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e

RNAse (200 pg/mL). Apés incubacdo de 12 h a 37°C, o DNA era
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quantificado em espectrofotdmetro e sua integridade era observada em gel

de agarose 0,8% corado com 0,5 mg/mL de brometo de etideo.

2.2. Extracdo de DNA total de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi crescidas em meio LIT foram
colhidas por centrifugacdo a 1500 x g por 15 min. O sedimento, lavado duas
vezes com TBS, foi ressuspenso em tampéo de lise na concentracao de
5x10’ células/ml de solugdo. Foi feita incubacdo a 37°C por 1 h e, depois,
adicionou-se proteinase K (100 pug/mL), prosseguindo-se a incubag&o por
mais 12 h. A partir dai, procedeu-se a duas extracdes de clorofane, seguida
de uma extracdo de clorofil. O DNA foi precipitado com acetato de soédio
3M, pH 4.7, e com etanol gelado (100%). O sedimento foi lavado duas
vezes com etanol gelado (70%), secado e, depois, ressuspenso em tampao
TE. O DNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1% e

estocado a 4°C.

2.3. Extracdo de kDNA

O kDNA de Trypanosoma cruzi foi extraido segundo metodologia
descrita por PEREZ-MORGA e cols (1993). Brevemente, 5 x 10’ formas de
cultivo foram colhidas por centrifugagdo a 1500 x g por 15 min e o

sedimento lavado duas vezes com PBS. O sedimento foi ressuspenso em
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3.

630 pL de tampdo NET100 (10 mM de Tris-HCI pH 8.0, 100 mM de EDTA
pH 8.0, 100 mM de NaCl) e as células foram lisadas com 71 uL de SDS
10%. Posteriormente, adicionou-se proteinase k (7 ul, 20 ug/ml). O lisado foi
incubado a 37% durante 12 h e, apods incubacédo, foi gentilmente
homogeneizado com ajuda de uma seringa de volume aproximadamente 10
vezes maior que a suspensao. Entdo, foram acrescentados 690 uL de NET
100 e sacarose a 20%. A mistura foi centrifugada a 14000 rpm por 15 min.
Depois, o sobrenadante foi removido cuidadosamente com pipeta
Adicionou-se novamente mais 690 uL de NET 100 e sacarose 20%,
repetindo-se a centrifugagéo.

Apés a segunda centrifugacdo, o sedimento foi ressuspendido em
1000 uL de agua destilada, seguindo-se duas extra¢des de clorofane e uma
de clorofil. O kDNA foi precipitado com etanol 100% (2,5 v) e acetato de
sédio 3 M, pH 8.0 (0,1 v). O sedimento foi lavado duas vezes com etanol
70% e ressuspendido em 200 uL de tampdo TE. O kDNA extraido foi

mantido a 4 °C.

Imunodiagnéstico
Para verificar a existéncia de anticorpos antiproteinas de T. cruzi,
foram empregados trés testes imunoldgicos, utilizando-se técnicas

padronizadas (Vexenat e cols, 1993; Lauria-Pires, 2000).

42



3.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Epimastigotas do estoque Berenice, cultivados em meio de cultura,
foram centrifugados a 4000 x g por 10 min. O sedimento era lavado 3 vezes
com PBS pH 7,2 (4000 x g por 10 min) e, entdo, ressuspenso em 2 mL de
adgua destilada. Em seguida, as células eram lisadas por trés ciclos
sucessivos de congelamento (-20°C) e descongelamento (temperatura
ambiente) e submetidas a centrifugacdo de 4000 x g por 30 min. O
sobrenadante foi ultracentrifugado a 16000 x g por 15 min. Ao fim desse
processo, determinou-se a concentracdo protéica do antigeno pelo método
de Bradford (1976).

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 50 uL de antigeno (0,1
ug de proteina por poco) diluido em tampé&o carbonato de sodio 50 mM pH
9,6 e ficaram incubadas por 12 h a 4 °C. O excesso de antigeno foi
desprezado e as placas foram lavadas trés vezes com PBS- Tween 0,05%,
pH 7,4. Para bloquear os sitios livres, adicionava-se a cada poc¢o 100 uL de
PBS-Tween 0,05% e leite desnatado 2%, mantendo a placa incubada por
1h a temperatura ambiente. Ao final, repetiu-se o procedimento de lavagem.

Visando a deteccao de anticorpos especificos, os soros foram diluidos
em PBS-leite 2% (v/v) na proporcao de 1:100 e transferidos para 0s pocos.
O tempo de incubacéo foi de 2 h a temperatura ambiente. Apos mais um
procedimento de lavagem, os pocos foram incubados com o 2° anticorpo
(anti-IlgG humano conjugado com fosfatase (ZIMED, CA) diluido em PBS-

leite 2%, na proporcéo de 1:1000) por 90 min a 37 °C. A reacgdo foi revelada
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com o substrato p-nitrofenol fosfato (SIGMA) e as densidades Opticas foram

lidas a 630 nm. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

3.2 Hemaglutinacéo Indireta

O processamento dos parasitos utilizados nos testes de
hemaglutinagéo indireta é idéntico ao utilizado em ELISA, até a etapa de
lise por congelamento e descongelamento. Depois disso, os parasitos foram
isotonizados com salina concentrada 10 vezes e o extrato foi centrifugado a
1475 x g por 5 min. O sobrenadante foi guardado a -20 °C até o0 momento
do uso.

As hemacias utilizadas nesse procedimento foram coletadas de um
doador ndo portador da Doenca de Chagas, de grupo sanglineo O e fator
Rh negativo. As hemacias (10 mL) foram misturadas a 10 mL de solucéo
Alsever e armazenadas a 4 °C por 24 h. Apés centrifugacdo a 365 x g por 4
min e trés lavagens em PBS pH 7,2, o sedimento foi ressuspenso em 20 mL
de PBS pH 7,2, contendo 1% de &cido tanico, e incubado a 37 °C por 15
min, com agitacdo moderada. Depois de lavadas com PBS pH 7,2, as
hemécias taninizadas foram centrifugadas a 365 x g por 4 min. Uma
aliquota foi separada para ser usada com soros-controle, e outra,
sensibilizada com o antigeno.

Os testes foram feitos em placas de microtitulagdo de fundo em “U”

(TITERK). Aos pocos, eram adicionados 50 uL de hemécias sensibilizadas
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e 50 uL dos soros em diferentes diluicdes (1:4 até 1:1024). Apos incubacao
de 2 h a 37 °C, foram consideradas positivas as amostras em cujos pogos
(com titulo maior que 1:8) houve a formacdo de um tapete de heméacias,
consequéncia da aglutinacdo. Nas amostras negativas, observou-se a

formacédo de um botdo de hemécias no fundo do poco.

3.3. Imunofluorescéncia Indireta

Epimastigotos cultivados em meio LIT foram centrifugados a 2000 x g
por 10 min. O sedimento, lavado trés vezes em PBS pH 7,2, foi
ressuspenso em volume de PBS contendo formol a 2% (v/v). Apos trés
lavagens com PBS, os parasitos formalizados foram ressuspensos em
volume de agua necessario para se obter uma concentracdo de 6
parasitos/uL. As laminas receberam 5 uL da mistura e, ap0s secagem ao ar
livre, foram embrulhadas com papel de aluminio forrado com lenco de papel
e guardadas a -20°C.

Dilui¢cdes seriadas dos soros em PBS pH 7,2 de 1:20 até 1:360 foram
preparadas e 10 uL de cada diluicdo foram colocados em cada divisao da
lamina de vidro. Apds incubacédo por 30 min, a 37°C, e trés lavagens com
PBS, esperou-se as laminas ficarem secas para se adicionar um conjugado
de anti-IgG marcado com fluoresceina (Laborclin), diluido 1:100 em PBS.
Seguiram-se, entdo, mais uma incubacdo por 30 min, a 37°C, e trés

lavagens com PBS. Depois de secas, as laminas foram montadas com
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glicerina tamponada pH 9,0 e analisadas em microscépio de fluorescéncia.
Uma amostra era considerada positiva quando a silhueta do parasito
aparecia fluorescente nos campos sob luz ultravioleta, em microscépio
usando filtro de barreira e filtro excitado com comprimento de onda 495 nm.
O resultado positivo era dado pela fluorescéncia verde-maca obtida em

diluigBes iguais ou maiores que 1:40.

. Reacédo de Polimerizacdo em cadeia (PCR)

Com o objetivo de amplificar o DNA nuclear (hnDNA) e o DNA
mitocondrial (KDNA) do T. cruzi no DNA molde extraido das células
nucleadas do sangue dos pacientes, foram ulitizados quatro pares de
primers diferentes. Os pares TCZ1/2 (Moser e cols, 1989) e PON1/2
(Requena e cols, 1992) amplificam regides do nDNA do parasita, enquanto
0s primers S36/S35 e S34/S67 (Sturn e cols, 1989) amplificam sequéncias
dos minicirculos de KDNA. A Tabela 1 contém as seqiéncias de cada par
de primers.

Os primers TCZ1/2 amplificam uma regido de microssatélite, com
repeticdes in tandem, que corresponde a 9% do DNA total do T. cruzi
(Virreira e cols, 2003). Ja o par PON1/2 amplifica uma sequéncia repetitiva
dispersa que representa cerca de 7% do DNA total do parasito, existindo 1-
2 X 10* copias desta sequiéncia por genoma (Requena e cols, 1992). Esses
primers sao especificos de Trypanosoma cruzi, ndo amplificando o DNA de

outros tripanossomatideos ou de humano. Os primers de kDNA foram
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deduzidos a partir das regides conservadas dos minicirculos de kDNA
(Figura 5) e abrangem 25% do DNA total do parasita.

As amplificacbes foram realizadas em triplicada e seguiram as
seguintes condicdes, previamente padronizadas: 200 ng de DNA humano
foram utilizados como molde e os reagentes do kit de PCR da
INVITROGEN: tampéo de reacdo (50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI pH
9.0 e 2 mM de MgCl,), 50 ng de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5
unidades de Taq DNA polimerase. Foram incluidos em todas as reac¢fes 0s
devidos controles, negativo e positivo, que consistiram, respectivamente, de
DNA de individuo néo infectado e de 250 pg de DNA de T. cruzi Berenice.
Todas as reacdes de PCR foram realizadas no termociclador modelo PTC-

100 da MJ Research e seguiram o seguinte programa:

94°C / 5 min

94°C / 30 seg
32 ciclos Tm°C do primer / 1 min
72°C/ 1 min
72°C /5 min
4°C ...
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Tabela 1: Primers utilizados nas reagdes de PCR.

Primer DNA a ser amplificado Sequéncias Tm*
TCZ1 nDNA 5GAG CTCTTG CCC CAC ACG GGTGCT & 67,6
TCZ 2 NnDNA 5'CCT CCA AGC AGC GGATAG TTC ACG 3 61,4
PON 1 NnDNA 5TGG CTT GGA GGA GTT ATT GT3 57,4
PON 2 nDNA 5'AGG AGT GAC GGT TGATCA GT3 58,0
S34 kDNA 5’ACA CCAACCCCAATCGAACCZ 57,9
S 67 KDNA 5GGT TTT GGG AGG GG(G/C) (G/C)(T/G)TC 3 60,1
S35 kDNA 5'ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC 3 59,4
S 36 kDNA 5GGT TCG ATT GGG GTTGGT G 3 57,9
L1-1 LINE 5'CTC CGG TCT ACA GTC CCC A3 65,6
L1-2 LINE 5TCC CAA GAC TAA ACC AGG A3 62,9
L1-3 LINE 5 ATCACACTCTGG GGACTG TG 3 64,7
L1-4 LINE 5" CAC AGT CCC CAG AGT GTG AT 3 59,9
L1-5 LINE 5 TCCTGG TTT AGT CTT GGG AG 3 60,1
L1-6 LINE 5 TGG GAG CTG TACACCGGAG 3 63,0

* Tm = temperatura média de anelamento em °C.

5. Amplificacdo das regifes flanqueadoras do kDNA de T. cruzi
integrado no genoma humano

A técnica de TAIL PCR (Thermal Asymmetric Interlaced — PCR) foi

modificada para se tentar obter as regibes do genoma humano que

flanqueiam o kDNA integrado. Inicialmente descrita por Liu & Whittier

(1995), esse procedimento alterna ciclos de baixa estringéncia e alta

estringéncia e utiliza primers degenerados combinados com primers

especificos. Dessa forma, enquanto as altas temperaturas favorecem o
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anelamento apenas dos primers especificos, as baixas temperaturas
permitem o anelamento de ambos.

No presente estudo, nos alteramos a TAIL PCR com base em dados
anteriores que indicaram a ligacdo do kDNA a retroelementos LINE-1 (Nitz
e cols, 2004; Simdes-Barbosa e cols, 2006), e, assim, substituimos os
primers degenerados por especificos. A metodologia, entdo, passou a ser
chamada psTAIL PCR (primer specific Thermal Asymetric Interlaced —
PCR). Para isso, deduzimos primers de regides conservadas de L1 de
diversos organismos (Figura 5B), visando substituir os primers degenerados
de Liu & Whittier, 1995. Assim, seguiu-se a primeira amplificagdo: utilizou-
se 200 ng de DNA gendmico em uma reacao contendo 1X de tampéao de
reacao (20 mM Tris HCI pH=8,4, 50 mM KClI), 2,5 mM de MgCl,, 100 ng do
primer de KDNA (S34 ou S67), 0,2 mM de dNTPs, 2 unidades de Taq
Platinum (Invitrogen), juntamente com 10 ng de cada um dos primers de L1

usados neste estudo (Tabela 1). O programa utilizado na psTAIL PCR1 foi:

94°C /4 min

94°C / 30 seg
5 ciclos {645(3;“1 min

72°C /12 min

94°C / 30 seg
1 ciclo {25‘&7 /2 min

72°C /2 min
94°C / 30 seg
64°C /1 min
72°C /2 min
94°C / 30 seg
12 ciclos 64°C /1 min
72°C /2 min
94°C / 30 seg
44°C /1 min
72°C /2 min
72°C /7 min
4°C.

49



34 S SElrev

A
1
336 335 S67
rev
B

Figura 5: Regides de deducdo dos primers utilizados na psTAIL PCR. A)
Estrutura do minicirculo de KkDNA, composta por 4 regides conservadas
(azul escuro) e 4 regibes variaveis (azul claro). Em destaque, os primers
deduzidos das fitas senso e anti-senso. B) Elemento LINE-1: sequéncias
bastante conservadas entre os diversos L1 de humano possibilitaram a

construcdo de primers para as regides 5-UTR, 3'UTR e ORF2.
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Para a segunda amplificacdo, foram utilizados 2 pL da diluicdo de 1:40
da psTAIL PCR 1, em uma reacdo contendo 1X de tampéo de reacéo (20
mM Tris HCI pH=8,4, 50 mM KCI), 2,5 mM de MgCl,, 100 ng do primer de
KDNA mais interno (S35 ou S35 reverso), 0,2 mM de dNTPs, 2 unidades de
Taq Platinum (Invitrogen), mantendo-se os mesmos primers de L1 utilizados
na primeira amplificacdo (10 ng). O programa utilizado na psTAIL PCR 2 foi

0 seguinte:

94°C / 4 min
[94°C / 30 seg
64°C / 1 min
72°C /2 min
94°C / 30 seg
12 ciclos < 64°C /1 min
72°C /2 min
94°C / 30 seg
45°C /1 min
\.72°C / 2 min
72°C | 7 min

4°C ...

Os produtos da psTAIL PCR 2 foram diluidos 1:10, e 2 pL da diluicdo
foram utilizados como molde para a psTAIL PCR 3. A reagdo continha 1X
de tampéo de reag¢do (20 mM Tris HCI pH 8,4, 50 mM KClI), 2,5 mM de
MgCl,, 100 ng do primer de kDNA mais interno (S67 reverso ou S36), 0,2

mM de dNTPs, 2 unidades de Taq Platinum (Invitrogen) junto com 10 ng
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dos mesmos primers de L1. O programa utilizado na psTAIL PCR 3 foi o

seguinte:

94°C / 3 min
94°C / 30 seg
20 ciclos 45°C /1 min
72°C /2 min
72°C /7 min

4°C ...

6. Digestdo Enziméatica do DNA gendmico

Para a digestdo enzimatica do DNA gendmico, utilizamos a enzima de
restricdo EcoRI (Promega), pois ela € capaz de cortar o kDNA apenas uma
Unica vez. Neste experimento, foram utilizados 50 ung de DNA gendmico, 3
unidades de enzima por micrograma de DNA, 1/10V de tampéo 10X e
1/100V de BSA. A digestéo era realizada a 37°C por 12 h. Em seguida, o
produto da digestao era precipitado com 2,5V de etanol absoluto gelado e
1/10V de acetato de sodio 3 M pH 4,7. Apos 2 lavagens com etanol 70%
gelado, o DNA era ressuspenso em 50 uL de agua Milli-Q e guardado a

-20°C.
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7. Clonagem, transformacdo em E. coli competente e extracdo de DNA
plasmidial

Os produtos da terceira psTAIL PCR foram clonados no vetor
comercial pGEM T-Easy (PROMEGA) conforme instru¢cdes do fabricante.
Esse vetor caracteriza-se pela presenca de uma timina em ambas as
extremidades 3'. Assim, a ligacao dos produtos se faz possivel, pois a Taq
polimerase utilizada adiciona uma adenina na extremidade 3’, permitindo o
pareamento.

Para o procedimento de transformacédo, fez-se necessaria a
preparacéo de células competentes, a qual seguiu o protocolo de cloreto de
rubidio descrito no Protocols and Application Guide da PROMEGA (1996).
Diferentes linhagens de E. coli foram utilizadas durante 0Ss nossos
experimentos: JM109 (Promega) e XL10-Gold (STRATAGENE).

Apés a transformacéo, foi feita a selecdo dos clones que contém o
inserto atraves da diferenca de coloracdo das coldnias. As coldnias brancas
sédo formadas quando o inserto € adicionado ao plasmidio, havendo, assim,
o rompimento do gene da B-galactosidase que, consequientemente, se torna
incapaz de processar o substrato X-gal. Quando o inserto ndo se insere, 0
gene da B-galactosidase codifica a enzima que age sobre X-gal, formando a
coloracao azul das colbnias. Além disso, o vetor pGEM T-Easy também
possui 0 gene de resisténcia a ampicilina, o que garante que apenas as
bactérias transformantes consigam crescer em meio contendo este

antibidtico.
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O DNA plasmidial foi extraido utilizando-se o kit QIAprep Spin
Miniprep (QIAGEN), de acordo com as instrucbes do fabricante. A analise
do tamanho dos insertos foi feita em gel de agarose 1%, na presenca de
marcador molecular, apos digestdo do DNA plasmidial com a enzima de

restricdo EcoRI (12 h, 37°C).

