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Resumo

O presente trabalho € o primeiro relato de integragdo de
sequéncias provenientes de um protozoario para o genoma de células
germinativas humanas. Neste estudo, n6s documentamos a integragéo
de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma de células
germinativas e a transferéncia vertical dessas mutagbes para os
descendentes.

Foram analisadas amostras de esperma de 34 voluntarios. Desses,
22 doadores foram agrupados em cinco familias, cujos progenitores (Fo)
eram portadores da doenca de Chagas. Doze amostras de esperma
foram obtidas de individuos isolados. Foi possivel observar a integragéo
de kDNA de T. cruzi no genoma de todos os 17 chagasicos estudados. A
transferéncia vertical apenas das sequéncias de kDNA para as
progénies F1 e F, pbdde ser observada em 6 descendentes de
chagasicos. As analises das regides do genoma humano que
flanqueavam as sequéncias de kDNA mostraram a integracdo de
minicirculos de kDNA preferencialmente em elementos
retrotransponiveis do tipo LINE-1, em 72,5% das sequéncias quimeras.
O encontro do mesmo locus em individuos chagasicos e seus
descendentes € mais uma evidéncia mostrando a herangca das
mutacgdes. Verificamos, também, que as sequéncias de minicirculos de
kDNA ligaram-se a outros elementos transponiveis (4%), tais como Alu,
ERV e MER, e, também, em alguns genes (9%). Nos demais clones
(14%), nao foi possivel determinar os loci de integragdo do kDNA no
genoma devido a auséncia de informacao em bancos de dados.

Os achados deste estudo sugerem que as mutagdes decorrentes
da insercdo do kDNA poderiam causar alteragbes genotipicas e
fenotipicas implicadas na auto-imunidade descrita na doenga de
Chagas. De fato, a incorporagcéo de DNA exdgeno na célula humana nos
mostra a complexidade das interacbes do parasito com o hospedeiro
humano. A descricdo de mutacdo, recombinagcdo e deriva genética,
alterando gendtipo e fendtipo do hospedeiro, poderao sugerir a base da
auto-imunidade que se associa a patogénese da doenga de Chagas.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi, doenga de Chagas,

transferéncia vertical de DNA, integracdto de DNA exogeno,
retrotransposon LINE-1, evolu¢cdo do genoma.
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SUMMARY

The present work shows by the first time the integration of
Trypanosoma cruzi KDNA minicircle sequences into the human genome.
This eukaryote-to-eukaryote lateral transfer of DNA is constantly seen in
each patient harbouring the infections. The kDNA mutations are inherited
by F1 and F2 progeny and undergo genetic drifts, recombination
hitchhiking from primary to secondary chromosomes.

We analysed 22 samples of sperm of volunteers from five families
whose founders have the active infections. Independently, we further
analysed haploid cells DNA from 12 individuals. The vertical transfer of
KDNA minicircle sequences was detected in 17 family members. Among
these there were 11 with active T. cruzi infections, showing nDNA and
kDNA signatures. The remaining six F1 and F2 progenie had the kKDNA
signatures only. In each of these 17 individuals we showed sequences of
minicircles of KDNA from T. cruzi integrated into germ line cells. The
main hotspot for the kDNA integration was retrotransposons LINE-1
(72.5%). In 9% of cases the integreations entered coding regions of
genes. Besides, kDNA minicircles sequences integrated non-
autonomous transposable elements (4%) Alu, ERV and MER, Finally, in
(14%), the KDNA mutations entered undetermined sites into the human
genome. The presence of the KDNA mutations are in agreement with the
findings of lateral transfer of kDNA in somatic cells of same individuals
(Hecht, M.M, Thesis, University of Brasilia, 2008).

Furthermore, the demonstration of KDNA mutations in haploid cells
is brought here in the absence of active T. cruzi infections. Actually, the
vertical inheritance could be appreciated in two marriages to which the
marriages generated offsprings with kDNA mutations showing sequence
alignments similar to the father.

In fact, an exogenous DNA incorporation by the human cell let us to
see more complex process of parasite-host’s interaction. The evolution
of living creatures suggests that lateral transfer of exogenous DNA,
mutations and hitchhiking, genetic drifts and social heterosis could be
considered ongoin forces leading to genetic diversity and evolution.