8. Southern Blot

8.1 Southern Blot dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% e, posteriormente, utilizou-se o método de transferéncia
alcalina (Sambrook & Russel, 2001) para transferir o DNA para uma
membrana de nylon positivamente carregada (Hybond-XL — Amersham
Pharmacia Biotech). Resumidamente, desnatura-se o DNA em solugéo
alcalina (NaOH 0,4 M) por 20 min e, entdo, faz-se a transferéncia, por
capilaridade, do DNA presente no gel para a membrana, utilizando a
mesma solucdo alcalina. Apés 8 h de transferéncia, as membranas eram

secas em estufas a 37 °C para a fixacdo do DNA.

8.2 Southern Blot Genbmico

Inicialmente, o DNA gendmico digerido era separado em um gel de

agarose 0,8% por cerca de 8 h a 4°C (~80 Volts). Com o término da
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eletroforese, o gel era submetido por 30 min a uma solugéao de 0,25 M HCI
para depurinacdo do DNA, seguido por duas lavagens com agua destilada.
Logo apds, realizou-se o processo de desnaturacédo (0,4 M NaOH por 45
min) para, entdo, se iniciar a transferéncia do DNA para a membrana de
nylon positivamente carregada. A partir desse ponto, o procedimento é
idéntico ao realizado com os produtos de PCR, alterando-se apenas o

periodo de transferéncia, que passa a ser de 24 h.

8.3 Transferéncia de colbnias de bactérias transformantes para membrana

de nylon

Os clones de bactérias transformantes foram repicados para uma
membrana de nylon em contato com meio LB sélido contendo 100 pg/mL
de ampicilina. Apos incubacdo a 37°C por 12 h, as membranas eram
retiradas e embebidas em papel de filtro contendo solucdo de lise (SDS
10%) por 10 min, seguida de solucdo de desnaturacdo (0,4 M NaOH) por
10 min, e, por ultimo, SSC 2X por 10 min. As membranas foram secas em

estufas a 37°C para a fixacdo do DNA.
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9. Marcacao de Sondas Radioativas

DNA mitocondrial de T. cruzi ou fragmentos de DNA resultantes da
amplificacdo do DNA desse parasito com diferentes primers foram
marcados radioativamente, utilizando-se o kit Random Primer Labelling
System (Invitrogen). Essa técnica consiste em inserir um dATP
radiomarcado [a- *P] na seqliéncia da fita de DNA molde, sintetizada pela
enzima Klenow (atividade polimerasica) na presenca de primers randémicos
(hexaméricos). A reacéo foi realizada conforme instru¢des do fabricante: 30
ng de DNA (em um volume final de 25 uL) foram desnaturados a 100°C por
10 min e depois colocados no gelo. Foram adicionados 2 uL de dCTP, 2 uL
de dGTP e 2 uL de dTTP; 15 pL de tamp&o, 3 uL de [a-*?P] dATP (3000
uCi) e 1 uL de Klenow. Apos um periodo de incubacédo de 3 h a temperatura
ambiente, a reacéo foi parada com 5 uL do tampéao de parada. A Tabela 2

contém as sondas utilizadas neste estudo.

9.1. Purificacdo de Sondas radioativas

As sondas radiomarcadas foram purificadas em coluna Sephadex G50
e & de vidro (Sambrook e cols, 1989). A incorporacdo radioativa foi
confirmada através de cintilografia. As sondas foram usadas dentro dos
limites de concentracdo de 1 a 2x10° cpm/mL de solucéo de hibridizac&o e

as atividades especificas foram iguais ou maiores que 10% cpm/ug de DNA.
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Tabela 2: Sondas radiomarcadas utilizadas na hibridizacdo de

membranas contendo DNAs especificos mobilizados.

Sonda

Descricao

kDNA

TCZ

PON

A) kDNA total extraido de T. cruzi (~1,4kb)

B) Produto de PCR (~330pb) de T. cruzi amplificado pelos primers S35/S36 e
purificado do gel de agarose com o auxilio do kit QIAEX Il (QIAGEN), conforme

recomendacdes do fabricante.

C) Sonda consenso I:

GAACGCCCCTCCCAAAACCAACAATTTCGAATTCCACACCAACCTCCTAACCACCCATAA
TACACCACAACCCCTACCATACAAATTCAGAATATAAGTATAATCAGTACAATCATTATA
TATCAACTTTAACTTCACACTATTAATCATACTCCTATCACTATAGTTATCTCTTACTCT
CATCAATATACCCAATACCTAAACCATTAAATCAATAAACTCTACCCAACAACCTCCTAT
ATCACACCAACCCCAATCGAACCTCACCTCCCGTAAACAACCCCCATTTTCGGCCAAATA
ATGTACGGGTGAGATGCATGATTTTTCGGGCCCAAATTTGAACGCCCCTCCCAAGACTAA
ACCAGGA

D) Sonda consenso |I:

GAAGCCCCCTCCCAAAACCAATATTTCACGAATTTCCATACCTCATACTCCGTAACCATA
ACACAAACACAATCATACAACCCCATTAACCAAATATATAAACTGTAATATAACTCTAAT
TATACAAACTTAAACCACCTACCAAACTGTAACTCACACGATATAAACTCACATACATCA
TCTTAAACATATTCAATAAGTTATATCACCAATATTCTACTAATCCACTAACCTCCTTAT
ATTACACCAACCCCAACCGAACCC

Produto de PCR (~188pb) de T. cruzi amplificado pelos primers TCZ1/2 e
purificado do gel de agarose com o auxilio do kit QIAEX Il (QIAGEN), conforme

recomendacdes do fabricante.

Produto de PCR (~250pb) de T. cruzi amplificado pelos primers PON1/2 e
purificado do gel de agarose com o auxilio do kit QIAEX Il (QIAGEN), conforme
recomendagdes do fabricante.
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10.Hibridizacao

As membranas com o DNA mobilizado foram bloqueadas por 12 h a
65°C com solucdo de preé-hibridizacdo (PEG 800 10%, SSPE 1,5%, SDS
7% e 100 pg/mL de DNA de esperma de salmio). Ao término desse
periodo, as sondas radiomarcadas eram desnaturadas a 100°C por 5 min e
adicionadas a solucdo de pré-hibridizacdo, onde as membranas
permaneciam por mais 12 h a 65°C. As lavagens das membranas foram
realizadas com graus crescentes de estringéncia, visando a remog¢ao da
sonda que ndo se ligou adequadamente a membrana. Foram feitas duas
lavagens com SSC-2X/0.1% SDS, a 65°C, por 15 min, seguidas de outras
duas com SSC-0.1X/0.1% SDS, a 65°C, por 15 min. As membranas, ainda
Uumidas, eram revestidas em filme plastico de PVC e expostas em um
cassete metalico com filme sensivel a raios X (KODAK T-MAT), e
incubadas a -80°C. O tempo de exposicédo variava de acordo com o DNA
transferido para a membrana. Assim, aquelas contendo os produtos de
PCR ou as colbnias transformantes ficavam expostas entre 12 h e 7 dias.
Ja aquelas que continham o DNA gen6mico tinham um tempo de exposi¢cao

de até 30 dias. Procedia-se, entdo, a revelagao dos filmes.

11.Sequenciamento dos clones e analise em banco de dados
O DNA extraido dos clones selecionados foi enviado para o

sequenciamento automatico comercial (Genomic, SP), o qual utilizou os
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primers T7 e Sp6 para a amplificacdo das sequéncias. Para a andlise das
sequéncias de DNA em banco de dados, utilizou-se o algoritmo BLASTn
(www. ncbi. nlm.nih.gov). Além disso, também foi feita a analise de
formacdo de possiveis ORFs, utilizando-se o programa DNAMAN, com
posterior busca em banco de dados através dos algoritmos BLASTX,
BLASTp (www. nchi. nim.nih.gov) e Swiss-Prot (www.expasy.ch/sprot/sprot-
top.html).

Nas buscas por BLASTn, utilizamos os seguintes parametros:
Database — Others, Optimize for Somewhat similar sequences (blastn).
Para os demais algoritmos, mantivemos os parametros padrdoes. Eram
considerados significativos os resultados com E-value acima de 1,0e e

identidade superior a 60%.
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1.

V. Resultados

Imunodiagndstico

Exames ELISA, HI e IF foram empregados para identificacdo de
anticorpos especificos contra antigenos de T. cruzi no soro dos individuos
da amostra. O diagnostico da infeccéo era firmado pelos resultados de dois
Oou mais exames positivos entre os 3 testes realizados. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 3. No teste ELISA, feita a subtragcdo da
absorbancia do branco, foram considerados positivos aqueles soros cujas
absorbancias mostravam-se 2 vezes maiores que a do controle negativo.
Dessa forma, pudemos detectar que 26 pacientes apresentavam titulos de
IgG especificos bastante aumentados. A HI mostrou-se menos sensivel que
0 ELISA, indicando a presenca de anticorpos em apenas 21 pacientes. Para
esse teste, considerou-se resultado positivo a aglutinagcdo de hemécias
sensibilizadas com antigenos pelo soro diluido 1: 16 ou acima. Para a IF,
considerou-se como resultado positivo a presenga de parasitos com
coloracdo verde-maca, apos tratamento com soro na diluicdo 1:40 e acima.
Utilizando esses critérios, identificamos 24 pacientes com resultados
positivos para a infeccdo pelo T. cruzi. Desses, 20 pacientes tiveram
resultados concordantes pelos trés testes e quatro foram positivos apenas
para ELISA e imunofluorescéncia. Destaca-se o fato de que apenas 12

pacientes sabiam ser portadores da Doenca de Chagas.
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Tabela 3: Diagndsticos imunoldgicos de infec¢Bes pelo Trypanosoma

cruzi na amostragem analisada *.

ELISA HI IF Positivos

26/123 21/123 24/123 24/123

*NUmero de pacientes com resultado positivo/ nimero total de pacientes.

2. Diagnéstico por PCR

As reacbes de polimerizacdo em cadeia (PCR) foram realizadas
visando identificar a presenca de DNA nuclear (hnDNA) e mitocondrial
(kKDNA) nas amostras estudadas. As reacdes foram repetidas trés vezes
com cada par de primers, necessarias para confirmacéo do diagnostico de
cada paciente.

As amplificacdes das sequéncias de nDNA correspondem a regides
repetitivas presentes no genoma do parasita (Moser e cols, 1989; Virreira
e cols, 2005). Os primers TCZ1/2 geraram fragmentos de 188pb e seus
catameros. Os primers PON1/2 produziram sequéncias de 250pb. Para
confirmar a especificidade dos produtos de PCR, realizou-se a
hibridizacdo com sondas de TCZ e PON, respectivamente (Figura 6A e B).
Com esses resultados, foi possivel identificar os individuos que possuiam
a infeccao pelo T. cruzi. Essa andlise revelou que o primer TCZ1/2 é mais
sensivel que o PON1/2, sendo capaz de identificar uma maior quantidade

de amostras positivas (Tabela 4). Dos 123 pacientes estudados, 38
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tiveram o DNA amplificado pelos primers TCZ1/2, enquanto apenas 33
amplificaram com PON1/2.

Para detectar a presenca do kDNA, foram utilizados os primers
S34/S67 e S35/S36, que amplificam, respectivamente, fragmentos de 122
pb e 330 pb e seus catameros (Figura 6C e D). O primeiro fragmento
corresponde ao tamanho de uma regidao conservada completa do KDNA,
enquanto o segundo, abrange as extremidades de duas regides
conservadas mais uma regido variavel inteira. A especificidade dos
produtos de PCR foi confirmada por hibridizacdo com a sonda B de kDNA
(vide Materiais e Métodos). Verificamos que os dois pares utilizados foram
capazes de amplificar o DNA mitocondrial em um nUmero de amostras
praticamente idéntico (Tabela 4).

Em resumo, nos assumimos que 38 pacientes sdo realmente
chagasicos, pois tiveram seus DNAs amplificados com pelo menos um par
de primers de nDNA e um de kDNA. De grande interesse foi a constatacéo
gue o DNA molde de 36 pacientes do estudo amplificaram apenas com o0s
primers de kDNA. Esse dado sugeriu a possibilidade de transferéncia
vertical do DNA mitocondrial do protozoario, pois a amplificacdo com

NDNA nao foi obtida nesses casos.
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Figura 6: Southern Blot de produtos de nDNA e kDNA amplificados por PCR
e hibridizados com sondas especificas. A) TCZ1/2. B) PON1/2. C) S34/S67.
D) S35/S36. As siglas representam: B, branco; CN, controle negativo; CP,
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controle positivo; TC, Trypanosoma cruzi.

Tabela 4: Amplificagdo de sequéncias de minicirculos de kDNA e nDNA de

Trypanosoma cruzi em amostras de chagéasicos e seus descendentes*

TCZ1/2 PON1/2 S34/S67 S35/S36 Chagasicos

38/123 33/123 74/123 73/123 38/123

* Numero de amostras amplificadas pelos primers especificos/ nimero total

de pacientes.



3. Estudo das Familias

Para uma melhor compreensao do significado dos resultados dos
exames imunologicos e de PCR, nés fizemos o heredograma das cinco
grandes familias (Figuras 7 a 11) com os dados registrados
cuidadosamente nos prontuarios clinicos, revistos no momento da colheita
de sangue.

Com base nesses resultados, verificamos que a familia A é composta
por 24 individuos, dos quais quatro tém a infeccdo chagasica ativa, na
vigéncia de testes positivos com os primers de nDNA; onze individuos
nessa familia apresentaram apenas o teste positivo para 0 kDNA. Os
parentais dessa familia nasceram na zona rural e viveram em casas
infestadas por barbeiros, porém desconheciam ser portadores das
infeccdes pelo T. cruzi. Interessantemente, o parental 389 do sexo
masculino tinha teste soroldégico negativo, contrastando com os resultados
de PCR positivos. Dos sete filhos deste casal, um faleceu de problemas
cardiacos aos 32 anos, 3 apresentam PCRs positivas apenas para kDNA e
outros 3 possuem resultados negativos em exames imunolégicos e PCR.
De grande importancia, todos os conjuges da geracdo G; sao oriundos de
zonas rurais, o que pode explicar o fato de dois deles serem portadores de
infeccdes pelo T. cruzi e os demais (dois) apresentarem as PCRs com
primers de kKDNA positivas. Também podemos observar que os primers
especificos usados na PCR amplificaram kDNA de T. cruzi em seis

individuos da geracgéo G,
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Figura 7: Heredograma da familia A. Os parentais dessa familia nasceram na

area rural e, apo0s 20 anos, mudaram-se para Brasilia, onde nasceram seus
filhos e netos. As cores utilizadas tém os seguintes significados: Branco: TCZ - /
kKDNA - . Preto: TCZ + / KDNA +. Verde: TCZ - /| kDNA +. Os sinais + e —
referem-se aos resultados obtidos pelos testes soroldgicos. O retangulo com

linha diagonal significa ébito.

O heredograma da familia B (Figura 8) também mostra fundadores
chagasicos que residiam em casas infestadas com barbeiros no interior de
Minas Gerais. O paciente 393 tem sintomas e sinais clinicos da Doenca e
possui seis irmaos com problemas cardiacos, dois dos quais sucumbiram por
esse mal. A paciente 406 tivera os exames sorologicos consistentemente
negativos. Entretanto, os resultados desses exames diferem dos resultados
positivos pela PCR. Os resultados da PCR foram positivos também em todos
os filhos deste casal, cujos DNA molde amplificaram o kDNA mitocondrial.
Além disso, o kDNA mitocondrial foi amplificado em 66% dos membros da

terceira geracao.
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Figura 8: Heredograma da familia B. Os parentais foram expostos aos insetos-

P
. 4

vetores das infec¢des pelo Trypanosoma cruzi e apresentam PCRs de nDNA e
KDNA positivas (preto). As progénies G; e G, jamais foram expostas aos
triatomineos, mas muitos apresentam testes de PCR positivos apenas com
primers de kDNA (verde). Os sinais + e — referem-se aos resultados obtidos

pelos testes imunoldgicos. (x) o DNA néo foi obtido.

A peculiaridade da familia C (Figura 9) € que apenas o patriarca 466 é
realmente chagasico, diagnosticado pelos testes soroldgicos e pelos
marcadores genéticos da infeccao pelo T. cruzi. Dois filhos e dois netos do
casal fundador apresentam reacfes de PCR positivas apenas para KDNA,

enquanto os demais componentes tiveram todos esses testes negativos.
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Figura 9: Heredograma da familia C. Apenas o patriarca da familia nasceu na
zona rural, onde ficou exposto aos insetos-vetores. As progénies G; e G
jamais foram expostas aos triatomineos. As cores utilizadas tém os seguintes
significados: Branco: TCZ - / KDNA - . Preto: TCZ + / kDNA +. Verde: TCZ -/
KDNA +. Os sinais + e — referem-se aos resultados de testes soroldgicos

positivos e negativos. (X) DNA néo foi obtido.

Na familia D, todos os individuos nasceram em meio rural e disseram
notar a existéncia de barbeiros em suas casas. Nessa familia, verificamos a
infeccdo chagasica ativa (sugerida pela positividade da PCR de nDNA) em
50% dos individuos. Ainda verificamos progénies G, e Gz com positividade

apenas para o kDNA mitocondrial (Figura 10).
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Figura 10: Heredograma da familia D. Todos os membros desta familia

nasceram em darea endémica, onde foram expostos aos insetos
transmissores do Trypanosoma cruzi. As cores utilizadas tém os seguintes
significados: Branco: TCZ - / KDNA - . Preto: TCZ + / KDNA +. Verde: TCZ -
/| kDNA +. Os sinais + e — referem-se aos resultados obtidos pelos testes

sorologicos. Os retangulos com linha diagonal significam o6bito.

O heredograma da familia E (Figura 11) inclui 19 pessoas que
nasceram e residem em area endémica. O paciente chagasico mais idoso
(433) tem 61 anos, enquanto que o paciente chagasico mais jovem (442)
tem 8 anos de idade. Isto sugere que a transmisséo vetorial do T. cruzi esta
ativa, naquela regido do Municipio de Bonfinopolis, Estado de Minas Gerais.
Os pacientes 441 e 446 tiveram os testes imunologicos (IF, HI e ELISA)
positivos enquanto que os testes de PCR foram positivos apenas com
primers de KDNA. Diferentemente, o paciente 429 apresenta os testes

imunoldgicos positivos e PCRs negativas com primers de nDNA e KDNA.
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Esse Ultimo resultado pode ser considerado como reacdo cruzada

inespecifica.

Figura 11: Heredograma da familia E composta de individuos que
nasceram e residem em area endémica. As cores representam: Branco:
TCZ - /| KDNA - . Preto: TCZ + / KDNA +. Verde: TCZ - / KDNA +. Os sinais
+ e — referem-se aos resultados obtidos pelos testes sorologicos. Os
retdngulos com uma linha diagonal representam individuos ja falecidos. [x ]
DNA néo foi obtido.

A andlise destas arvores filogenéticas revela cinco fundadores do sexo
feminino e seis do sexo masculino. Os resultados mostram que 72,8% dos
parentais daquelas familias sédo chagéasicos, pois apresentam positividade da
PCR com primers de nDNA. Essa freqiéncia caiu para a metade quando
tomamos apenas o0s resultados dos exames imunoldgicos. Nas geracdes
subsequentes, a freqiéncia de chagasicos (portadores da infeccdo ativa)
diminuiu espetacularmente: apenas 15% da geracdo G; e 9% da geracdo G;

eram chagasicos. Provavelmente, a queda na prevaléncia das infeccbes
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chagasicas deve ser creditada ao sucesso do desalojamento do T. infestans
domiciliado.

Nas cinco familias estudadas, 45% dos descendentes tiveram seus
DNAs amplificados apenas com primers de kDNA. Nesta coorte dos
descendentes, predominam os individuos que nasceram em areas urbanas,
nao receberam transfusdo de sangue e nunca tiveram contato com o inseto
vetor. Todos esses individuos (KDNA+) apresentam testes sorolégicos e PCRs
de nDNA negativos. No conjunto, os dados sugerem que o KDNA do
Trypanosoma cruzi foi transferido dos parentais para a progénie, visto que a
histéria epidemiolégica exclui a possibilidade de transmissdo vetorial da

infeccdo na grande maioria dos casos.

. Analise da integracdo de minicirculos de kDNA no genoma humano
Com o objetivo de investigar a transferéncia de minicirculos de kDNA
para 0 genoma humano, utilizamos os procedimentos psTAIL PCR e
Southern Blot gendmico. No primeiro, foram utilizados primers de kDNA e
de LINE-1 (vide Tabela 1, materiais e métodos) visando amplificar o sitio de
justaposicdo desses dois elementos. No segundo, visou-se demonstrar
bandas de integracdo do kDNA pela hibridizacdo com sonda especifica. A

seguir, apresentamos os resultados desses procedimentos.
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4.1 psTAIL PCR (primer specific Thermal Asymmetric Interlaced — PCR)

Apoés analisarmos os dados apresentados nas arvores filogenéticas
das familias A a E, selecionamos alguns casos que tinham marcadores
genéticos sugestivos da presenca do DNA do protozoario. O DNA molde
desses individuos foi submetido & psTAIL PCR. Também incluimos
amostras de DNA de individuos que nao pertenciam as grandes familias do
estudo, mas que procuraram o laboratério voluntariamente para fazer o
estudo dos marcadores genéticos da infeccgéo.

A psTAIL PCR consiste na amplificacdo de sequiéncias de DNA, a
partir de DNA gendmico, utilizando primers especificos de kDNA de T.cruzi
juntamente com um primer especifico de L1. As reacbes sdo feitas
alternando ciclos de alta estringéncia com ciclos de baixa estringéncia. As
reamplificacbes sucessivas dos produtos de PCR com primers de KDNA
mais internos (nesteds-PCR) permitiu a eliminacdo dos produtos de baixa
especificidade formados na primeira amplificacdo. Os produtos amplificados
nas trés reacdes foram submetidos a hibridizacdo com sonda especifica de

KDNA, tornando possivel identificar varios produtos de diferentes tamanhos

contendo sequéncias reconhecidas pela sonda (Figura 12).
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psTAIL PCR 1
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Figura 12: Hibridizacdo dos produtos de psTAIL PCR do paciente 479 com
sonda de kDNA. psTAIL PCR 1: as amostras foram amplificadas com os
primers S34 ou S67 e um dos primers de L1 (1 a 6). psTAIL PCR 2: os
produtos da 12 reacdo eram diluidos 1:40 em agua (v/v) e reamplificados
com o primer seguinte de kDNA, combinado com o mesmo primer de L1
usado na reacdo anterior. psTAIL PCR 3: os produtos da 22 reacao foram

diluidos em 1:10 em agua.

Resumidamente, os produtos da terceira psTAIL PCR que
apresentavam sinais mais intensos no Southern Blot foram clonados e
sequenciados. Analisou-se 400 desses clones, dos quais 2 apresentaram
apenas o vetor, 11 ndo tiveram sequienciamento com qualidade satisfatoria,

17 apresentavam apenas DNA humano e 138 continham apenas o kDNA.
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Afortunadamente, 232 clones sequenciados tinham kDNA e regibes
flanqueadoras do genoma hospedeiro. Com esse rendimento de 58%, a
psTAIL PCR foi considerada satisfatoria, haja vista que esse rendimento é
similar ao obtido por outros autores (Sessions e cols, 2002; Michiels e cols,
2003; Settles e cols, 2004). O alinhamento daquelas 232 sequéncias
permitiu verificar que muitas ja estavam contidas em outros clones. Como
resultado desse pareamento, os 232 clones foram reduzidos a 128, os
quais tinham origem em 44 pacientes. A andlise desses clones esta
ilustrada na tabela do ANEXO II. Devido a grande dimensao do arquivo, as
sequéncias dos 128 clones foram disponibilizadas no nosso portal

www.Impdc.unb.br

No portal e no Anexo IlI, o leitor verificarda que as sequéncias
geralmente sdo longas, pois encontramos até 660 nucleotideos de
minicirculos de kDNA (tamanho médio de 311 + 117 nts) adentrando no
genoma humano em até 1350 bases. Em vista das caracteristicas das
sequéncias longas, obtivemos analises bioinformaticas acuradas. Essas
andlises revelaram identidades e E-value com valores altamente
significativos (Anexo Il). Por exemplo, seqiéncias de 28 clones tiveram o E-
value igual a zero. As andlises das sequéncias daqueles 128 clones

identificaram regifes de minicirculos de KDNA integrados no DNA humano,

como exemplificado na Figura 13.
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A)

B)

gbM18814 .1 TRBKPMCAA T.cruzi kinetoplast minicircle DNA, cloneKY-3
Expect = 2e-20, Identities = 232/331 (70%), Gaps = 37/331 (11%)

gb]JAC073647.9] Bl Homo sapiens BAC clone RP11-707F14 from 7
Expect = 0.0 Ildentities = 958/962 (99%), Gaps = 0/962 (0O%)

Figura 13: Integracdo de seqiéncia de minicirculo de Trypanosoma cruzi
no genoma do paciente niumero 474. A) Note que o DNA do parasito (azul)
esta ligado ao DNA humano (verde) no cromossomo 7. Em amarelo,
destaca-se a regidao compartilhada entre o minicirculo de KDNA e o DNA
humano. Os retangulos distinguem algumas regides ricas em A e C. O
KDNA em azul escuro representa regido conservada e, em azul claro, a
regido variavel. Os primers utilizados na terceira etapa da psTAIL-PCR
estdo sublinhados. B) Resultado obtido pela analise BLASTn. O
alinhamento com sequéncias depositadas em banco de dados esta

presente no Anexo lll.
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A integracdo de sequéncias de minicirculos de KDNA de T. cruzi foi
observada em todos os pacientes testados, o que incluia 14 individuos com
infeccdo ativa e 30 descendentes G; e G, (40%), que tiveram apenas
resultado positivo nas amplificacdes pela PCR com primers de kDNA,
conforme mostram os heredogramas (Figuras de 7 a 11). Os resultados
desses sequenciamentos indicam que houve integracdo de kDNA no
genoma de chagasicos parentais e sua herancga vertical para as progénies.
Na Tabela 5, relacionamos as cinco familias estudadas com a ocorréncia de
eventos de integracdo nos diversos cromossomos. Nesta tabela, verifica-se
que as integracdes ocorreram em quase todos 0s cromossomos, excluindo-
se apenas 0s cromossomos 17, 19 e 21. Ainda que nao tenha sido possivel
determinar um padrao de integracao preferencial nas familias, nés notamos
uma alta freqiéncia de integragdo no cromossomo X, presente em 74% dos
chagasicos e seus descendentes G; e G,.

A Figura 14 mostra um evento de integracdo de minicirculo de KDNA
de T. cruzi no locus RP13-444K19 do cromossomo X, onde identificamos
93% das integracdes desse cromossomo. A observacgdo indica que este €
um sitio preferencial de integracdo do kKDNA em LINE-1 humano no
cromossomo X. Entretanto, nés observamos que o KDNA entra naquele
cromossomo em 7 pontos diferentes, ainda que a maior freqiéncia, vista
em 51% dos clones examinados, tenha ocorrido na base 77.363 do RP13-

444K19 (emb|AL732374.14)).
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nos diversos

integracGes/mutacdes

das

Distribuicao

Tabela 5:

cromossomos das familias estudadas.

Familias

Total

E

A

Cromossomo

11

10
11
12

13
14
15
16
17

18
19
20
21

22

39

20

111

14

12

26

51

TOTAL

76



A)

61

121

181 ITATATT
241

301 TACGGGTGAG ATGCATGATT TTITCGGGCCC ARARTTTGARAC CC

36l

421

481

CrATTTT reEe CFCATATARTE

ALl l il LiAlalinlis

L1-3

B)

gb]EU088388.1] Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone A8
Expect = 2e-121, Ildentities = 241/245 (98%), Gaps = 0/245 (0O%)

emb |AL732374.14] B Human DNA sequence from clone RP13-444K19 on X
Expect = le-52, Identities = 127/132 (96%), Gaps = 0/132 (0%)

Figura 14: Sitio preferencial de integracdo do kDNA no cromossomo X. A)
clone 175 do paciente 386 ilustrando a entrada do kDNA (azul) no locus
RP13-444K19 do retrotransposon LINE-1 (verde). Os primers utilizados na
terceira psTAIL PCR encontram-se sublinhados. B) Resultados da analise
BLASTN. Os alinhamentos com as sequéncias depositadas em banco de

dados estdo representados no Anexo lll.

4.1.1 Caracteristicas das sequéncias flanqueadoras do hospedeiro humano

Tendo analisado a distribuicdo dos eventos de integracdo do kDNA do
T. cruzi nos diversos cromossomos, decidimos analisar detalhadamente as
regidbes que flanqueavam o kDNA integrado em sitios especificos do
genoma humano. Nesta analise, verificamos que a integracdo ocorreu,
predominantemente, em retrotransposons LINE, em 71% dos clones

sequenciados (Figura 15). Verificamos também que sequéncias de
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minicirculos de KDNA ligaram-se em retrotransposons n&o-autbnomos Alu,
ERV, MER, MIR e MaLR. Interessantemente, esses elementos sempre
estavam préximos de retrotransposons LINE, diretamente ligados ou
situados numa distancia nunca maior que 5 kb. Em trés clones (274,
302,126), o KDNA foi visto associado ao gene de receptor olfatorio OR1-17.
No caso dos clones (160, 239, 264), observa-se o0 kDNA junto aos genes
ADAM 23 (a desintegrin and metalloproteinase domain 23), TRIM69
(tripartite motif protein 69) ou theta 14-3-3 (tyrosine 3/tryptophan 5 -
monooxygenase activation protein). Em 16 clones, o locus onde o KDNA
integrou ndo pdde ser caracterizado, devido a auséncia de informacdes
sobre a regido no banco de dados. Nao obstante, esses loci apresentavam
E-value e identidades significativos com cromossomos humanos. Esses

casos aparecem com locus indeterminado na tabela do ANEXO II.

@ LIME

B Elementos ndo-autdnomos
Oliha CpG

O Gene

W indeterminado

Figura 15: Distribuicao dos sitios de integracdo de minicirculos de kDNA de

Trypanosoma cruzi no genoma humano.
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De grande importancia, observa-se que, em todos os clones, existe o
compartilhamento de nucleotideos entre a sequéncias de kDNA e a
sequéncia flanqueadora humana (micro-homologias), cujo tamanho alcanca
até 32 pb (Figura 13, ANEXO Il). Em 81% dos casos, as micro-homologias
sdo sequUéncias ricas em AC, como ja descrito no trabalho de Nitz e cols,
(2004). Essas micro-homologias poluem as sequiéncias de minicirculos de
KDNA e de retroelementos LINEs e SINEs a exaustdo, como visto em Varios
de nossos clones e no trabalho prévio do nosso laboratdrio (Simdes-
Barbosa e cols, 2006).

Em alguns clones, um anico primer de kDNA foi capaz de se ligar,
especificamente, nas extremidades 5 e 3’, possibilitando a obtencéo de
sequéncias onde o DNA humano aparece flanqueado pelo kDNA nas duas
extremidades, como pode ser observado na Figura 16. A interpretacao
desse evento sugere que teria havido duas integracdes de kDNA separadas
por 429 nucleotideos em retrotransposon do genoma hospedeiro.
Chamamos atencdo para o fato de que a andalise de homologia com a
sequéncia de KDNA revelou E-value significativos para os fragmentos da
regido conservada, porém ndo encontramos homologia significativa para a

regido variavel com 191 nucleotideos (Anexo llI).
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A)

61
121
181 TATTACACCAZ ACCCCARATCG
241 AALCC
301
36l
421
481
541
601
6ol G GAGA

721 PR R R T TR T R T T T e

TEEAAATT CATECATCTC
Lhbansasl ]l LalbLAILIL

B)

gb]EU088390.1] Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone C5
Expect = 9e-10; ldentities = 29/29 (100%), Gaps = 0/29 (0O%)

ab|AC002433.2 & Homo sapiens BAC clone CTA-317M2 from 7
Expect = 0.0, ldentities = 450/459 (98%), Gaps = 2/459 (0O%)

Figura 16: Regido do genoma de paciente chagasico entre dois eventos de
integracdo de minicirculo de kKDNA do Trypanosoma cruzi. A) Paciente 386,
clone 154. Sequéncias de kDNA (azul) & montante e a jusante da sequéncia
de DNA humano (verde) na regido CTA-317M2 do cromossomo 7 (E-value
= 0). Note compartilhamento de nucleotideos (amarelo) na justaposicao do
KDNA e do DNA humano. B) Resultados da andlise BLASTn. O alinhamento
com sequéncias depositadas em banco de dados pode ser encontrado no

Anexo Ill.

Assume importancia especial o registro de integracdo do KDNA no
genoma da paciente chagéasica 1287, incluida no trabalho de Nitz e cols
(2004), porque o sequenciamento do clone 87 dessa paciente mostra
minicirculos de KDNA de T. cruzi flanqueando LINE-1 dos cromossomos 10

e 14 (Figura 17). Como as sequéncias de kDNA encontram-se em
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orientacbes opostas, esse acontecimento poderia ser o resultado de
translocagao entre esses cromossomos, como Vverificado por Choi e cols
(2007) em seus estudos de integracdo de T-DNA no genoma de
Magnaporthe oryzae. Outra possivel interpretacdo para esse achado € de
que ele seria decorrente de mutacdes no genoma da paciente 287, cuja
placa molde modificada néo alinha perfeitamente com aquela do genoma

hapléide depositado em banco de dados.

A) S67 rev
1 AACGCCCCTC CCAAAACCAA AATTTCTGTA ATTTTTAAAC CTCCAAAATA GTAAACCAAC
61 CAAGGATACA ACCACCACTA CAAAACACCA GAATTATATT TACAGCAATA ATCAGAACAA
121 CATAGTAGTA ATAAATTTCT TATACATAGA CACACGAACT ATCCTCTTGT ATGTTTACAT
181 GCATCATCAA TATAATAACC ACAAACTAAT CACAAACTAC TCATTATAAT TTCTAACACC
241 CCACCAAACT CTCTATATTA CACCAACCCC AATCGAACC
301
361
421
481 CTCCCATCAA AGTTCTTTTA AATAATGAAC CTCCTTAGTG
541 CATTTCAAGT AGGGTTCGAT TGGGGTTGGT GTAATATAGG ATGTGTAGAT TTAGGATACA
601 TTTAGAATTA AGTTTGAAGT TTATTTGTAT TATAGAACAT GTGAAGAGAA CGGTACGACA
661 TGGTGTAGTG GATAGTTCTG TAGATTTGTA TGTTTCAATT TGTTAGATTA TATATTCTAT
721 TTATGTATAC CTATGTGTTA ATGGGTATGG TGAAGGTTGT GGGTGTTAGA TTGTGGGTGT
781 AATCCTGTAA AATTTGGTAC CTGAAAATTA CGAAAATTTG GTTTTGGGAG GGGCCGTC
S67 rev
B)

emb JAL0O49875.2] CNS00000 2 Human chromosome 14 DNA sequence BAC R-

111A21 of library RPCI-11 from chromosome 14 of Homo sapiens

Expect =

5e-109;

Identities

227/230 (98%), Gaps =

0/230

(%)

emb |AL450466.8] IE Human DNA sequence from clone RP11-315M8 on

chromosome 10 Contains a CpG island.

Expect = 4e-19; Ildentities = 58/60 (96%), Gaps = 0/60 (0%)
gb]|AF114153.1]AF114153 Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA
Expect = le-14; ldentities = 38/38 (100%), Gaps = 0/38 (0%)

Figura 17: Sequéncias de minicirculo de KDNA ligadas a DNA humano de
A) Paciente 1287,

sequéncias de kDNA (azul) flanqueando regidao de DNA humano oriunda

diferentes cromossomos. clone 87. Observa-se

dos cromossomos 14 (verde) e 10 (magenta). B) Resultados da analise
BLASTNn. O alinhamento com sequiéncias depositadas em banco de dados

pode ser encontrado no Anexo lll.
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Outro aspecto inusitado da investigacéo foi revelado no genoma do
paciente 493 (familia A, geracdo G,), onde se identificou elemento nao-
autonomo Alu ligado em seqiéncia de KDNA que interrompe a ORF do
gene theta 14-3-3 (Figura 18). Analise bioinformatica revela que o gene
theta 14-3-3 tem homologia significativa com elementos transponiveis de
varios organismos, desde bactérias e plantas até primatas, com 99% de
identidade e E-value = 0. Em vista disso, hdo se descarta a possibilidade de
que aquela sequéncia do DNA hospedeiro seja, na realidade, um
retrotransposon sem identificacdo reconhecida. Em favor dessa
interpretacdo, verificamos a presenca de duplicagcbes diretas nas

extremidades 5’ e 3' do DNA do hospedeiro flanqueado pelo kDNA.