Key-words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, vertical DNA
transference, exogenous DNA integration, Retrotransposons, LINE-1,
genome evolution.
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. Introducao

1. A Doenga de Chagas

A doenca de chagas ou Tripanossomiase Americana esta amplamente
distribuida no continente americano. A descoberta do seu vetor, agente
etiologico e descricdo da suas caracteristicas clinicas foram relatadas pela
primeira vez pelo médico e pesquisador Carlos Chagas em 1909 (Chagas,
1909).

Atualmente, 25% de todos os habitantes da América Latina (100 milhdes
de pessoas) estdo sob risco de adquirir a doenga, e 18 milhdes de pessoas ja
estdo infectadas pelo T. cruzi. Estima-se a morte de 33 mil chagasicos por
ano no Brasil (WHO, 2002). A morbidade desta zoonose é relativamente alta:
30 a 40% dos pacientes chagasicos cronicos apresentam um grau variado de
cardiopatia e, 8 a 10% desenvolvem formas digestivas caracterizadas por
dilatagbes no esdfago e/ou coélon (Brener, 1987). A doengca de Chagas
representa ainda, a principal causa de lesdes cardiacas em jovens e adultos
economicamente produtivos nos paises endémicos de América Latina
(Moncayo, 2003).

Do ponto de vista econdmico, a perda anual para o continente Latino
Americano foi calculada em cerca de 6,5 bilhdes de ddlares (1997); o Brasil
gasta aproximadamente 750 milhdes de dolares por ano no tratamento de
pacientes chagasicos (2000). Calcula-se que o investimento anual dos
governos dos paises latino-americanos, visando o controle da doenca de

Chagas, é muito inferior a perda econémica causada por esta endemia.



A doenca € caracteristica de populagdes da area rural, com condicbes
socioecondmicas que favorecem o contato do hospedeiro humano com
triatomineos e que sdo determinantes na manutencdo da transmissao em
varios locais da América Latina. Mudancgas culturais e sociais tém permitido
que a doenca se estenda a areas urbanas mudando radicalmente os aspectos
da epidemiologia e convertendo a transmissao por transfusdes sanglineas
em um fator importante dentro do aspecto geral da génese e manutencao da

patologia (Marin, 2003).

1.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado heteroxeno, portanto seu
ciclo biolégico envolve uma passagem obrigatéria em dois hospedeiros: um
inseto vetor e o hospedeiro vertebrado mamifero. Durante o ciclo de vida, o
parasita sofre alteragcbes morfoldgicas, ultraestruturais, funcionais e
bioquimicas que resultam na diferenciagdo em duas formas replicativas,
epimastigota e amastigota, e uma forma n&o replicativa e infectiva, os
tripomastigotas (Tyler e Engman, 2001).

As formas infectantes (tripomastigotas metaciclicas) do T.cruzi séao
eliminadas nas fezes e/ou urina dos insetos e depositadas na pele ou mucosa
do mamifero durante o repasto do triatomineo, este material biolégico causa
irritacdo e ao se cogar o individuo leva as fezes contaminadas para a abraséo
da picada na pele, ou para a mucosa da boca ou conjuntiva dos olhos (Kollien
e Schaud, 2000). O protozoario inicia a infecgdo invadindo as células
fagociticas no local de entrada no corpo do individuo. Ali, alguns dos

flagelados invasores podem ser destruidos, mas muitos conseguem se



internalizar e se multiplicar no citoplasma da célula do hospedeiro (Teixeira,
2007). Quando os parasitos evadem o vacuolo fagocitico, ocorre a
diferenciagdo para a forma amastigota e sua consequente divisdo binaria.
Com o crescente numero de parasitos no interior da célula, estes voltam a se
diferenciar em tripomastigotas, sédo liberados no sangue com a destruicao
celular e tornam a parasitar células adjacentes. Eventualmente, o inseto
hematéfago ao fazer o seu repasto em um hospedeiro mamifero infectado,
ingere as formas tripomastigotas sanguineas e estas, por sua vez,
transformam-se em epimastigotas. No intestino médio do inseto, os
epimastigotas multiplicam-se pela divisdo binaria, no intestino posterior, onde
a populagao de epimastigotas se diferencia em tripomastigotas metaciclicos
infectantes. Ao serem eliminados com as fezes os metaciclicos podem
reiniciar o ciclo ao contaminar um animal ou homem (Tyler e Engman, 2001).
A relagao parasita-hospedeiro (figura1) é complexa e tanto a genética do
hospedeiro quanto do parasito interferem no processo de evolu¢cado da doenca

(Brener e Barral-Netto, 2000).
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Teixeira e cols, 2006).