A)

1861 RCRCCA RCCCCRATCG ARCCRATCAC ACTCIGGGGR CIGTGGACCG GRGATARIGT

zh TGC
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B)

AC202726.6 Macaca mulatta BAC CH250-361C3 () complete sequence 350 2350 A% 0.0 S5,
AC169515.3 Medicago truncatula chromosome 7 BAC clone mth2-6205, comolete ¢ 2390 2390 98% 0.0 39%
AY345595 2 Bacteroides uniformis strain WH207 transposon CTnBST, complete se 235 2380 9E% 0.0 S5%
BCO0S131.1 Homo sapiens cONA clone IMAGE: 3504703, **** WARNING: chimeric 2390 2390 98% 0.0 99%
AY751453.1 Medicage truncatula HP (HP) gene, partial cds 2290 2390 G98% 0.0 99%
AK132549,1 Mus musculus adult male testis cOMA, RIKEN full-length enriched libra 2350 2390 98% 0.0 59%
BCO01197.1 Homo sapens tyrosing 3-monooavaenasetryotoohan S-monooxvoen: 2390 23090 [-1-CS 0.0 99%,
AL117509.1 Homo sapiens mRNA: cDNA DKFZp55400463 (from clone DKFZp554C 2350 2350 gE% 0.0 959
ACDB4650.1 Caenorhabditis briggsae cosmid G45M14, complete sequence 2350 2330 98% 0.0 99%
ACHE4616.] Caenarhabditis brigasae cosmid G44F16, complete seauence 2390 2350 a8 0.0 g,
AFZ40619.1 Homo sapiens clone Sagtel 2241draft c sequence 2350 23590 98% 0.0 99%
AC155895.2 Medicago truncatula chromosome 2 clone mth2-82i6, complete seque: 239 2350 98% 0.0 99%
AKZETS50.] Orvza sativa (japonica cultivar-group) cDNA, clone: 1075083024, full 2388 2388 G8% 0.0 5%
CPO0OT720,1 Yersinia pseudotuberculosis 1P 31758, complete genome 2388 2388 g9%; 0.0 99%
AC189714.12 Canis Familiaris chroemosome 37, cdlone XX-415015, complete sequen 2388 2388 989% 0.0 99%
DOE82922.1 Shewanella putrefaciens 200 ribosomal protein S8 (rpsH), nibosomal ¢ 2388 2388 8% 0.0 98%
BC013022.1 Homo sapiens cONA clone IMAGE: 3354425, =**® WARNING: chimeric 2388 2388 98% 0.0 59%
Al 50,1 Caenorhabditis elegans fosmid HO5LO3, complete sequence 2388 4776 98% 0.0 55%
CTO25605.11 Mouse DNA sequence from clone RP23-259D11 on chromosome 13, ¢ 2388 2328 g8 0.0 9995
APQORZ09. Oryza sativa (japenica cultivar-aroup) genomic DNA, chromesome 3 2383 5452 98% 0.0 99%
AB128049.1 Macaca mulatta genes, MHC class | reagion, partial and complete cds 23s8 2388 98% 0.0 99%
BC015595.1 Home sapiens cDNA clone IMAGE: 4647608, "*** WARNING: chimeric 2388 2388 SE% 0.0 29%%
S67119.1 BST=somatotropin...BST/beta-Gal fusion protein [Eschenchia coli, LBE 2388 2388 GH%: 0.0 55%,
ACDO4641.1 Caencrhabditic brigosae cosmid G45109, complete sequence 2388 2388 989 0.0 998,
A 457 Caenorhabditis briggsae cosmid G47G21, complate sequence 2383 2388 9E% 0.0 59%
AC215451.1 Solanum lvcopersicum Tomato chromosome 2, CO25Le0031011, com 2387 2387 ag8; 0.0 9585
EU124739.1 Solanum lvcopersicum chromosaome 3 clone C03HBal233020, comple 2387 2387 Q8% 0.0 9959
CU3I13307.6 Pig OMA& seguence from clone CH242-264E8 on chromosome 7. compl 2387 2387 8% 0.0 99%
EF625817.1 Carica papaya clone MSY BAC PH41F24 complete sequence 2387 2387 g8% 0.0 99%
ACI61407.5 Medicago truncatula chromosome 2 BAC clone mth2-89c15, complete s 2387 2387 gR% 0.0 -1-178
MW 001594213.1 | Asperaillus niger CBS 513.88 contig An0%c0100, complete genome >& 2387 2387 ag%: 0.0 o9%

Figura 18: Integracao de sequéncia de minicirculo de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma do paciente 493. A)
Sequéncia de KDNA (azul) ligada a elemento Alu (magenta) e ao gene theta 14-3-3 (verde) que também apresenta
homologia significativa com LINE-1. Veja as regides repetidas, direta e invertida (sublinhadas), nas extremidades 5’

e 3 que caracteriza LINE-1. B) BLASTn mostrando E-value = 0 para diferentes organismos.
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4.1.2 Estrutura das sequéncias de minicirculos de KDNA consensos | e |l
Inicialmente, a analise dos resultados focalizou, principalmente, as
sequéncias de DNA do genoma humano em justaposicdo ao KDNA. A
seguir, passamos a analisar detalhadamente as seqUéncias dos
minicirculos de kDNA do T. cruzi ligadas ao DNA hospedeiro. A partir dos
alinhamentos dos diversos fragmentos de KDNA que aparecem nos eventos
de integracéo, identificamos duas seqiéncias de minicirculos que aparecem
freqientemente nos clones originados de pacientes chagasicos ou de suas
progénies (Figuras 19 e 20). A sequéncia consenso | foi encontrada em 4
membros da familia C (470, 471, 461 e 414) e em 3 pacientes (129, 1287 e
1288) que constam na publicacdo de Nitz e cols (2004). A sequéncia
consenso Il foi identificada em dez individuos das familias A, B, D e E, e no
paciente 1287 que esta citado na publicagdo de Nitz e cols (2004). Além
dessas duas sequéncias consensos, que se repetiram em Vvarios casos,
encontramos diversas sequéncias de minicirculos de kDNA com diferencas
estruturais marcantes nas regides variaveis, as quais ndo puderam ser

alinhadas entre si.
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128

148

Clone 169

SATACAAQTATAATCAQTA AATC TLA CATCAACTLCAACLTCACACCATCAATCATACCCCTATCACTATAQEE

am 360
G TARAC AR O RT T T T GG e CAT AT AR T G AC GGG T GAGAT ORI GAT T T T ICGGECCCRRATTIGARCCACCCTOCCARGACTRA

GO TARRCARCCCCCRTT I TCEGCCARATART CTACGEGT CACRT CCAT AT ITIICCGECCCARATITGARCECOCCTCCCARCACTAR
CCETARACARCCCCCRTITICEECCATATARTGTACGEGECACATCCATGATIIIICCGECCCARATIIIGARCECCCCICOCARGACTAR
G TARACARCCCCCRT T I TCGGCCATATART CTACGEGEEAGATGCATGATITIICCGECCCARATTITGARCECCCCTCCCANGACTAA
G TARACARCCCCCRTTI TCGGCCATATART GTACGGGGAGATGCATGATITTICGGGCCCARATTITIGARCCCCCCTCOCORA . - . .

SO GRARRCARCCCC AT T I TCGGCC AT AT ART GTACGGGT GAGRTGCATGATITTICGGGCCCREATTIGARCCCCCCTCECARGACTRA
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B)

Distribution of 363 Blast Hits on the Query Sequence

ELI088401 Trypanogoma cruzi strain CL Brener clene D9 minicircle,.. 5=51 E=4 8e-09

Color Key for alignment scores
B

Dhuery

o
=
o

Figura 19: Analise das sequéncias de minicirculos de kDNa de Trypanosoma
cruzi integradas no genoma humano. A) Alinhamento das sequéncias de kDNA
consenso |. Os clones 74, 107 e 112 sé&o oriundos dos pacientes 1288, 1287 e
129. Os clones 117, 128, 146 e 169 sao provenientes, respectivamente, dos
pacientes 470, 471, 461 e 414, todos da Familia C. As regides em preto
mostram identidade total entre as seqiéncias analisadas. B) Sumula de busca

da sequéncia consenso | no BLASTn.
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Figura 20: Analise das sequéncias de minicirculos de kDNA de Trypanosoma
cruzi integrado no genoma humano. A) Alinhamento das sequéncias de KDNA
consenso Il. Os clones 229, 234 e 252 sdo oriundos, respectivamente, dos
pacientes 387, 403 e 474 da familia A. Também possuem essa seqiiéncia 0s
pacientes da familia B, 410 (clone 326), 415 (clone 292) e 416 (clone 210). Os
clones 340, 360, 364 e 377 sao provenientes, respectivamente, dos pacientes
452 (familia D), 445, 446 e 442 (familia E). As regides em preto mostram
identidade total entre as sequéncias analisadas. B) Sumula de busca da

sequéncia consenso Il no Blastn.

4.2 Southern Blot Gendmico

Visando definir perfis de bandas formados pelo kDNA integrado no
genoma de pacientes chagasicos e de seus descendentes, foi feita a
anélise do DNA gendmico pela técnica Southern blot. Utilizando a sonda de
KDNA de T. cruzi selvagem ou o produto de amplificacdo do DNA do
protozoario com os primers S35/36, ndo foi possivel identificar banda de
KDNA integrada no DNA dos chagasicos. Neste experimento, apenas o
DNA do T.cruzi, usado como controle positivo, formou a banda esperada
(1,4 kb) do minicirculo linearizado pela clivagem com EcoRI (dado nao
apresentado).

Diante desses resultados, decidimos usar as sequéncias consensos |
e Il de kDNA (Figuras 19 e 20) presentes nos sitios de integracdo de varios
chagasicos e descendentes. Como observado na Figura 21, as sondas
consensos | e Il reconheceram bandas de aproximadamente 3 kb no DNA

humano. O tamanho desta banda é superior ao do minicirculo livre (1,4 kb),
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indicando associacdo do kDNA ao genoma do hospedeiro. Estes dados

corroboram os dados prévios da publicacdo de Nitz e cols (2004).

i
o

O
@ & ¢
N N N I N4 s & A

Figura 21. Identificacdo de banda de kDNA no genoma de pacientes
chagasicos e seus descendentes, evidenciada pelo Southern blot do DNA
gendmico digerido com EcoRI. A) Sonda consenso | de KDNA. Os casos
466, 414, 457, 461, 470 e 471 sado todos da familia C. Note que os trés
ultimos casos formaram a banda de 3 kb com a sonda especifica e que os
dois ultimos sdo da geracdo G,. De interesse, os chagésicos 129, 1288, e
1287 aparecem no trabalho de Nitz e cols (2004). B) Sonda consenso Il.
Note que os trés primeiros casos ndo formam bandas de KDNA. O controle

positivo (DNA de T. cruzi clivado com EcoRlI) forma banda de 1.4 kb.
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5. Analise da formacédo de possiveis novas fases de leitura aberta

Publicacbes prévias do nosso laboratoério (Nitz e cols 2004; Simdes-

Barbosa e cols. 2006) mostram eventos de integracdo do kDNA no genoma

hospedeiro, onde aparecem fases de leitura aberta com possibilidade de

traducdo em proteinas quimeras. Neste estudo, a investigagao in silico das

sequéncias dos clones com as muta¢gfes de KDNA revelou 64 novas fases

de leitura aberta (ORFs), abrangendo nucleotideos pertencentes ao

parasito e ao hospedeiro humano (Figura 22). Interessantemente, notamos,

em varios clones, a presenca da ORF da transcriptase reversa. Esse

achado é consistente com a observacdo da integracdo de minicirculos de

kDNA naquela regido codificadora arquétipa de elemento LINE-1.

A)

L1-6
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B)

587 rev
—
KDHA || LINE-1 X
1230
- ‘_
osg  ORF — .. L1-8

Figura 22: Integracdo de sequéncia de minicirculo de kDNA do
Trypanosoma cruzi em LINE-1 humano. A) Clone 48, oriundo do paciente
1288 (Nitz e cols, 2004). Em azul esté identificada a regido do kDNA, e, em
verde, o DNA humano do LINE-1 do cromossomo 7 (gi:18098531). A
possivel ORF quimérica esta sublinhada em preto, e a regido da ORF 2 da
transcriptase reversa esta sublinhada em magenta. As setas indicam a
orientacdo e os asteriscos, o inicio de cada ORF. Os primers utilizados para
obtencéo desse evento de TGH aparecem escritos sobre setas indicadoras
da orientacdo senso ou anti-senso. B) Representacdo esquematica do

clone 48.

Uma vez determinadas as provaveis ORFs, procedemos com as
buscas de homologias nos bancos de dados BLASTX, BLASTp e Swiss-
Prot. Os resultados dessas analises estdo sumariados na Tabela 6 e Anexo
V.

De modo geral, notamos que a maioria das ORFs quimeras €
absolutamente nova, visto que ndo tiveram similaridade reconhecida pelo
programa BLASTx. Os poucos casos que apresentaram homologia com
sequéncias depositadas em banco de dados referiam-se a regides
pertencentes a ORF 2 do elemento L1 (Anexo IV). Em relacdo as proteinas

quimeras putativas, observamos a existéncia de motivos comuns, que
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tinham origem tanto na sequéncia do kDNA integrado, quanto no DNA
humano. A andlise das quimeras, nos programas BLASTp e Swiss-Prot,
revelou que seis delas (clones 101, 185, 247, 325, 357 e 363) séo
homologas a quimeras ja descritas no nosso laboratorio (gb|AAR88804.1|,
gbJAARS8801.1]). Em outros nove casos, as quimeras continham sequéncias
encontradas em proteinas humanas previamente descritas (Tabela 6). Entre
elas, merece destaque a proteina deduzida do clone 217 (paciente 411,
familia B) que apresenta uma alta identidade com a proteina humana
conhecida como SCAMP (secretory carrier membrane protein), cujo
alinhamento € mostrado na Figura 23. As demais quimeras assemelhavam-

se a proteinas codificadas pela ORF 2 de L1.

A)

1 M H L TR TULWUFWEG GRS TF G V E I
21 H A SHWPY I MV L G GAFNUFWG G N
41 s ¢ I S PV HY G F G R

61

81

101

B)

WORF VI (Fragment) [Homo =sapiens (Human) ] 194 AR

Score = 51.6 bits (122), Expect = 1le-05
Identities = 25/30 (83%), Positives = 27/30 (90%)

Query: 57 SGVRDPLEEAVCPFSDLQLRAGRTTALFEA 86
SGVRDFL+EAVC FSDL+L AGRTT LFEA

Sbjct: 22 SGVRDPLEEAVCLFSDLELCAGRTTTLFEKA 51

Figura 23: Similaridade entre proteina quimera e a proteina SCAMP de
humano. A) Proteina quimera definida pelo programa DNAMAN. Em verde,
sequéncia humana. Em azul, sequéncia do T. cruzi. B) Resultado de busca

da proteina quimera pelo programa Swiss-Prot.
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Tabela 6: Similaridade entre as proteinas quiméricas deduzidas e

sequéncias depositadas em banco de dados.

Paciente  Clone Resultado Blastp/ Swiss Prot
value

abJAAR88801.1 putative chimeric protein 146-19  0.003

129 101 .
[Trypanosoma cruzi]

-4
287 79 ab|[EAX08712.1] hCG2020499 [Homo sapiens] 1,0e

Q9UJZ4 Putative uncharacterized protein (Fragment) 5,0e”
[Homo sapiens]

Q6RV10 Putative chimeric protein 173-56
[Trypanosoma cruzi]

pir[|B34087 hypothetical protein (L1H 3' region) - 2,0e*
human

Q9P1K9 PRO1051 (HCG2036704) [hCG_2036704]
[Homo sapiens (Human)]

Q8N886 CDNA FLJ39824 fis, clone SPLEN2011981 2,0e”
[Homo sapiens (Human)]

ab|AAR88801.1| putative chimeric protein 146-19
[Trypanosoma cruzi]

095662 Pot. ORF VI (Fragment) [Homo sapiens 1,0e”®
(Human)]

pir||B34087 hypothetical protein (L1H 3' region) - 2,0e®
human

Q6RV13 Putative chimeric protein 146-19
[Trypanosoma cruzi]

Q9UJZ4 Putative uncharacterized protein (Fragment) 5,0e”
[Homo sapiens (Human)]

Q6RV13 Putative chimeric protein 146-19
[Trypanosoma cruzi]

Q6RV13 Putative chimeric protein 146-19
[Trypanosoma cruzi]

386 161
399 185 0.019
385 195
385 199 0.012
389 152
400 247 0.017
411 217
409 314
407 325 0.017
478 333
445 357 0.003

446 363 0.061

-65
442 381 ab|AAC51269.1| putative p150 [Homo sapiens] 9.0e
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V. DISCUSSAO

1. Aspectos gerais

No presente estudo, nés analisamos, com a ajuda de marcadores
genéticos especificos, a ocorréncia de transferéncia horizontal de DNA
(TGH) do Trypanosoma cruzi para o genoma de 123 individuos que vivem
em regides endémicas para a Doenca de Chagas ou que nasceram em
regides endémicas e mudaram-se ha varias décadas para o Distrito
Federal, regido sem transmissao vetorial dessa doenga. As técnicas de IF,
HI e ELISA permitiram a identificacdo de anticorpos contra o T. cruzi nos
individuos com a infeccdo cronica ativa. Utilizando métodos de PCR e
Southern blot, encontramos, em chagasicos e em seus descendentes G; e
G., evidéncias da integracdo de seqiéncias de minicirculos de kDNA do T.
cruzi no genoma do hospedeiro. No conjunto, os resultados obtidos
demonstram a ocorréncia de TGH em todos os chagasicos com a infeccao
ativa, e a transferéncia vertical (TGV) dessas mutacBes para 45% das
progénies G; e G,.

Verificamos, também, que ha uma enorme discrepancia entre o0s
resultados obtidos com as técnicas imunoldgicas, comparativamente com
as técnicas de biologia molecular, haja vista que os testes imunolégicos
identificadores de anticorpos especificos contra antigenos do protozoério
foram positivos apenas nos individuos portadores de infeccfes ativas de T.

cruzi. Ainda que alguns individuos tivessem os testes imunoldgicos
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negativos, a presenca da infeccéo ativa nesses pacientes foi sugerida pela
positividade do testes de PCR com primers iniciadores de nDNA, seguidos
de hibridizacdo com a sonda de KDNA especifica. O real significado das
discrepancias observadas entre resultados de testes imunoldgicos e
genéticos neste estudo parece ter interesse clinico-epidemiologico. Tendo
em vista que ndo foram apresentados resultados das andlises clinicas
laboratoriais conduzidas nos 123 pacientes deste estudo, requerendo
procedimentos e acompanhamento de longa duracéo, aqueles aspectos de
interesse médico ndo foram tratados aqui. Portanto, esta Tese esta
focalizada na analise dos aspectos genéticos embutidos na transmissao
horizontal e vertical de seqtiéncias de minicirculos de kDNA do T. cruzi para

o homem.

Emprego de psTAIL PCR para identificar eventos de TGH e TGV no
genoma de chagasicos e seus descendentes

A técnica TAIL PCR foi desenvolvida por Liu & Whittier, em 1995,
visando amplificar sequéncias desconhecidas que flanqueiam regides
conhecidas. Todavia, a TAIL PCR possui algumas limitagbes, tais como o
tamanho dos produtos gerados, raramente maiores que 500 pb, e a baixa
eficiéncia de amplificacédo. Isso tem levado diversos autores a modificarem
a TAIL PCR visando a obtencdo de melhores resultados (Sessions e cols,
2002; Michiels e cols, 2003; Settles e cols, 2004). Recentemente, Liu &

Chen (2007) otimizaram as condi¢cdes térmicas e desenharam primers

95



especiais, 0s quais continham regides degeneradas ancoradas a
nucleotideos fixos. Essas alteracdes renderam eficiéncia muito acima da
obtida pelo método tradicional, pois foi capaz de gerar produtos de até 3 kb.
Por essa razdo, a metodologia foi chamada de hiTAIL PCR (high-efficiency
TAIL PCR).

Em nosso estudo, o conhecimento prévio de que os minicirculos de
KDNA se associavam a elementos L1 trouxe-nos a vantagem de utilizar
primers que reconheciam nucleotideos “fixos”, 0s quais possibilitaram a
obtencé&o de clones de até 2 kb. Clones com esse tamanho ndo haviam sido
conseguidos por outras estratégias experimentadas em nosso laboratorio,
como PCR direta e 5° RACE (Rudi e cols, 1999). Dessa forma, a psTAIL
PCR, modificada em nosso laboratorio, amplificou sequéncias hibridas
oriundas das integracdes de KDNA em LINEs e em sitios com similaridades
estruturais, possibilitando seqiienciamentos e analises de TGH e TGV no

genoma de chagasicos e seus descendentes.

. Transferéncia horizontal do KDNA de T. cruzi para o genoma humano
As analises de clones originados de pacientes chagéasicos deste
estudo mostraram presenca de TGH em todos eles. Em alguns casos,
foram encontrados até oito eventos independentes de integracdo. Em
outros, foi possivel encontrar o0 kDNA flanqueando o DNA humano nas
extremidades 5 e 3. Esse perfil estrutural pode ter sido gerado pela

integracé@o de dois minicirculos em proximidade, ou, ainda, ter sido devido a
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interrupcdo do kDNA por retrotransposons do hospedeiro. Esses achados
podem ser um indicativo de que a integracdo de kDNA no genoma do
paciente chagasico é fendmeno freqlente decorrente das infeccbes
naturais pelo T. cruzi.

A aquisicdo de material genético exdégeno € um fendmeno
evolucionario reconhecido. Porém, a literatura cita que a transferéncia
génica horizontal envolvendo organismos eucariotos nao € um fendmeno
comum na natureza (Choi, 2007; Simonson e cols, 2005), o que contrasta
com os resultados desta Tese. Este assunto, entretanto, pode estar sendo
subestimado em decorréncia de métodos de investigacao inadequados, que
consideraram apenas os dados tirados de analises in silica. Ainda que
existam diversos relatos de genes eucariontes em organismos procariontes,
que parecem aceitar prontamente o DNA exdgeno, os poucos relatos feitos
até agora estao sujeitos a severas criticas (Rogers e cols, 2007).

A ocorréncia de trocas de DNA mitocondrial do tripanossomatideo T.
cruzi para o homem ocasionou a remodelagem do genoma, 0 que pode
resultar no surgimento de novas proteinas (quimeras), na alteracdo da
expressdo de genes ja existentes ou, até mesmo, no silenciamento de
genes (Lee e cols, 2006; Simdes-Barbosa e cols, 2006; Okubo e cols,
2007).

O estudo da formacéo de novas ORFs, resultantes da integragédo dos
minicirculos de KDNA no genoma do hospedeiro, indica um potencial tedrico
de expressdo de proteinas quimeras. Essa possibilidade de formacédo de

novos antigenos precisa ser mais bem investigada, pois sua confirmacéo
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poderia ser associada a patogénese da Doenca de Chagas. Nesse caso, a
existéncia de motivos comuns, repetidos nas seqtiéncias oriundas do kDNA
e do DNA humano, poderia ajudar a explicar o desenvolvimento da auto-
imunidade. Entretanto, essa possibilidade ndo foi considerada objetivo
principal deste estudo, pois outro projeto do nosso laboratério, que usa
como modelo experimental aves congénicas mutadas com kDNA de T.
cruzi, oferece melhor condicdo de investigacdo. Acreditamos que a
presenca de mutacdes com o kDNA ligado ao DNA é consistente com a
hipotese que sugere a patogénese da Doenca de Chagas associada com
alteracfes genotipicas e fenotipicas no genoma de aves (Gomes, 2006).
Cabe aqui esclarecermos que os eventos de transferéncia génica
horizontal (TGH) identificados neste estudo fortalecem os resultados do
trabalho de Nitz e cols (2004), descartando as severas criticas referentes a
uma possivel contaminacdo de nossas amostras com DNA de outros seres,
acusacao essa que nunca foi comprovada. O fato de as sequéncias que
flanqueavam o kDNA apresentarem homologia com sequéncias de DNA de
diversos organismos, como Oryzae sativa e Mus musculus, pode ser
explicado pela ocorréncia de integracdo em retrotransposon L1, um
elemento cuja sequiéncia tem caracteristicas comuns nos diversos seres
Vivos, animais e vegetais. A comprovacao desta interpretacdo tem base na
existéncia de seqUéncias das regides de justaposicdo das mutacdes que
alinham com DNA humano e com sequéncias de genoma de diferentes
animais e de Oryzae sativa (E-value = 0 e identidade de 99%). Assim, nés

consideramos a retracdo do trabalho de Nitz e cols (2004) pela revista Cell
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uma atitude preconceituosa que coloca sob suspeicdo a credibilidade
daqueles “experts”, agndésticos anbnimos, que recomendaram O
cancelamento daquela publicacdo. Espera-se que, com o0s resultados
apresentados neste trabalho, o cancelamento seja revisto, pois 0s
resultados de Nitz e cols (2004) sédo originais, revestindo-se de grande

interesse bioldgico.

. Sitios de integracdo do KDNA no genoma humano
Neste trabalho, observamos que a integracdo do kDNA ocorreu em
guase todos os cromossomos, predominantemente (71% dos casos) em
elementos LINE, o que pode ser prontamente explicada pela ampla
distribuicdo desses elementos retrotransposniveis em todo o genoma
humano (Song & Boissinot, 2007). A observacdo de que a integracdo do
KDNA ocorreu freqientemente no cromossomo X é consistente com
diversos relatos na literatura, que mostram uma maior abundancia de
elementos L1 neste cromossomo (Graham & Boissinot, 2006; Song &
Boissinot, 2007). De interesse, mutagdes ocorridas em elementos L1 do
cromossomo X tém sido associadas a cardiomiopatia dilatada e outras
doencas cuja patogénese passou a ter uma base genética conhecida
(Yoshida e cols, 1998).
Ademais, o0 encontro de eventos de integracdo em outros sitios do

genoma humano acrescenta maior interesse ao estudo, visto que, naqueles

casos em que o0s minicirculos de kDNA integraram-se em elementos
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transponiveis ndo-autbnomos, como Alu, faz-se necessaria a utilizagdo da
maquinaria de retrotransposicéo de LINE para a semeadura no genoma do
mamifero (Buzdin, 2004). Aqui, relembramos que elementos Alu séo
associados ao desenvolvimento de diversas doencas humanas (Deininger &
Batzer, 1999).

O fato de clones de diferentes individuos apresentarem sequéncias
de minicirculos de KDNA com caracteristicas estruturais semelhantes, pode
ter importante implicacdo biolégica. Esta observacdo sugere que,
possivelmente, algumas familias de minicirculos seriam mais competentes
para invadir o genoma do hospedeiro humano. Talvez seja uma
propriedade estrutural encontrada em certas familias de minicirculos que
determine sua seletividade de integracdo em sitios no genoma das
espécies de vertebrados.

Noés verificamos que, nos sitios de integracdo, existem regides de
micro-homologias, compartilhadas pelas sequéncias do KDNA e do DNA
humano, as quais podem estar envolvidas no mecanismo que medeia a
integracdo. Estudos sobre a movimentacgdo de elementos retrotransponiveis
demonstram que a integracdo da extremidade 5’ destes elementos parece
ser um processo dependente de recombinacdo homéloga, onde a presenca
de micro-homologias no ponto de juncdo da extremidade 5 de L1 e a
extremidade 3' do DNA adjacente é essencial para a entrada de L1 no
genoma (Fujimoto e cols, 2004; Zingler e cols, 2007), como ilustrado no
modelo de integracdo de LINE da Figura 24. Evidentemente, a longa

viagem do KDNA mitocondrial pelos componentes celulares, atravessando o
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citoplasma da célula hospedeira até invadir o nucleo e encontrar o sitio de
integracdo no cromossomo, requer estudo detalhado. Essa investigacéo

esta em curso no nosso laboratério.
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Figura 24: Modelo de integracdo de L1 dependente de micro-homologias.
Apés o pareamento da extremidade 3’ de L1 com uma sequéncia AATAAA,
faz-se necessario o reconhecimento de homologias para que a extremidade
5’ se integre e ocorra o término da sintese da fita de DNA. Adaptado de
Zingler e cols, 2007.
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4.1 Associacdo do KDNA a genes

Até o momento, discutimos a associacdo do KDNA a elementos
moéveis do genoma humano, faltando-nos abordar os casos em que
sequéncias de minicirculos de kDNA foram encontradas em fases de leitura
aberta de alguns genes. Esse aspecto se afasta de todos os outros
descritos neste estudo e se aproxima do caso de mobilizagdo do kDNA via
retrotransposon e sua posterior integragdo na fase aberta de leitura do gene
pl5 (Simdes-Barbosa e cols, 2006). Diferentemente, nos casos aqui
descritos, as sequéncias de kDNA estdo diretamente ligadas aos genes
sem intercalamento de sequéncia de L1.

Em trés situacdes, encontramos o kDNA integrado no gene do
receptor olfatorio OR1-17. A familia OR é composta por 339 genes intactos
e 297 pseudogenes distribuidos em 172 subfamilias, cujos membros séo
60% idénticos em suas sequéncias protéicas (Malnic e cols, 2004). Desta
forma, como receptores da mesma familia costumam reconhecer o mesmo
odor, & pouco provavel que a integragdo do KDNA em um dos genes venha
a trazer danos para o paciente, a ndo ser que esteja se produzindo uma
nova proteina.

Fato sujeito a uma possivel repercussao funcional, identificamos o
KDNA associado ao gene ADAM23. Esse gene pertence a uma familia
composta por 35 membros, 0s quais parecem estar envolvidos em muitos
eventos durante o desenvolvimento, como fertilizagdo, miogénese e
neurogénese. O silenciamento de ADAM23 tem sido associado a tumores

cerebrais e gastricos (Takada e cols, 2005; Sun e cols, 2007).
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Em mais um caso, observamos a entrada do KDNA no gene TRIM69.
A familia TRIM é muito extensa e parece estar bastante dispersa no
genoma humano (Reymond e cols, 2001). Em camundongos, o ortélogo
desse gene é especialmente expresso em células germinativas e, quando
superexpresso, induz a apoptose (Shyu e cols, 2003). Desta forma, existe a
possibilidade de a entrada do KDNA alterar a expressao desse gene e levar
a morte celular.

A familia theta 14-3-3 é altamente conservada, sendo encontrada
desde plantas até mamiferos. Existem diversos relatos que demonstram a
importancia dessa proteina para a sobrevivéncia dos cardiomidcitos e
associam sua inativagcdo ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca
(Gurusamy e cols, 2005; Lau e cols, 2007). Desta forma, sugerimos que
essa proteina seja alvo de estudo, com possibilidade de mais bem

compreender a Doenca de Chagas.

. Transferéncia vertical de minicirculos de kDNA de T. cruzi

A transferéncia vertical de sequéncias de minicirculos de kDNA do T.
cruzi do genoma de parentais chagéasicos (geracdo Gy) para a progénie G,
e G, foi demonstrada nas cinco familias deste estudo. Foi de grande
interesse notar que, em geral, as integracfes nas progénies também se
fizeram nos retrotransposons LINE-1, guardando aquelas similaridades
estruturais descritas nas sequéncias oriundas dos ascendentes, onde 0

KDNA se encontra ligado ao DNA hospedador.
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Esses aspectos moleculares da transferéncia génica horizontal,
seguida da transferéncia vertical de sequéncias de minicirculos de KDNA,
indicam que houve heranca dependente das células germinativas. De fato,
neste estudo, a transferéncia vertical do KDNA foi imputada a presenca da
mutacdo com contribuicdo materna e paterna. Esta interpretacdo tem base
em estudo conduzido em nosso laboratdrio, no qual a andlise do sémen dos
pacientes das familias indica a heranca dos minicirculos de kDNA via
células germinativas. Os resultados e as conclusdes sobre essa andlise
serdo apresentados na dissertacdo de mestrado da aluna Perla Fabiola de
Araujo (Universidade de Brasilia, 2008, em publicac&o).

Nao obstante, a mobilizagdo de um DNA exdgeno integrado
horizontalmente em parentais e sua transferéncia vertical para a progénie
pode ser uma forca que atua na constante evolucdo dos seres Vivos.
Interessantemente, as analises in silico das sequéncias de genomas
depositadas em bancos de dados sugerem que, no passado distante, teria
havido transferéncia de sequéncias de DNA mitocondrial para o DNA
nuclear. Esse tipo de transferéncia é conhecido como numt (nuclear
sequences of mitochondrial origin) (Triant & Daewoody, 2007a; Hazkani-
Covo & Graur, 2007). De grande importancia, Triant & Daewoody (2007b)
descreveram a integracdo de um pseudogene mitocondrial (citocromo b) em
sequéncias ricas em A e C (ACACCACCCCA) de elementos
retrotransponiveis, semelhantes as micro-homologias que medeiam a

recombinagédo e integracdo do kDNA no genoma humano.
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6. Modelo de integracdo dos minicirculos de kDNA de T. cruzi no
genoma humano
Existem diversos elementos LINE-1 no genoma humano que possuem
uma magquinaria completa de retrotransposi¢cdo e que se encontram ativos.
Além disso, elementos nédo-autbnomos, como os SINEs, podem se
aproveitar das proteinas dos LINEs para realizarem a retrotransposi¢ao
(Buzdin, 2004).

O mecanismo de retrotransposicdo abrange duas etapas, uma
nuclear e outra citoplasmatica. Inicialmente, as ORFs 1 e 2 do LINE-1 sé&o
transcritas em RNA, e este migra para o citoplasma, onde ocorrera a
traducdo. A proteina da ORF1 (ORF1p), que tem afinidade por RNA e DNA
fita simples, se liga ao RNA de L1 e o leva de volta para o nacleo, onde ele
sera reintegrado utilizando a endonuclease e a transcriptase reversa da
ORF2 (Babushok & Kazazian, 2007).

Como ja descrito na literatura, a proteina da ORF1 pode se ligar a
outros RNAs que nédo de L1 e transporta-los para o nucleo (Buzdin e cols,
2007). Dessa forma, € possivel que moléculas livres de minicirculo de
kKDNA, perdidas durante o processo de replicacdo do parasita, se associem
a ORF1p e sejam levadas para o nuacleo celular. Ali, as sequéncias dos
minicirculos podem ser integradas no genoma do hospedeiro, mediante
auxilio das proteinas da ORF2 (Figura 25). Futuramente, as investigacdes
em curso no nosso laboratério poderdo elucidar os diversos aspectos

associados aos mecanismos de integracdo do kDNA no genoma humano.
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Figura 25: Representacdo esquematica da integracdo de minicirculos de
KDNA de T. cruzi no genoma do hospedeiro. Durante o processo normal
de integracdo dos elementos L1 (verde), o kDNA (vermelho) associado a
proteina ORF1p utiliza a transcriptase reversa de L1 para se integrar e

formar uma nova sequéncia quimérica. Adaptado de Buzdin e cols, 2003.

7. Mutacdo, recombinacédo, deriva genética, crescimento e modificagao
do genoma: a evolucdo do genoma de chagasicos e seus
descendentes.

Neste trabalho, foram apresentados dados que demonstram a
integracdo de sequéncias de minicirculos de KDNA de T. cruzi no genoma

de chagasicos, portadores de infeccédo ativa, e a transferéncia vertical das
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mutacOes para os descendentes. Existe uma nocéo corrente que admite
que o processo de evolucdo dependa exclusivamente de selecdo
adaptativa. Porém, essa nocao parece ndo ser suficiente para explicar a
enorme diversidade genética nas populagbes de seres vivos,
particularmente no que concerne ao aumento de complexidade das
espécies (Lynch e cols, 2006; Lynch, 2007; Gherman e cols, 2007).

As observacfes apresentadas nesta Tese sugerem que 0s aspectos
fundamentais de evolugdo do genoma dependem largamente de poderosas
forcas ndo adaptativas, como mutacdo, recombinacdo e deriva genética.
Aqui, empregamos o termo mutacdo com o significado de for¢ca evolutiva
que impde variacdo, resultando em recombinacdo cromossomica e em
deriva que determina desvios na frequéncia de alelos de geracdo para
geracao.