1.2 Vias de transmissao do Trypanosoma cruzi

Existem varias vias de transmissao da Doenga de Chagas, sendo que a
principal ocorre por meio de insetos triatomineos (Abad-Franch e Monteiro,
2005). Originalmente encontrados em muitas espécies animais, atingiu a
espécie humana através de vetores insetos pertencente a familia Hemiptera e
subfamilia Triatominae.

Atualmente, ja foram descritas mais de 130 espécies de triatomineos
amplamente distribuidos em todo o continente americano e também nos
continentes africano, asiatico e australiano. Pelo menos quarenta dessas
espécies de triatomineos ja foram encontradas contaminadas com T. cruzi e,
portanto, elas s&o transmissoras potenciais das infecgdes (Futuyama, 1998).

A literatura registra muitos episodios de transmisséo ativa do T. cruzi
dos triatomineos para as populagdes que vivem nas periferias das grandes
cidades da América Latina (Teixeira, 2007).

A via vetorial, a mais representativa, as formas infectantes do parasita
presente nas fezes dos triatomineos entram em contato com a mucosa ou
com a pele do individuo apos o repasto do inseto vetor (Prata, 2001). Ha trés
ciclos de transmisséo vetorial. O ciclo doméstico € o de maior importancia
epidemioldgica, pois perpetua a infeccdo em seres humanos. No ciclo
silvestre, os triatomineos, uma vez contaminados, infectam roedores,
marsupiais e outros animais silvestres. O terceiro ciclo € o peridoméstico, no
qual intervém mamiferos que, livremente, entram e saem das residéncias,
atraindo os triatomineos. Este ciclo serve de ligagdo entre os ciclos doméstico

e silvestre (Brener e Barral-Netto, 2000).



Na zona urbana, a transfusédo sangulinea é considerada a principal via de
transmissao, onde residem 70% da populagdo das Américas (Bonametti e
cols, 1998). Avalia-se que 20 mil novos casos sédo produzidos a cada ano
apenas por transfusao de sangue contaminado. Com a intensa migragao de
populacdes de areas rurais, em que a doenca era mais frequente, para as
urbanas, cresceu o risco dessa modalidade de transmissao, devido ao fato de
que o controle sorolégico dos doadores nédo era adequadamente realizado
(Wanderley e cols, 1993). Muitos paises ainda ndo contam com este controle,
ja que contribui para a ampla disseminagdo da doenga além das éareas
endémicas (Teixeira, 2007).

Muitas microepidemias de doenca de Chagas aguda que se tém
documentado tém sido associadas com a transmissao por via oral. Dias
(2006) descreve dez episodios de contaminagdo humana pela ingestdo do
parasito, inclusive o surto ocorrido em Santa Catarina, em 2005, devido a
ingestao de caldo de cana-de-agucar contaminado.

Outros modos de infeccdo como, congénita, transplantes de 6rgaos,
aleitamento materno e acidente em laboratérios de pesquisas, também vem
adquirindo importante papel na epidemiologia do T. cruzi, principalmente
nesta ultima década com o controle da transmissio vetorial, pelo Triatoma

infestans (Schofield e cols, 2006).



1.3 Patogénese

1.3.1 Aspectos clinicos da doenga de Chagas

Apos a infecgdo pelo T.cruzi, ha um periodo de incubagéo (cerca de sete
dias), com posterior invasdo de varios tipos celulares como células
endoteliais, epiteliais e fibroblastos. Porém, o T. cruzi tém tropismo
preferencial por fagdcitos mononucleares, células musculares, e células
adiposas (Rey, 2002). ApoOs a invasdo, a patogénese da doenga de Chagas
pode ser classificada em fases aguda e crbnica. Esta ultima pode se
apresentar sob diferentes formas clinicas: indeterminada, cardiaca, digestiva,
mista ou neurologica (Ferreira e cols, 2002; Rey, 2002). A fase aguda
geralmente passa despercebida; o paciente ndo relata ao meédico aqueles
sinais de febre, mal-estar, cefaléia, dores musculares e articulares que
caracterizam o processo infeccioso agudo, por ser confundido com um estado
infeccioso geral, levando assim o individuo a fase crénica da doenga, sem o
diagnostico da infeccao inicial. De acordo com a porta de entrada do parasito,
pode ocorrer um inchago nos olhos (sinal de Romand) ou lesdo cutanea
(Chagoma) endurecida, tipica hipersensibilidade tardia aos antigenos do
protozoario (revisto em Teixeira e cols. 2006; Prata, 2001). Quando ocorre, a
patologia da doenca de Chagas na fase aguda caracteriza-se pela
abundancia dos ninhos com as formas amastigotas do T. cruzi nos tecidos,
particularmente nas células musculares estriadas do coracdo e dos musculos
esqueléticos e lisos do corpo humano. A principal causa de morte nesta fase
€ a insuficiéncia cardiaca, resultante da miocardite severa que se instala no

paciente infectado (Laranja e cols, 1956; Cunha-Neto e cols, 2006).



Na forma indeterminada, ndo ha lesdo macroscoépica significativa no
coragao ou no tubo digestivo. Esta fase pode durar décadas, os individuos
apresentam evidéncias sorologicas e é caracterizada pela baixa parasitemia,
pela presenga de formas amastigotas quiescentes do parasito no tecido
muscular e pela dificuldade na deteccdo do agente infeccioso. Os fatores
responsaveis pela transicdio da forma indeterminada para formas
sintomatoldgicas na fase crénica ainda nao foram elucidados. (Teixeira e cols,
1987; Cunha-Neto e cols, 2006).

Durante a fase crbnica, varios mecanismos tém sido propostos para
explicar o desenvolvimento da patologia, pois a presenga escassa do parasita
€ desproporcional ao dano tecidual. Um aspecto marcante no curso da
doenga de Chagas cronica é a variabilidade de suas manifestagdes clinicas e
eletrocardiograficas. Estima-se que 25% das pessoas infectadas
desenvolvem a fase cronica (Bustamante e cols, 2003). Um dos primeiros
estudos prospectivos em area endémica mostrou que, na populagdo com as
infecgdes cronicas, 57% das mortes estavam diretamente relacionadas com a
doenga de Chagas. Entre estas, 58% ocorreram por insuficiéncia cardiaca e
37,5% ocorreram subitamente (Prata, 1999).

A cardiomiopatia chagasica esta associada com a alta letalidade na fase
cronica da doenca de Chagas. Em 5,5% dos casos, observa-se a presencga de
disturbios gastrintestinais (megaes6fago e megacolon) que afetam o
chagasico e se associam com a sua morte, geralmente depois dos 45 anos de
idade (Teixeira e cols, 2006).

A duracgao destas fases pode ser diferente entre os individuos, mas em

geral o que se observa € um periodo de até 90 dias para a fase aguda, de até



20 anos para fase crénica indeterminada e um periodo muito variavel para
fase crénica sintomatica, dependente da forma clinica e gravidade do quadro

desenvolvido pelo paciente.

1.3.2 Aspectos imunes da doenc¢a de Chagas

Muitas das manifestagdes clinicas observadas na doenga de Chagas
devem-se diretamente a resposta imune elaborada pelo hospedeiro contra o
parasita (Brodskyn e Barral-Netto, 2000). Em cada fase da infecgéo, existe
uma resposta imune especifica com um repertério de células, citocinas e
outras substancias, que reduzem a carga parasitaria, nos tecidos do
hospedeiro. No entanto, o parasito persiste, assim como, a resposta
imunoldgica. Lesdes teciduais resultantes dessa atividade imunoldgica levam
as alteragdes fisioldgicas funcionais musculares e nervosas caracteristicas da
doenga de Chagas (Brener e Barral-Netto, 2000).