No caso particular das infec¢des pelo T. cruzi no homem e em mais
de 1150 espécies de mamiferos que habitam o Continente Americano,
todos permissivos as trocas genéticas em decorréncia da infeccdo natural,
as forcas evolutivas parecem operar livremente, sem barreiras conhecidas.
Os estudos que foram conduzidos no nosso laboratdrio mostraram a
transferéncia de sequéncias de minicirculos de kDNA do T. cruzi para o
genoma de camundongos (Teixeira e cols, 1991; Teixeira e cols, 1994), de
coelhos (Nitz, 2001), de babuinos Papyia Hamadrias (Teixeira e cols, 2006)
e de aves (Nitz e cols, 2004; Gomes, 2006). As caracteristicas das
seqléncias analisadas mostram que essas integragfes se fazem em sitios

preferenciais em aves e em mamiferos. Esta compreensdao sobre os
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eventos de TGH e TGV descrita aqui acompanha o que tem sido relatado
para outros fendmenos da natureza.

Em se tratando de modificacdo introduzida no genoma humano, as
mutacdes precisam ser bem examinadas antes de se admitir aquisicdo e
proliferacdo do DNA exogeno. No caso das mutacOes originadas de
minicirculos de T. cruzi, n6s sabemos sua origem e composi¢do, na
auséncia de fungcdo reconhecida. Portanto, ndo se esperaria que esses
elementos tivessem fungbes vantajosas imediatas na nova localizag&o.
Entretanto, € possivel que, mediante embaralhamento e recombinac&o das
sequéncias quimeras no sitio da mutacdo, possa ocorrer silenciamento ou
superexpressdo de genes, com formagdo de novos genes ou de
pseudogenes. Diante da identificacdo de novas fases de leitura aberta nas
analises in silica, sugerimos a possibilidade de alteracdes fenotipicas nas
células mutadas.

Em resumo, a maioria das mutacdes identificadas neste estudo foi
considerada neutra. Porém, ndés também consideramos que mutacdes
deletérias sejam importantes no processo evolutivo. Pois achamos que
essas Ultimas, usualmente reconhecidas em chagasicos na idade adulta,
nao interropem a saga reprodutiva. Assim, a reproducdo sexuada passa as
mutacdes para as progénies. A fixacdo dessas mutacdes sustenta o fluxo
genético introdutor de crescente complexidade nas espécies em evolugéo.
Neste curso singular, a Doenca de Chagas emerge como uma

manifestacao fortuita de sele¢éo negativa.
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8. Perspectivas
O presente trabalho traz a tona novos parametros para o estudo da
Doenca de Chagas e da evolu¢do do genoma nos individuos infectados
com o T. cruzi. Entretanto, este € apenas o inicio de uma série de
perguntas, cujas respostas dependem de mais investigacdo. Estudos

futuros deverao esclarecer:

e Os mecanismos moleculares envolvidos na integracdo dos
minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma humano;

e Se ha a alteracdo da expressdo génica e/ou a formacao de novas
proteinas em consequéncia da integracao;

e Quais eventos de integracdo estariam associados ao

aparecimento dos sintomas da doenca.
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VIl. Resumo

Neste estudo, nés confirmamos e estendemos o conhecimento sobre a
transferéncia de minicirculos de KDNA de Trypanosoma cruzi para o0
genoma humano. Foram analisadas cinco familias cujos parentais (Go)
eram portadores da doenca de Chagas. Foi possivel observar a integracéo
de KDNA de T. cruzi no genoma de todos os chagasicos estudados.
Concomitantemente, investigamos a transferéncia génica vertical (TGV) das
sequéncias integradas de kDNA para as progénies G; e G,. A TGV foi
identificada em 45% dos descendentes de chagasicos. As andlises das
regides do genoma humano que flanqueavam as sequéncias de kDNA
mostraram a integracdo de minicirculos de kDNA preferencialmente em
retrotransposons LINE (71% dos clones). As integracdes foram
identificadas também em retroelementos ndo-autonénomos (12%), em ilha
CpG (1%) e em alguns genes (4%). Nos demais clones (12%), nao foi
possivel determinar os loci de integracdo do kDNA no genoma. A analise da
estrutura do kDNA integrado revelou duas seqUéncias consensos de
minicirculos que s&o inseridas mais freqlentemente que as outras,
sugerindo que suas caracteristicas estruturais possam favorecer o processo
de integracdo. Acreditamos que micro-homologias ricas em AC, presentes
nos minicirculos do T. cruzi e no genoma humano, podem mediar a

integracdo do kDNA por recombinac¢éo homaologa.
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Os nossos achados sugerem remodelagem do genoma hospedeiro na
regido de justaposicao das sequéncias de minicirculos de KDNA no genoma
humano. As analises in silico sugerem que o fenébmeno descrito aqui pode
resultar no surgimento de novas proteinas ou na alteracdo de expressao de
genes pré-existentes. O real significado de tais mutacdes néo fica restrito a
Doenca de Chagas, mas, sim, estende-se ao longo do processo da
evolucdo, onde a fixacdo dessas mutagdes ajudaria a impulsionar um fluxo

genético introdutor de complexidade crescente as espécies.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; integracdo do KDNA; transferéncia
génica vertical (TGV); retrotransposon LINE-1; crescimento e evolucdo do

genoma; Doenca de Chagas.
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VIII. Summary

In this study we showed the transference of Trypanosoma cruzi KDNA
minicircle sequences into the human genome. All founders (Go) of five
families having the chronic T. cruzi infections had the KDNA integrated into
retrotransposable elements. Additionally, we demonstrated the vertical gene
transfer (VGT) of those kDNA mutations to their G; e G, progenies. Indeed,
VGT was demonstrated in 45% of Chagas patients’ descendents. The
analyses of the juxtaposition regions of the KDNA to the human genome
revealed that the minicircle sequences integrate preferentially into
retrotransposable LINE in 71% of those mutations. These mutations were
also present in non-authonomous retroelements (12%), CpG island (1%)
and putatively in some genes (4%). The remaining mutations (12%) were
present in undetermined loci in some chromosomes. The structure of the
kDNA integrated into the host genome revealed main consensus types | and
Il sequences, which were found in the integration sites in high ratio then
other minicircles integrated in defined loci. It appears that some particular
feature in those consensus sequences favor their insertion in those loci. We
believe that AC-rich micro-homologies present in the T. cruzi KDNA
minicircles and in the human genome could mediate the parasite DNA
integration by homologous recombination mechanism.

Our findings suggest that host DNA shuffling and recombination may

occur at the integration site. It appears that the phenomenon of KDNA
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integration may alter pre-existing genes expression or they may generate
chimera proteins. The true meanings of those mutations appear not to be
limited to Chagas disease. We understand that the observed genetic drift of
55% of the kDNA mutation in the progeny may help to propel a robust
genetic flux possibly associated with genome growth and increasing
complexity of species. We propose that the fixation of those mutations

appear to influence the evolution process.

Key words: Trypanosoma cruzi; KDNA integration, vertical gene

transfer, LINE-1 retrotransposon, genome evolution, Chagas disease.
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ANEXO |

Ficha de Consulta

Ficha n°

IDENTIFICACAO:

Nome:

Sexo: _  Datadenascimento: __/ /  Estado Civil:

Naturalidade: Area: ( ) Rural () Urbana

Residiu neste local durante quantos anos:

Datado Exame: /| [

ANTECEDENTES:

1. Pessoais:
e Morou em casa com barbeiro? ( ) Sim () N&o
e Jé&foi picado pelo barbeiro? ()Sim () Nao
o Jafez exame para Chagas? ( )Sim () Nao
e Se sim, deu positivo? ()Sim ()Naéao
e Transfusdo Sanguinea? ()Sim ()Nao
e Cirurgias Préevias? ()Sim () Néao

2. Familiares:
e Pais e/ou irméos tém Chagas? ( ) Sim () Nao
e Pais e/ou irmaos tém alguma doenca cardiovascular? Qual?

Dados Clinicos:

e Tem boa saude? ()Sim () Néao
e Pratica exercicios fisicos? ()Sim () Nao
e Tabagismo? ()Sim ()Naéo
e Tem palpitagbes? ()Sim () Nao
e Tem constipacdo? ()Sim () Nao
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ANEXO Il

Sitio de Integracao

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia |
Cromossomo Locus el
129 101 1-325  310-360  GGAGATGCATAAATTT 5 CTD-2085F10 ~, () 14
(Indeterminado)
103 1-360  347-441 CCTCCCAAGACTAA X RP13-444K19 4 oo
(LINE-1)
104 1-256 244-574 CCCCTCCCAAAAC 1 RP5-79K22 6,0e%
(LINE-1)
RP11-99112
107 1-263  255-648 AATCGAACC 10 (LINE-1) 0
275 112 1-360  346-438 CCCTCAAGACTAA X RP13-444K19 ¢ g3
(LINE-1)
1287 37 1-602  588-727 AACCCCAATCGAACC 9 Rp(ll_ln'\fé_ol';' 12 5 eS8
40 54-479 1-53 AACCAATAACAGGC 11 RP11-460B17  , o
(LINE-1)
RP3-393P12
77 1-597  586-1221 CAATCGAACCCC X (LINED) 0
1-288/ AACCAA/ RP13-444K19 .
8 5op765 283906 TGGTT X (LINE-1) 9.0e
1-281/ ACCAACCCCAATCGAACC/ RP11-626120
79 729.1045 2027749 ATCTCACCCGTACATTATT 12 (LINE-2) 0
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_ _ _ Sitio de Integracéo E-
Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia |
Cromossomo Locus value
RP11-200J19 o
82 1-654  642-1107 CCCAACCGAACCC 13,7 CTD-2523K17 0e .
1,0e
(LINE-1)
R-111A21 -111
1-279/ AATCGAACC/ ’ 1,0e
87 oot 271507 policgad 14. 10 RPLL3ISM8 7 "1
(LINE-1)
89 1-286  275-393 CCCAATCGAACC 7 CTD-2523K17 , g7
(LINE-1)
1288 44 1-286  271-1134  CAACCCCAATCGAACC 5 Rp(lLln'\llsiF)’m 0
1-286/ CCCAATCGAACC/ CTD-2523K17 49
4 479773 2754 GGTTCGATTGGGGTTGGT ! (LINE-1) 9,0e
47 1-287  277-643 CCAATCGAACC 22 SC22CB-1D7 ) j 79
(Indeterminado)
48 1-286  270-1230 CCAACCCCCATCGAACC 7 RP11-707F14 0
(LINE-1)
49 1295 278979 ACCAACCCCAATCGAACC 2 Rpl(ﬁﬂ'g‘g;mi 0
RP11-312P21 106
90 1-285  278-544 ATCGAACC 3 INED) 7.0e
1016- RP11-176N15
91 o 1-1031  GGTTCGATTGGGGTTG 4 UNeD 0
RP11-322A17
1-266/ AT CGAACC/ 0
03 26 2501389 ATCGAACC X. 10 RPLL3ISMS . o' o
(LINE-1)
412 P2-13 1278  261-382 ACCAACCCCAATCGAACC 5 RF()E|1|\-|§L-111)P O 20"
Familia A 389 149 1-283 280-370 AACC 8 RP11-168F16 1,0e
(LINE-1)
RP13-444K19 16
151 1-285  283-425 ACC X LN 1.0e
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Sitio de Integracao

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
152 1-302/ 303-513/ TCCTCCTGGTTTAGT/ X RP13-444K19 1.0e
499-628  614-767 GATTGGGGTTGGTGT (LINE-1) '
1-244/ ACCAACCCCAATCGAACC/ CTA-317M2

386 154 680-733 227683 GGAG ! (Indeterminado) 0

155 1975 o55.593  CACACCAACCCCAATCGA 5 RP11-553M15 3,001
ACC (Indeterminado)
156 1286 275-419 CCCAATCGAACC 7 RP11-494A9 2,0
(ERV)

ACACCAACCCCAATCGAA RP11-32M23 -63

157 1-275 256-511 co 9 (LINE-2) 5,0e

RP11-156A1

160 628-919 1-645  AGATGAGGTTCGATTGGG 2 (Gene ADAM 23) 0
CATACACCAACCCCAATC RP11-649F12 49

161 1-456 434-571 GAACC 3 (Indeterminado) 2,0e
RP13-444K19 -14

173 1-283 280-403 AACC X (LINE-1) 3,0e
TTCCCATCTATATTACCCA RP13-444K19 27

174 1-283 250-445 ACCCCAATCGAACG X (LINE-1) 3,0e
RP13-444K19 52

175 1-344 343-506 CcC X (LINE-1) 1,0e
R-111A21 -85

177 1-418 410-837 AATCGAACC 14 (LINE-1) 1,0e
399 181 1325  313-404 CCCTCCCAAGAAC X RP13-444K19 5 o0

(LINE-1)
185  50-352 157 GGGAGGG 1 RP4-593M8 3,06
(Indeterminado)

RP11-95A10 -26

186 98-486 1-105 ACACCAAC 7 (LINE-1) 4,0e
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Sitio de Integracéo

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
188 1-276  273-552 TTCA 6 RP11-546015 —, 137
(Indeterminado)
190 1-660  649-767 CCCAATCGAACC 7 CTD-2523K17 4 e
(LINE-1)
385 195 1324 310500  GAGATGCATAAATTT X RP(1L3|['\|4§41*)<19 2,062
RP11-677P13 17
199 1-286  284-570 TCA 8 INED) 8.0e
RP11-318L16 10
200 1-479 478521 GC 1 LINED) 2 0e
489 201 1-370  357-520 CCCTCCCAAGACTA X Rp(lLs||_\|4éil)<19 6,06
203 1-376  362-454  CCCTCCCAAGACTAA X RP13-444K19 3,06
(LINE-1)
387 225 1-388 370-534  CCCTCCCAAGACTAAAC X RP(ﬁﬁéii;lg 1,0e™
226 1-302  373-467  CCCCTCCCAAGACTAAACC X RP13-444K19 55 3
(LINE-1) '
229 1-306  290-1153  CAACCCCAATCGAACC 5 RP11-198P15 0
(LINE-1)
1-267/ ACCAACCCCAATCGAACC RP11-626120 43
403 234 20 246370 cona 12 ) 2 0e
235 1-387  375-494 CCCAATCGAACCC 7 CTD-2523K17  , jo4s
(LINE-1)
236  161-451  1-177  GACCCCCCCTCCCAAAA 14 R-85K15 1,067
(LINE-1)
237 1280  269-446 GGAGGGGCCGTC X RPl(b'IgESR%H“ 1,067
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Sitio de Integracéo

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
tripartite motif
516 239 108-268 1-113 GCATCT 15 protein 69 2,0e™®
(TRIM69) mRNA
1-97/ TTAGTCTTGGGAGG/ RP13-444K19 57
240 83200 495401 GGTGTA X (LINE-1) 1,0
RP13-444K19 55
243 1-106 100-578 TGGTGTA X (LINE-1) 9,0e
1-357/ RP13-444K19 -55
400 247 358-475 o eea CCCTCCCAACTAA X (LINE-1) 9,0e
248 1-356/ 346-605/ CCCTCCCAAGA/ 15 RP11-420M1 0
590-711 701-1177 CTCTGAATACACCAA (LINE-1)
474 250 1405  395-1078 GGGGGAGATGC 16 CTD-2583P5 0
(Indeterminado)
253 1-323  307-1268 CCAACCCCAATCGAACC 7 RP11-707F14 0
(LINE-2)
255 1-427  412-517  GCCCCTCCCAAAACC 3 RP11-889D3 1,06
(LINE-2)
TGAAGGCCCCTCCCA RP11-889D3 34
493 258 1-287 259-373 AAAC 3 (LINE-2) 8,0e
ABC10-
263 1-304 296-732 GGGAGGGGC 12 45521700B16 0
(LINE-1)
RP5-1178G13 1.0e126
264 264-315/ 1-276/ GAACGCCCCTCCC/ 7 9 (Alu) :
1646-1933  307-1657 TAATTAACCTGT : Theta 14-3-3 0
(Gene)
1-145/ TACACC/ RP13-444K19 56
484 268 140257 543534 CCCTCCCAAGACTAA X (LINE-1) 2.0e
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Sitio de Integracao

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
RP11-16M2 5 0e10
485 273 1-111 108-766 AACC 8, X RP13-444K19 5 06
(LINE-1) ’
olfactory receptor .
OR1-17 gene/ 2,0e’
274 1-246 241-728 CGAACC 1, X RP13-444K19 106
(LINE-1)
CTD-2383B20 3.0e%
486 280 1-296 289-566 ATCGAACC 11, 20 RP3-322G13 PO
- 3,0e
(Indeterminado)
1-80/ CCCTCCCA/ RP13-444K19 58
282 707-822 72-712 TACACC X (LINE-1) 7,0e
487 287 1220 207563  ACCCCAATCGAACC X RP13-444K19 5 o0
(LINE-1)
RP11-573E11 22
289 1-435 430-528 AATTT 11 (LINE-1) 5,0e
Familia B 419 178 1-414  406-646 AATCGAACC 14 R111A21 1,0e™?
(LINE-1)
RP11-95119 53
180 1-280 277-384 AACC 5 (LINE-1) 5,0e
416 210 1360  351-578 CCAAGACTAA X RP13-444K19 5 ges7
(LINE-1)
211 55-199/ 1-54/ CCCCTCCCAAAA/ X RP13-444K19 2 0e-110
597-915  188-599 TGA (LINE-1) ’
RP11-554E24 107
212 223-540 1-228 GACGGC 4 (LINE-1) 2,0e
411 215  86-347 193 ATCGAACC 1 RP11-438I12 3,0e®
(Indeterminado)
RP11-813F20 o
1-160/ TGA/ (LINE-1) 3,0e’
217 158360 351 500 ACCCAAAACC 18,4 RP11-412P11  1.0e®
(Alu)
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Sitio de Integracao

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
RP13-444K19 -53
415 291 145-307 1-150 TACACC X (LINE-1) 6,0e
ACCAACCCCAATCGAACC RP11-626120 -43
295 1-267 246-391 AACC 12 (Alu) 1,0e
420 297 1639 637716 cce 1 RP11-223A3 3,067
(Indeterminado)
RP11-223A3 s
i i (Indeterminado) 2,0e
299 1-258 241-509  CCAACCCCAATCGAACC 1, X RP13.444K19 206
(LINE-1)
301 1-589 573-709 ATTACACCAACCCCAA 5 RP%A}S)Ug 3,0e™
OR1-17 -
i i (Gene) 7,0e
302 1-306 293-443 CCCCAATCGAACC 1, X RP13-444K19 2,06
(LINE-1)
RP13-444K19 -88
305 1-107 101-502 TACACC X (LINE-1) 2,0e
1-205/ RP11-388H7 -128
409 310 i e, 206-463 TTTGA 6 (LINE-2) 6,0e
RP11-454015
311 1-290 278-823 GGGGGTTCATTC 4 (LINE-1) 0
TGGGAGGGGGGGTCAAA RP11-268K3
313 1-297 278-744 TG 13 (LINE-1) 0
RP11-19F13
314 1-427 422-1109 GGTCAA 4 (LINE-1) 0
408 315 1-289 269.560 ACACCAACCCCCAATCGA 10 RP11-288G11 4,06
ACC (Indeterminado)

145



Sitio de Integracao

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
407 321 178 62-528  CCCCAATCGAACCCCA 2 RP11-788A1 0
(ilha CpG)
RP11-551P18 102
324  284-704 1292 ATACACC 10 UNED) 6,0e
1-288/ AACC/ RP13-444K19 o
325 5h0e54 28OD4S TACACC X (LINE-1) 9.0e
410 326 1263 256-311 ATCGAACC 10 RP11-315M8 4,087
(Indeterminado)
RP13-444K19
1-263/ ACACCAA/ .
303 393 257372 oYl CeOTOOCAAMACCA X,8 RP11-16M2 1,0e
(LINE-1)
Familia C 466 130 1136  126-395 CCAATCGAACC v RF(’Lllll\'é?f)P O 40
R-111A21 -101
131 1414  406-832 AATCGAACC 14 INE-D) 2,0e
414 169 1360  348-572 CTCGCAAGACTAA X RP13-444K19 5 o7
(LINE-1)
ACACCAACCCCAATCGAA CTD-2523K17 P
457 135 1-642  623-749 ce 7 UINE.D) 2,0e
461 140 1-286 274-416 CCCAATCGAACCC 7 RP11-494A9 3,0e™®
(ERV1)
147 1085  266.350 ACACCAACCCCAATCGAA 10 RP11-315M8 6.06™
CC (Indeterminado)
143 1283  276-368 ATCGAACC 1 RP11-438112 3,06
(MaLR)
1-353/ CCCTCCCCAA/ RP13-444K19 5
146 504786 344508 GGTT X (LINE-1) 2,0e
470 117 1-360  346-446  CCCTCCCAAGACTAA X Rp(ﬁl'\l“éf‘l'élg 1,06
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Sitio de Integracéo

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
119 1-325  311-562 GAGATGCATAAATTT X RP13-444K19 2 062
(LINE-1)
471 126 1-285  270-341  CAACCCCAATCGAACC 1 olfactory receptor ()20
OR1-17 gene
128 1-360 346-438 CCCTCCCAAGACTAA X RP13-444K19 6,0e**
(LINE-1)
Familia D 479 21 1201  279-415 CCCAATCGAACCC 7 RP11-494A9 4,06
(Indeterminado)
22 1-274 263-312 CCAATCGAACCC 7 RP‘E’,\ZI%NU 2,0
25 1281  267-723  CCCCAATCGAACCCC 9 RP11-55J24 0
(LINE-1)
1-137/ CCCTCCCAA/ RP13-444K19 a
478 333 oione  129-293 S X (LINE.1) 7.0e
1-41/ CGGT/ RP11-315M8 18
334 geu70 3BT GTAGGGTTCGAT 10 (MER) 5,08
RP13-444K19 23
335 1-362  359-526 AACC X LINE.1) 2.0e
1-285/ ACCAACCCCAATCGAACC RP11-626120 2
452 340 371535 268-374 TGGG 12 (AlU/LINE-2) 8,0e
1-197/ CT/ RP13-444K19 5
346 196310 595395  CCCTCCCAAGACTAA X (LINE-1) 2,0e
RP11-593A16
] 1-1047/ TTGGGAG/ (Alu) 0
454 351 10411295 45661403 TGGTGTA 6, X RP13-444K19 5,0e2
(LINE-1)
. 1-126/ TACACCAA/ RP13-444K19 40
Familia E 445 37 119188 o050 A X LINE.1) 2.0e
1-284/ ATCGAACC/ RP11-315M8 10
360 544395 277-350 CCGGAGA 10 (ndeterminado) ~ +0€
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Sitio de Integracéo

Paciente  Clone kDNA LINE-1 Micro-Homologia E-value
Cromossomo Locus
RP13-444K19 9,0e™®
1-74/ TACACC/ T 129
446 363 69186 ol A cTAA X 8 KB1967D12 506
(LINE-1)
1-436/ ACCAACCCCAATCGAACC/ RP11-626120 41
364 gagpgp 41954 GGAG 12 (AIU/LINE-2) 3,0e
441 369 1-76 68-302 CCCTCCCAA X RP13-444K19 5 0%
(LINE-1)
RP11-478P10 18
370 1-73 66-123 CACCCTCC 5 INE-) 4.0e
442 371 1-383  369-532  CCCTCCCAAGACTAA X Rp(lle’['\l“éfL‘)(lg 1,06
-107
379 1-275  266-493 GGGGGGTTCA 22 RP11-142N15  2,0e
(LINE-1)
RP11-580J2
381 1279 277-834 GTC 2 NED 0
CACCAACCCCAATCGAAC RP3-495010
433 382 1-286  267-839 p 6 LNED) 0
383 1271  255-815  CCAACCCCAATCGAACC 10 RP4-576A20 0
(LINE-1)
386 1-304  292-757 CCCCAATCGAACC 14 R'%iﬁgﬂ 0
RP11-222N13 o3
392 1-326 325516 CcA 11 INED) 5 0e
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ANEXO 11l

Alinhamentos com seqiiéncias depositadas em banco de dados

Figura 13:

gb|M18814.1|TRBKPMCAA T.cruzi kinetoplast minicircle DNA, clone KY-13

Expect = 2e-20, Identities = 232/331 (70%), Gaps = 37/331 (
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Query
Sbhjct
Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct
Query
Sbhjct
Query
Sbhjct

307

101206

367

101266

427

101326

487

101386

547

101446

607

101506

667

101566

CCAACCCCAATCGAACCCTTAGACTCACGAACAAATCCACCTGAGATCAGCAGAGCCACC

PEEREEEE T e e e e e e e e e e e el
CCAACCCCCATCCAACCCTTAGACTCACGAACAAATCCACCTGAGATCAGCAGAGCCACC

CTAGATCAGCTGAAACTCTAAGCACAAAAATAAAAACTTATCACTGTATACCACTGGAGT

EELREEER e e e e e e e e e e el
CTAGATCAGCTGAAACTCTAAGCACAAAAATAAAAACTTATCACTGTATACCACTGGAGT

TTTCTGGTTATCTCTCGTATAGCAAAATCTAACTGATGCAATCTCCATCTGGCCTTCATC

EELEEEEE e e e e e e e e e e e e el
TTTCTGGTTATCTCTCGTATAGCAAAATCTAACTGATGCAATCTCCATCTGGCCTTCATC

CTTCTCCCTTTATTGTCCTTTCGTGTATTGTTCATCCAGCAACCAGGATGATCTTGTTAA

RN AR NN
CTTCTCCCTTTATTGTCCTTTCGTGTATTGTTCATCCAGCAACCAGGATGATCTTGTTAA

AACATTAAACAGATTCTGTCACTCTTCTTCAGCCCCCTGTGATGGTTTTCCAATGTGCTT

ELEEEEEE R e e e e e e e e e e e el
AACATTAAACAGATTCTGTCACTCTTCTTCAGCCCCCTGTGATGGTTTTCCAATGTGCTT

CTGGAAAGAGCAAACATCCTTAAAAGGCTCAGTGTGGCGATTCCTCAAGGATCTAGAACT

EELEEEE R e e e e e e e e e e e el
CTGGAAAGAGCAAACATCCTTAAAAGGCTCAGTGTGGCGATTCCTCAAGGATCTAGAACT

AGAAATACCATTTGACCCAGTGATCCCATTACTGGGTATATACCCAAAGGATTATAAATC

L e e e e e e e e e e e e e
AGAAATACCATTTGACCCAGTGATCCCATTACTGGGTATATACCCAAAGGATTATAAATC

11%)
77
1095
129
1038
182
982
235
924
292

867

366
101265
426
101325
486
101385
546
101445
606
101505
666
101565
726

101625

149



Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

727

101626

787

101686

847

101746

907

101806

967

101866

1027

101926

1087

101986

1147

102046

1207

102106

1267

102166

Figura 14:

gb ] EU088388.1]

ACGCTACTATAAAGACACATGCACACGTATGTTTATTGTGGCACTATTCACAATAGCAAA

LR e e e e e e e e e e e e e el
ACGCTACTATAAAGACACATGCACACGTATGTTTATTGTGGCACTATTCACAATAGCAAA

GACTTGGAACCAACCCAAATGTCCATCAGTGATAGACTGGATTAAGAAAATGTGGCACAT

R e e e e e e e e e e e e e el
GACTTGGAACCAACCCAAATGTCCATCAGTGATAGACTGGATTAAGAAAATGTGGCACAT

ATACACCATGGAATACTATGCAGCCACAAAAAAGGATGAGAGTTCATGTCCTTTGTAGGG

IR e e e e e e e e e e e e
ATACACCATGGAATACTATGCAGCCACAAAAAAGGATGAGAGTTCATGTCCTTTGTAGGG

ACATGGATGAAGCTGGAAACCATCATTCTGAGCAAGCTATCGCAAAGACAGAAAACCAAA

LR e e e e e e e e e e e e e e e el
ACATGGATGAAGCTGGAAACCATCATTCTGAGCAAGCTATCGCAAAGACAGAAAACCAAA

CACCACATGTTCTCACTCATAGGTGGGAATTGAATAATGAGAGCACTTGGACACCAGGCA

LEELRED TR e e e e e e e e e e e e e e el
CACCACATATTCTCACTCATAGGTGGGAATTGAATAATGAGAGCACTTGGACACCAGGCA

GGGAACATCACACACCAGGGCCTGTCGTGGGGTGTGAGGAGAGGGGAGGGACAGCATTAG

EEERERE e e e e e e e e e e e e e e e
GGGAACATCACACACCAGGGCCTGTCGTGGGGTGTGAGGAGAGGGGAGGGACAGCATTAG

GAGAAATACCTAATATAAATGATAAGTTAGTGGGTGCAGCACACCAACATGGCACATGTA

TR e e e e e e e e e e e e e e e
GAGAAATACCTAATATAAATGATAAGTTAGTGGGTGCAGCACACCAACATGGCACATGTA

TACATATGTAACAAACCTGCACATTGTGCACATGTACCCTAGGACTTAAAGTATAATTTT
TELEREEE e e e e e e e e e e e e e e e el
TACATATGTAACAAACCTGCACATTGTGCACATGTACCCTAGGACTTAAAGTATAATTTT
aaaaaaaaGAGAGGGAGGAGCCAAGATGGCCGAATAGGAACAGCTCCGGTCTACAGCTCC
FEEEEEEEE LR e e e e e e e e e e e e e e i
AAAAAAAAGAGAGGGAGGAGCCAAGATGGCCGAATAGGAACAGCTCCGGTCTACAACTCC
CA 1268

11
CA 102167

partial sequence; kinetoplast Length=328

786

101685

846

101745

906

101805

966

101865

1026

101925

1086

101985

1146

102045

1206

102105

1266

102165

Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone A8 minicircle,

Expect = 2e-121, Ildentities = 241/245 (98%), Gaps = 0/245 (0%)

Query
Sbjct
Query
Sbhjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

16

84

76

144

136

204

196

264

256

324

ACCCCAATTCCAACCAACATTCAACACAAACAACCCATACCTTACCTACAATAAGATTAT

LR e e e e e e e e e e e e e e el
ACCTCAATTCCAACCAACATTCAACACAAACAACCCATACCTTACCTACAATAAGATTAT

AATATTGAACTTACACTAACTATACAACATTAAACAatcatcatcacctcatttatcatc

LR e e e e e e e e et i
AATATTGAACTTACACTAACTATACAACATTAAACAATCATCATCACCTCACCTATCATC

atcactgtatactaactatatatcactatcacctcaGTACATAACCACAAATATAAAAAC

IREEREL T e e e e e e e e e et e
ATCACTGTATACTAACTATATATCACTATCACCTCAGTACATAACCATAAATATAAAAAC

TATAAATACATTAAAAACTGTATCTCTACCCACAGCCCTTATATTACACCAACCCCAATC

LR e e e e e e e e e e e e e
TATAAATACATTAAAAACTGTATCTCTACCCACAGCCCTTATATTACACCAACCCCAATC

GAACC 260

1111
GAACC 328

75

143

135

203

195

263

255

323

150



emb |AL732374.14] 2 Human DNA sequence from clone RP13-444K19 on

chromosome X, complete sequence Length=224187

Expect = le-52,

Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

343

77363

403

77423

463

77483

Figura 16:

CCCTCCCAAGACTAAACCAGGAGGAAGTTGAGTCTCTGAATAGACCAATAACAGGCTCTG

LRt e v e e e e e
CCCTCCCAAGACTAAACCACGAAGAAGTTGAATCTCTGAATAGACCAATAACAGGCTCTG

ATACACATACACCCTCCCAAGACTAAACCAGGAAGAAGTTGAATCTCTGAATAGACCAAT

IRELREEE e e e e e e e e e e e e ety 1
ATACACATACACCCTCCCAAGACTAAACGAGGAAGAAGTTGAATCTCTGAATAGACCAGT

AACAGGCTCTGA 474

HELELLLELL
AACAGGCTCTGA 77494

abJ|AC002433.2 D] Homo sapiens BAC clone CTA-317M2 from 7
Expect = 0.0, Identities = 450/459 (98%), Gaps = 2/459 (0%)

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

227

135501

285

135561

345

135621

405

135681

465

135741

525

135801

585

135861

645

135921

ACCAACC--CCAATCGAACCAAATCAAAAGTAAAGTTGGACAAATAATGCAAATGACTTA

LR e e teee e e e e e e e e e e
ACCAACCAACCAATCAAATCAAATCAAAAGTAAAGTTGGACAAATAATGCAAATGACTTA

ATTTATGGTAGAATGAAATTATTTTATCAAAATTTGTTCTAGCTCAGCTGTAATTATTTT

L e e e e e e e e e e e el
ATTTATGGTAGAATGAAATTATTTTATCAAAATTTGTTCTAGCTCAGCTGTAATTATTTT

ACCTAATACGATCAGCAAGGAAATAAAATGTGCTGGGGACCCTATTTATGTAATATGTCA

LR e e e e e e e e e e e el
ACCTAATACGATCAGCAAGGAAATAAAATGTGCTGGGGACCCTATTTATGTAATATGTCA

TTACATTTCTATCCCAAGAAAATTTTAGAGATGGAAACTCACAAATATTTTAAGGAGTTA

IR e e e e e e e e e e e e e e
TTACATTTCTATCCCAAGAAAAT TTTAGAGATGGAAACTCACAAATATTTTAAGGAGTTA

AATCTCCCTAGCAAGTAAAAAAGCTTCTTCTGTTTCTTTTAGAAATAATTTCCTTGCTTC

LR e e e e e e e e e e e e
AATCTCCCTAGCAAGTAAAAAAGCTTCTTCTGTTTCTTTTAGAAATAATTTCCTTGCTTC

TTTATTTTATCCTTTGGTTTCAATGTTTTCTGGTTATAGCTGATGTCAAGGTTGGCACTA

EEEEER e e e e e e e e e e e
TTTATTTTATCCTTTGGTTTCAATGTTTTCTGGTTATAGCTGATGTCAAGGTTGGCACTA

ATTGATGATAAAGGAACATTTTTAAACAGCAAGGAAAACACATTCTAAAGATGCTTTATA

IR e e e e e e e e e e e e e e
ATTGATGATAAAGGAACATTTTTAAACAGCAAGGAAAACACATTCTAAAGATGCTTTATA

AATCTAATTTGTGGGGACTGTAGACCGGAG 683

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 1L 11
AATCTAATTTGTGGGAAATGGAGAGAGGAG 135959

Identities = 127/132 (96%), Gaps = 0/132 (0%)

402
77422
462

77482

284
135560
344
135620
404
135680
464
135740
524
135800
584
135860
644

135920

151



gb] EU088390.1]

Expect = 9e-10; Identities = 29/29 (100%), Gaps = 0/29 (0%)

Query 216 CCCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 244

Sbjct 298 CCCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 326

Expect = 0.003; Identities = 19/20 (95%), Gaps = 0/20 (0O%)

Query
Sbjct

1 G

|
45 G

Figura 17:

emb ] AL049875 .2 ] CNSO0000 & Human chromosome 14 DNA sequence BAC R-111A21

AAGGCCCCTCCCAAAACCA 20

LTl
AACGCCCCTCCCAAAACCA 64

of library RPCI-11 from chromosome 14 of Homo sapiens

Expect = 5e-109;

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbhjct

emb ] AL450466.8] [] Human DNA sequence from clone RP11-315M8 on chromosome 10

1

99133

61

99073

121

99013

181

98953

AATCGAACCAACATTGATTAAAGAGTTAAATCTAAGACCCAAAACTATGAAACTACTAGA

L TR e e e e e e e e e e e e e el
AATCAAACCAACATTGATTAAAGAGTTAAATCTAAGACCCAAAACTATGAAACTACTAGA

AGAAAACATTGGGGAAACACTCCATGACATTTATCTGGGCAAACTTTTTTGTGCAAAATG

TEEEEELE e e e e e e e e e e e et i
AGAAAACATTGGGGAAACACTCCATGACATTTATCTGGGCAAACTTTTTTGTGTAAAATG

TCAAAAGCATACTCAACCAAAACAAAAATAGACAAATGGAATTATATCAAGTTACAAAGC

O e e e e e e e e e e e e e e e el
TCAAAAGCATACTCAACCAAAACAAAAATAGACAAATGGAATTATATCAAGTTACAAAGC

TTCCGGGGGAGCAGCCAAGATGGCCGAATAGGAACAGCTCCGGTCTACAG 230

RELREEEE e PR e e e e e e e e i
TTCCGGGGGAGGAGCCAAGATGGCCGAATAGGAACAGCTCCGGTCTACAG 98904

Contains a CpG island,

Expect = 4e-19; ldentities = 58/60 (96%), Gaps = 0/60 (0%)

Query

1

CTCCCATCAAAGTTCTTTTAAATAATGAACCTCCTTAGTGCATTTCAAGTAGGGTTCGAT
PR LR e e e e e e e e e e el

Trypanosoma cruzi strain CL Brener clone C5 minicircle

Identities = 227/230 (98%), Gaps = 0/230 (0%)