O sistema imunolégico é responsavel tanto pelo controle da
multiplicagdo do parasito nos tecidos como pelas lesdes locais resultantes da
atividade antiparasitaria. A multiplicagdo exagerada do parasito no hospedeiro
pode levar a morte. Esse efeito € prevenido por citocinas pro-inflamatérias
tipo 1: IL-12, TNF-a e INF- y (Reis e Lopes, 2000). A mortalidade é prevenida
por uma combinacao dos efeitos antiparasitarios das citocinas tipo 1 com os
efeitos antagdnicos das citocinas regulatorias antiinflamatorias como a TGF-f3
e a IL-10 (Brener e Gazzinelli, 1997). Esta combinacédo € benéfica, pois as
citocinas tipo 1 atuam para controlar o parasitismo, mas também, exercem
efeitos toxicos letais para o hospedeiro, se produzidas em excesso (Gomes e

cols, 2003).



A invasao dos macréfagos pelo T. cruzi mobiliza a resposta imunolégica,
secretando IL-12, que ativa células NK a produzirem INF-y. Esta citocina age
reciprocamente nos macréfagos ativando-os para a atividade microbicida. O
TNF-a atua sinergicamente com o IL-12 e INF-y. Em associagdo com o TNF-
a, o INF-y produzido por células NK ativa a expressao, em macrofagos, da
enzima oxido nitrico (NO) - sintase induzida e a produgdo de NO, com
atividade toxica para o T. cruzi. Esta atividade € auto regulada, reduzindo a
ativacdo dos macréfagos e produgao de NO. As citocinas regulatérias IL-10 e
TGF-B inibem a produgao do NO e a atividade tripanocida dos macréfagos
ativados pelo INF-y (Brener e Gazzinelli, 1997). Acha-se que a regulagao
positiva da via de sinalizagdo do interferon-gama pode ser associada com
hipertrofia do coragdo (Cunha-Neto e cols, 2005).

Estudando infiltrados inflamatérios do tecido cardiaco, Higuchi e cols,
(1993b) observaram grande quantidade de células T CD4+ e células T CD8+
com predominancia de subgrupos de CD8+. Alguns autores (Dos Santos e
cols, 2001; Lannes-Vieira, 2003) acreditam que a predominancia de células T
CD8+ nos tecidos cardiacos € devida a expressdo de moléculas de adesao

(CAMs) nestas células.

1.3.3 Doencga de Chagas e auto-imunidade

Ao longo de décadas, tem-se sugerido que a persisténcia do parasito
nos tecidos, levando a ruptura das células parasitadas seria o principal fator
de producao de lesbdes. De acordo com essa teoria, a ruptura mecanica da
célula hospedeira, causada pelos parasitos, e a degradacdo dos tecidos

afetados podem levar a inflamagao crénica. Portanto, um dos aspectos mais



intrigantes da doenga de Chagas crénica sao o0s intensos processos
inflamatdrios, associados a relativamente poucos parasitos (Andrade, 1983 e
1991; Andrade e cols, 1994). Entretanto, tal pensamento nao explica, por
exemplo, por que os pacientes ndo morrem todos quando o parasitismo é
intenso na fase aguda da infeccdo e, também, por que dois tercos dos
chagasicos crdnicos sequer tém lesdes com manifestagdes clinicas.

Diante da constatacdo de uma rejeicao acelerada de células cardiacas
alogénicas pelos linfécitos imunes de coelhos cronicamente infectados com T.
cruzi, foi iniciada a base da teoria auto-imune (Santos-Buch e Teixeira, 1974;
Teixeira e cols, 1975). Os dados experimentais mostraram que células
embrionarias de coracdo de coelhos eram rapidamente destruidas pelos
linfécitos imunes em uma hora, enquanto os linfécitos de coelhos controle,
néo infectados, ndo as destruiam (Teixeira, 2007).