60

99074

120

99014

180

98954

60

Sbjct 25826 CTCCCTACAAAGTTCTTTTAAATAATGAACCTCCTTAGTGCATTTCAAGTAGGGTTCGAT 25885

gb]AF114153.1]AF114153 Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA

Expect = le-14; Identities = 38/38 (100%), Gaps = 0/38 (0%)

Query

Sbjct

Expect =

Query
Shjct

242

109

242

290

CACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 279

FEEREeernee e e e e
CACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 146

le-14; Ildentities = 38/38 (100%), Gaps = 0/38 (0%)

CACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 279

NN RNy
CACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 327
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Figura 18:

gb]AC004988.2] & Homo sapiens PAC clone RP5-1178G13 from 7

Expect = 1le-126; ldentities = 267/275 (97%), Gaps = 0/275 (O

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct

gb|BC001197.1]

1

159455

61

159515

121

159575

181

159635

241

159695

ATCACACTCTGGGGACTGTGGTgggotcoggggaggggggagggATAGCATTGGGAGATA

IRLRLRERR R e R LR e e |
ATCACACTCTGGGGACTGTGGTGGGGTGCGGGGAGAGGGGAGGGATAGCATTGGGAGAGA

TACCTAATGCTAGATGACGCGTTAGTGGGTGCAGCGCACCAGCATGGCACATGTATACAT

PR e e e e e e i e e el
TCCCTAATGCTAGATGACGAGTTAGTGGGTGCAGCGCACCAGCATGGCACATGTATACAT

CCTGCACAATGTGCACATGTACCCTAAAACTTAAAGTATaaaaaaaaaaa

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CTGCACAATGTGCACATGTACCCTAAAACTTAAAGTATAAAAAAAAAAA

aagtaaaaaaaaaaaaaTATGATGTAAAATCCCAATATATTATCTGTTCTACCCAAGTCA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GTAAAAAAAAAAAAATATGATGTAAAATCCCAATATATTATCTGTTCTACCCAAGTCA

TACCATAATTATGAAATGTGAACGCCCCTCC 275

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII iy
ACCATAATTATGAAATGTGATCGCCCTTCC 159729

monooxygenase activation protein, theta polypeptide, mRNA

Expect = 0.0; ldentities = 1330/1332 (99%), Gaps = 1/1332 (O

Query
Sbhjct
Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

316

887

376

947

436

1007

496

1067

556

1127

616

1187

676

1247

736

1306

796

1366

856

1426

CTGAGAGATCCCCTCATAATTTCCCCAAAGCGTAACCATGTGTGAATAAATTTTGAGCTA

IR e e e e e e e e e e e e e e
CTGAGAGATCCCCTCATAATTTCCCCAAAGCGTAACCATGTGTGAATAAATTTTGAGCTA

GTAGGGTTGCAGCCACGAGTAAGTCTTCCCTTGTTATTGTGTAGCCAGAATGCCGCAAAA

RN RN RNy
GTAGGGTTGCAGCCACGAGTAAGTCTTCCCTTGTTATTGTGTAGCCAGAATGCCGCAAAA

CTTCCATGCCTAAGCGAACTGTTGAGAGTACGTTTCGATTTCTGACTGTGTTAGCCTGGA

PR e e e e e e e e el
CTTCCATGCCTAAGCGAACTGTTGAGAGTACGTTTCGATTTCTGACTGTGTTAGCCTGGA

AGTGCTTGTCCCAACCTTGTTTCTGAGCATGAACGCCCGCAAGCCAACATGTTAGTTGAA

RN RN RNy
AGTGCTTGTCCCAACCTTGTTTCTGAGCATGAACGCCCGCAAGCCAACATGTTAGTTGAA

GCATCAGGGCGATTAGCAGCATGATATCAAAACGCTCTGAGCTGCTCGTTCGGCTATGGC

PR e e e e e e e e e e e e e il
GCATCAGGGCGATTAGCAGCATGATATCAAAACGCTCTGAGCTGCTCGTTCGGCTATGGC

GTACGCCTAGTCCGTAGGCAGGACTTTTCAAGTCTCGGAAGGTTTCTTCAATCTGCATTC

IEE LR e e e e e e e e e e el
GTAGGCCTAGTCCGTAGGCAGGACTTTTCAAGTCTCGGAAGGTTTCTTCAATCTGCATTC

GCTTCGAAATAGATATTAACAAGTTGTTTGGGTGTTCGAATTTCAACAGGTAAGTTAGTT

LT ERRE e e e e e e e e e e el
GCTTCGAA-TAGATATTAACAAGTTGTTTGGGTGTTCGAATTTCAACAGGTAAGTTAGTT

GCTAGAATCCATGGCTCCTTTGCCGACGCTGAGTAGATTTTAGGTGACGGGTGGTGACAA

LR e e e e e e e e e e e e e e
GCTAGAATCCATGGCTCCTTTGCCGACGCTGAGTAGATTTTAGGTGACGGGTGGTGACAA

TGAGTCCGTGTCGAGCGCTGATTTTTTCGGCCTTTAGAGCGAGATTTATACAATAGAATT

FEELREL e e e e e e e e e e el
TGAGTCCGTGTCGAGCGCTGATTTTTTCGGCCTTTAGAGCGAGATTTATACAATAGAATT

TGGCATGAGATTGGATTGCTTTTAGTCAGCCTCTTATAGCCTAAAGTCTTTGAGTGACTA

TR e e e e e e e e e e e e
TGGCATGAGATTGGATTGCTTTTAGTCAGCCTCTTATAGCCTAAAGTCTTTGAGTGACTA

%)

60
159514
120
159574
180
159634
240

159694

Homo sapiens tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-

%)

375
946
435
1006
495
1066
555
1126
615
1186
675
1246
735
1305
795
1365
855
1425
915

1485

153



Query 916 GATGACATATCATGTAAGTTGCTGATAGGTTTCCAGTTTTCCGCTCCTAGGTCTGCATAT

. LR e e e e e e e e e e el
Shjct 1486 GATGACATATCATGTAAGTTGCTGATAGGTTTCCAGTTTTCCGCTCCTAGGTCTGCATAT

Query 976 TGTACTTTTCCTCTTACTCGACTTAACCAGTACCAACCCAGCTTCTCAACGGATTTATAC

. LR e e e e e e e e e e e e i
Shjct 1546 TGTACTTTTCCTCTTACTCGACTTAACCAGTACCAACCCAGCTTCTCAACGGATTTATAC

Query 1036 CATGGCACTTTAAAGCCAGCATCACTGACAATGAGCGGTGTGGTGTTACTCGGTAGAATG

LR e e e e e e e e e e e e e
Shjct 1606 CATGGCACTTTAAAGCCAGCATCACTGACAATGAGCGGTGTGGTGTTACTCGGTAGAATG

Query 1096 CTCGCAAGGTCGGCTAGAAATTGGTCATGAGCTTTCTTTGAACATTGCTCTGAAAGCGGG

IR e e e e e e e e e e e e
Shjct 1666 CTCGCAAGGTCGGCTAGAAATTGGTCATGAGCTTTCTTTGAACATTGCTCTGAAAGCGGG

Query 1156 AACGCTTTCTCATAAAGAGTAACAGAACGACCGTGTAGTGCGACTGAAGCTCGCAATACC

TR e e e e e e e e e e e e e
Shjct 1726 AACGCTTTCTCATAAAGAGTAACAGAACGACCGTGTAGTGCGACTGAAGCTCGCAATACC

Query 1216 ATAAGCCGTTTTTGCTCACGGATATCAGACCAGTCAACAAGTACAATGGGCATCGTATTG

IEEEREE e e e e e e e e e e e e e
Shjct 1786 ATAAGCCGTTTTTGCTCACGGATATCAGACCAGTCAACAAGTACAATGGGCATCGTATTG

Query 1276 CCCGAACAGATAAAGCTAGCATGCCAACGGTATACAGCGAGTCGCTCTTTGTGGAGGTGA

LR e e e e e e e e e e el
Shjct 1846 CCCGAACAGATAAAGCTAGCATGCCAACGGTATACAGCGAGTCGCTCTTTGTGGAGGTGA

Query 1336 CGATTACCTAACAATCGGTCGATTCGTTTGATGTTATGTTTTGTTCTCGCTTTGGTTGGC

TEEEEE e e e e e e e e e
Shjct 1906 CGATTACCTAACAATCGGTCGATTCGTTTGATGTTATGTTTTGTTCTCGCTTTGGTTGGC

Query 1396 AGGTTACGGCCAAGTTCGGTAAGAGTGAGAGTTTTACAGTCAAGTAAGGCGTGGCAAGCC

LR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 1966 AGGTTACGGCCAAGTTCGGTAAGAGTGAGAGTTTTACAGTCAAGTAAGGCGTGGCAAGCC

Query 1456 AACGTTAAGCTGTTGAGTCGTTTTAAGTGTAATTCGGGGCAGAATTGGTAAAGAGAGTCG

TR e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 2026 AACGTTAAGCTGTTGAGTCGTTTTAAGTGTAATTCGGGGCAGAATTGGTAAAGAGAGTCG

Query 1516 TGTAAAATATCGAGTTCGCACATTTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTGGCGAAACCATTT

LR e e e e e e e e e e el
Shjct 2086 TGTAAAATATCGAGTTCGCACATTTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTGGCGAAACCATTT

Query 1576 GATCATATGACAAGATGTGTATCTACCTTAACTTAATGATTTTGATAAAAATCATTAGGG

LR e e e e e e e e e e e e il
Shjct 2146 GATCATATGACAAGATGTGTATCTACCTTAACTTAATGATTTTGATAAAAATCATTAGGG

Query 1636 GATTCATCAGTA 1647

ARRNRNA
Shjct 2206 GATTCATCAGTA 2217

emb]AJ748073.1] Trypanosoma cruzi marinkellei kinetoplast
strain B3, isolate Tm_04

Expect = 8e-07; ldentities = 39742 (92%), Gaps = 0/42 (0%)

Query 198 TCCTTAAACCACCCTCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 239

LR e e e
Shjct 42  TCCATAAACCACAATCTATATTACACCAACCCCAATCGAACC 1

975

1545
1035
1605
1095
1665
1155
1725
1215
1785
1275
1845
1335
1905
1395
1965
1455
2025
1515
2085
1575
2145
1635

2205

minicircle,
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ANEXO IV

Paciente  Clone Proteina Quimera Putativa (*) Resultado Blastx vfl[;e
129 101 MHLPRTLFWDFRGAFMGGGVRL Ndo possui similaridade significativa
PPY IMHLPRTLCISPV ~ - - S -
287 40 HYACYWE 1 EGETSSWFSL —_— Ndo possui similaridade significativa
gb]AAB59368. 1| ORF2 contains a reverse 6
8 CWFDWGWCNICRNS transcriptase domain. [Homo sapiens] 6.0e
79 MSILQPTPIEPT gb|EAX08712.1] hCG2020499 [Homo sapiens] 7 06
87 VGFDWGWCNIGCVDLGY 1 Ndo possui similaridade significativa --
89 LGYT WGWENIGCVD Ndo possui similaridade significativa -
405 44 MYPKS THP 1 LHQPQSN Ndo possui similaridade significativa --
a7 MYPKSHPILHQPPIEPT N&o possui similaridade significativa .
48 GSMGVGVI N&do possui similaridade significativa --
91 MYPKSTHPILHQPQSN Ndo possui similaridade significativa --
93 MYPKSTHP I SHQPQSN Ndo possui similaridade significativa --
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Paciente  Clone Proteina Quimera Putativa (*) Resultado Blastx value
1)MHLTRTLYGRKMGGLFTGGEVRLGLV
Familia A 389 152 2) N&o possuem similaridade significativa
LPPGLVLGGGFKFGPEKSCISPVHYMAEKWGY
CLREVRFDWGWC
386 156 MYPKSTHP 1 LHQPQSN N&o possui similaridade significativa B
160 MYPKSTHP 1 LHQPQSNLI N&o possui similaridade significativa B
IMIFRAQIWPLPRLNQEEVESLNRPITGSDTHT
161 PTPIEP Nado possuem similaridade significativa B
2) RFDWGWCMCIRACYWSIQRLNFLLV
FDWGWCEN N&o possui similaridade significativa
177 IKKVSGISRIMVDITYGICLG P 9 -
399 185 MVK I GKWWEWEMHDESGPNLNAP Ndo possui similaridade significativa B
1) TPTPIEPH
186 LP Ndo possui similaridade significativa
2)MHLPRTLFGRKGGCLREVRFDWGWCN -
MHKF pir]|B34087 hypothetical protein (L1H 3~ 6
385 195 region) - human 3,0e
199 MLVLGGG Ndo possui similaridade significativa B
MVGVVVYYGWLRGWCG IRNCWFEGGSTSSWFSLG
200 RGVQIWAGKIMHLTRTLCISPVHYTSPPYIMHLT Nao possui similaridade significativa B

RTLYKGISPVHYTSPPY IMHLPRTLCISPVHY
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Paciente  Clone Proteina Quimera Putativa (*) Resultado Blastx value
387 999 RNTGEDWGWCN IRRLVD Nao possuil similaridade significativa B
403 235 METKAVRIFKFPGIVYPESFLGFDWG Ndo possui similaridade significativa 3

236 DPPSONQIS Ndo possui similaridade significativa B
516 39 ASPPY 1 1VLGGAFKFGPENSCISPVH  N&o possuil similaridade significativa
YGFGRGGQIWAGKFMHLPRTLWFWEGP -
1)MAENGGCLREVRFDWG
240 N&o possuem similaridade significativa B
2)MHLTRTLYGRKWGLFTGGEVRLGLV
243 EVRFDWGWC I QRLNFLLV Nao possui similaridade significativa B
400 47 MHLTRTLYGRKWGLFTGGEVRLGLVYV Nao possui similaridade significativa B
248 KEGPEKSC I SPVHYMAENGG Nao possui similaridade significativa B
CLREVRFDWGWCN I GGCWVEF IDLMV
MHL TRTLYGRKWGLFTGGEVRLGLY N&o possui similaridade significativa
484 268 -
485 973 MHEFPPQKLTPTPTLGLQLPSPYMTPTPIE Nao possuil similaridade significativa B
486 280 | SIGVGY Nao possuil similaridade significativa B
282 MAENGGCLREVRFDWG Ndo possui similaridade significativa B
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Paciente  Clone Proteina Quimera Putativa (*) Resultado Blastx value
MHEFPPQKLTPTPTLSGLQLPPPYITPTPIEPNI Nao possuil similaridade significativa
487 287 Emm— -
HFVQHYT
MSQYTYTCYLIFKPQSLILHQPQSNRIYILFSTT ~ S - S i,
289 PTPIEPNIHFVQHYTNPNRTSPPVNNPHFRPYNY ~ NaO Possui similaridade significativa -
RVRCIN
MCQGIYPFLLDFLAYLHARGVCS ILQHALLNRESF Ndo possui similaridade significativa
Familia B 416 211 PYCWFWEGRSNLGRKNQASHPY I IQGHLTRTLY P 9 --
APVHYASPPY IMHLTRTL
212 MVTEYEVWKFVKYWFWEGP Ndo possui similaridade significativa B
DMHLTRTLWFWEGRSTFGVE IHASHPY IMVLGG
AFNFWGGNSC I SPVHYGFGRGVQGSG
411 217 Ndo possuem similaridade significativa B
2)MHLTRTLWFWEGRSTFGVE IHASHPY IMVLGG
GFRGQ
415 291 MY I REDWGIWC Nao possuil similaridade significativa B
420 297 MGAVDRRVSGAPKTKP Nao possuil similaridade significativa B
299 MHEFPPQKLTSTPTLSGLQLPSPYITPTPIEPT Nao possuil similaridade significativa B
301 MHEFPPQKLTPTPTLSGLQLPSPYITPTP Ndo possui similaridade significativa B
MYGEMHEFPPQKLTPTPTLSGLQLPSPYITPTPI Ndo possui similaridade significativa
302  EPPFRSLSSP P 9 ~
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Paciente  Clone Proteina Quimera Putativa (*) Resultado Blastx value
409 311 MGAVDRRTWFWEGRSNLGRK IHAS Nao possuil similaridade significativa B
pir]|B34087 hypothetical protein (L1H 3~
314 FD region) - human 4,0
RPSQNQIPPDFLTSKFHRQISNPHYFNHHP
408 315 GSIGGWCNIGLVRMDTDKMKYRMCIDSL  Nao possui similaridade significativa
IGMYCMDLNM -
MYLPRTLFGRKWGLFTGGEV ~ - . S oo ,
Ndo possui similaridade significativa
407 324 -
325 MHLTRTLYGRKWGL Ndo possui similaridade significativa B
393 393 LVLGGAFKFGPEKSCISP  N&o possui similaridade significativa
VQYMAENGGCLREVRFDWGW -
. GLVYVYQSLLLVYSETQLPPGLVLGGGFKF  N&o possui similaridade significativa
Familia C 466 130 GPEKSCISPVH -
457 135 GEDWGWCN Ndo possui similaridade significativa B
461 140 MNMNLYYITPTPIEPC Ndo possui similaridade significativa B
142 MNMNLYY ITPTPIEP Ndo possui similaridade significativa B
143 MYTILTTSTHTKNKMNMNLYY ITPTPIEP Ndo possui similaridade significativa 3
Familia D 478 333 MNFRAQITPLPRL gb|@AC51264-1| putative pl150 [Homo 0.013
sapiens]
334 MHEFPPQKLTPTPTLSGLQLPSPYITPTPIEP Ndo possui similaridade significativa B
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Paciente  Clone Proteina Quimera Putativa (*) Resultado Blastx value
452 346 MAENGDCLREVRFDWGWC Ndo possui similaridade significativa B
Familia E 445 357 MHLTRTLCGRKWGLFTGGEVRLGLVY Ndo possui similaridade significativa B
360 EDWGWCRVRLGWCN I RRLVD Ndo possui similaridade significativa B
446 363 MHLPRLYGRKWGLFTGGEVRLGLVY N&o possui similaridade significativa B
364 RRIHASHPYVMVLGGGYN Ndo possui similaridade significativa B
gb]JAAC51269.1] putative pl50 [Homo
sapiens] 63
442 381 4,0e’
IDPPSQNQSNRIF
NTEYLLLYQIRKTN
433 383 MSSTLFNHMPNITPTPIEP Ndo possui similaridade significativa B
392 MYTYVTNLHNV Ndo possui similaridade significativa B
(*) Os aminoéacidos oriundos da sequiéncia de KDNA estdo em azul, e os oriundos da sequéncia humana estdo em verde. Motivos

comuns de nossas sequéncias encontram-se sublinhados.
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