Cunha Neto e cols (1986) foram alguns dos autores que contribuiram
com dados que confirmam a auto-imunidade na Doenca de Chagas. Eles

relataram que a miosina cardiaca induzia a proliferacdo de clones de células

T CD4+, derivados de infiltrados nas lesbes cardiacas em pacientes
chagasicos crbnicos. Ribeiro dos Santos e cols (1992) mostraram que
enxertos de coragcédo de fetos de camundongos em animais geneticamente
idénticos sdo destruidos pelas células do sistema imune do receptor,
enquanto que camundongos sadios ndo mostram a rejeigao do enxerto.
Seguindo outra vertente, pesquisadores tém relacionado os mecanismos
de auto-imunidade como fator de desencadeamento das lesdes da doencga de
Chagas, estimulando discussdes constantes sobre o papel dos antigenos do

T. cruzi, epitopos de reagéo cruzada e mimetismo molecular. Neste processo,
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haveria uma resposta cruzada entre epitopos do hospedeiro e antigenos do
parasito, o que levaria a resposta imune a atuar contra proteinas do proprio
tecido. Elementos de informacado e dados esclarecedores sobre a discusséao
do assunto sao encontrados em extensos trabalhos de revisao da literatura de
Leon e Engman (2003) e de Tarleton (2003).

Alguns pesquisadores pensam que as lesdes chagasicas sao produzidas
apenas pelo parasito, e certamente, a persisténcia do parasito € fundamental
para desencadear o fenbmeno da auto-imunidade, mesmo porque jamais
existiu doenga de Chagas onde nao havia o T. cruzi. Contudo, os papéis
desempenhados pela persisténcia do parasito e pela auto-imunidade podem

ser considerados essenciais na patogénese da doenga de Chagas.

1.4 Diagnéstico clinico e laboratorial

O diagnéstico da infeccdo pelo T. cruzi deve ser apoiado pela
epidemiologia e pela clinica e confirmado, quanto a etiologia, pelo diagndstico
laboratorial. O primeiro diagndstico da Doenga de Chagas foi feito no dia 23
de abril de 1909, quando Carlos Chagas descobriu por observacao
microscopica de esfregago de sangue fresco, o parasito em uma menina de
trés anos de idade, em plena fase aguda da doenga (Teixeira, 2007).

A presenca dos sinais de porta de entrada (sinal de Romafia e/ou
chagoma de inoculagdo), acompanhados de febre irregular ou ausente,
adenopatia-satélite ou generalizada, hepatoesplenomegalia, taquicardia,
edema generalizado ou dos pés fazem suspeitar da fase aguda da doenca.
As alteracdes cardiacas acompanhadas de sinais de insuficiéncia cardiaca

confirmada pelo eletrocardiograma e as alteragdes digestivas e do esdfago e
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do cdlon (reveladas por raios X) fazem sintomatologia da fase crénica (Lana e
Tafuri, 2000; Brener e Barral-Netto, 2000; Rey, 2001).

Os métodos de diagndstico laboratorial devem ser direcionados de
acordo com a fase da doenca. Na fase aguda, observa-se alta parasitemia,
presenca de anticorpos inespecificos e inicio de formagdao de anticorpos
especificos (IgM e 1gG) que podem atingir niveis elevados. Nessa fase
recomendam-se métodos parasitolégicos, como a pesquisa direta do parasita
(a fresco, micro-hematdcrito e gota espessa) e, se necessario, pesquisa
indireta (xenodiagnéstico, hemocultura e PCR) (Lana e Tafuri, 2000; Luquetti
e Rassi, 2000; Rey, 2001).

Na fase crdnica observam-se baixissima parasitemia e presenca de
anticorpos especificos (IgG). Assim, recomendam-se métodos soroldgicos
(IFl, ELISA e HAI) ou a pesquisa do parasita por métodos indiretos
(xenodiagnostico, hemocultura e PCR), que sdo necessarios em caso de
sorologia duvidosa ou quando se deseja verificar a eficacia do tratamento
(Lana e Tafuri, 2000; Luquetti e Rassi, 2000; Rey, 2001).

Resultados duvidosos ou falsos positivos devido a reacdo cruzada
contra antigenos de T. cruzi podem ser encontrados no soro de alguns
pacientes com leishmaniose, malaria, toxoplasmose, paracoccidioidomicose
ou, ainda, com infec¢cdo bacteriana do tipo tuberculose, lepra e sifilis e com
condigbes auto-imunes tais como, artrite reumatdide, lupus eritematoso
sistémico (Vexenat e cols, 1996; Gadelha e cols, 2003). A OMS recomenda
dois testes para o diagnodstico da doenga de Chagas, em vista das
dificuldades descritas acima, para resultados discrepantes, utiliza-se um

terceiro teste, e procura-se considerar resultado positivo ou negativo, quando
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houver resultado concordante em dois exames sorolégicos que identificam

anticorpos anti-T. cruzi,(Luquetti e Rassi, 2000; Pirard e cols,2005).

1.5 Organizagao génica do Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae. Como ocorre nos eucariotos, o T. cruzi possui dois
genomas distintos, um compreende o nucleo e o outro a mitocdndria, na qual
esta localizado o cinetoplasto, um DNA de estrutura peculiar, também
chamado de kDNA. O conteudo total de DNA (DNA nuclear + kDNA) do T.
cruzi varia intensamente entre as diferentes cepas e clones, existindo
inclusive variagcdes entre clones derivados de uma mesma cepa (Franco da
Silveira, 2000).

O genoma nuclear do T. cruzi, tal como ocorre em outros eucariotos, &
composto por sequéncias de DNA que podem ser agrupadas em 3 classes
majoritarias: a) sequéncias que codificam proteinas, b) sequéncias que
codificam RNAs e c) sequéncias repetitivas (DNA repetitivo), as quais, de
maneira geral, ndo sao transcritas. Deve-se também levar em conta a
presenca de sequéncias espagador as existentes entre genes codificadores
de proteina ou RNA que podem conter elementos reguladores da transcri¢ao
(promotores, ativadores) (Franco da Silveira, 2000).

As sequéncias repetitivas representam cerca de 40% do genoma nuclear
e podem aparecer agrupadas ou dispersas no genoma. Embora a maioria das
sequéncias repetitivas ndo sejam codificadoras, alguns genes de proteinas ou

RNAs contribuem para a formagao da fragao repetitiva do genoma como, por
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exemplo, o RNA da sequéncia lider que possui mais de 200 cépias dispersas
no genoma (Franco da Silveira, 2000).

Muitas sequéncias repetitivas estdo organizadas em tandem (micro e
minisatélites, os genes de rRNAs, RNA da sequéncia lider, tubulina), isto €, as
repeticbes aparecem dispostas uma apés a outra de maneira regular e
periddica. Esses agrupamentos podem estar distribuidos em diferentes
cromossomos, € 0 numero de coépias da repeticdo pode variar de um
agrupamento para outro. Os microssatélites sdo pequenas sequéncias de
DNA (~6 nts), arranjadas em tandem e dispersas em um grande numero de
loci no genoma. Apresentam elevado grau de polimorfismo, principalmente no
que diz respeito ao numero de repeticobes em um dado locus. Por esse
motivo, os microssatélites sdo extremamente uteis em estudos filogenéticos,
taxondmicos e genéticos (Requena e cols, 1996).

No genoma de T. cruzi, os genes codificadores de proteina podem ser
encontrados em copia unica ou duplicados. A maioria dos genes codificadores
de proteinas ou RNA caracterizados em T. cruzi esta presentes em duas ou
mais copias, as quais podem estar localizadas em uma unica regido do
cromossomo ou em diferentes cromossomos. E importante notar que as
cdpias duplicadas de um determinado gene podem apresentar divergéncias
entre si, consequéncia do processo evolutivo. Os dados disponiveis sugerem
haver correlagdo entre o numero de cépias de um dado gene do T. cruzi e a
concentragédo de seu produto (RNA ou proteina) na célula (Franco da Silveira
2000).

A tendéncia do tripanosoma em duplicar os seus genes e agrupa-los em

tandem poderia estar relacionada com a compensacgao de eventuais perdas
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de genes essenciais durante as constantes mudangas do genoma
(amplificagado e translocagcdo das sequéncias génicas) e com a transcricao
policistrénica, ja que o arranjo em tandem facilitaria a sintese e manutencgéao

dos niveis de mRNAs na célula (Franco da Silveira, 2000).

1.6 Organizagao génica do DNA mitocondrial (KDNA)

O T. cruzi e outros membros de sua familia possuem uma unica e
grande mitocondria, que alberga moléculas circulares de DNA. Estas
moléculas circulares chegam a representar 10% a 15% do DNA total da célula
(Lukes e cols, 2002). O cinetoplasto ou kDNA é composto por dois tipos de
moléculas circulares que diferem em tamanho e funcido, denominadas
minicirculo e maxicirculo, as quais estdo interligadas formando rede unica
(Figura 2).

A organizagédo do KDNA lembra uma rede de pescar; a corda de puxar a
rede chama-se maxicirculo, e cada mecha fina da rede chama-se minicirculo
(Teixeira, 2007). Cada uma das 40 a 50 copias de maxicirculos tem cerca de
40 kb e possuem os genes que codificam as proteinas mitocondriais, tais com
genes de rRNAs (rRNAs 9s e 12s) e de proteinas do complexo respiratorio
(citocromo oxidases, citocromo b, ATPases, NADH desidrogenases) (Klingbeil
e Englund, 2004).

Os minicirculos tém 1.4 kb e estdo presentes como milhares de coépias
concatenadas ou entrelagadas, formando a rede de kDNA. Cada minicirculo
contém quatro regides conservadas (120-160pb) igualmente espagadas, nas
quais se encontram origens de replicagdo do DNA; intercaladas por quatro

regides variaveis (280-320pb). As sequéncias presentes no minicirculo ndo
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sao traduzidas em peptideos, mas sequéncias variaveis sao transcritas
gerando pequenos RNAs denominados de gRNAs (RNA guia), que auxiliam

na editoragdo dos mMRNAs dos maxicirculos mitocondriais.

Figura 2: O DNA mitocondrial. (a) O kDNA é uma rede eliptica composta de maxicirculos e
minicirculos. (b) Presenca de minicirculos individuais decatenados € um unico maxicirculo
(seta). (Liu e cols, 2005a).

O processo de replicacdo do cinetoplasto depende de uma enzima
topoisomerase, e inibidores desta, tém atividade tripanocida (Barret e cols,
2003). A replicacédo envolve a duplicagdo do numero de minicirculos e
maxicirculos que serao distribuicdo igualmente nas progénies (Liu e cols,
2005a). Pouco se sabe sobre a replicagao dos maxicirculos, a ndo ser que ela
ocorre de maneira unidirecional, a partir de uma origem unica, e que n&o ha o
desprendimento dos maxicirculos da rede.

Atualmente, um modelo propde que, antes da sua replicacdo, os
minicirculos sofrem a agdo de uma topoisomerase Il que os cliva e lineariza a
fita dupla de DNA do minicirculo, propiciando a liberagao individualmente
destes da rede na zona cinetoflagelar situada entre o kDNA e a membrana

mitocondrial proxima do corpo basal do flagelo; onde serdo replicados na
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presenca de uma série de proteinas, como DNA primases e polimerases
(Abu-Elneel e cols, 2001; Das e cols, 2004). Os minicirculos replicados
apresentam gaps que deverao ser removidos antes que eles retornem ao
disco de KDNA. A reintegragdo dos minicirculos também envolve
topoisomerases que promovem a ligagcdo das moléculas recém sintetizadas

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

1.7 Editoragao do RNA

A editoragdo € uma forma de processamento de mRNA que regula a
expressao dos genes mitocondriais em tripanossomatideos.

A descoberta dos RNAs guias (gRNA) estabeleceu as bases para o
estudo da editoragdo de mRNAs. Os mRNAs codificados no maxicirculo
necessitam sofrer modificagdes , através da adigao ou delecéo de residuos de
uridinas, para entao poderem ser traduzidos (Blum e cols, 1991) . Os gRNAs,
produzidos pelos minicirculos, atuam como doadores ou aceptores de
residuos de uridina no mRNA. Os gRNAs possuem cerca de 15 nucleotideos
e sdo complementares a cada regidao do mRNA a ser editada, formando assim
um hibrido entre 0 mMRNA e gRNA. Esta unido de RNAs, associada as
proteinas codificadas por genes nucleares e importadas para a mitocéndria,
forma um complexo ribonucléico que €& essencial para a iniciagcdo e

propagacao da editoracdo do RNA (Mandison-Antenucci e cols, 2002).
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2. Remodelamento do genoma
2.1 Evolucgoes dos organismos e evolugao génica

Ha aproximadamente 2 bilhdes de anos, em diferentes partes do
planeta, um novo reino de células evoluiu das interagdes bacterianas por meio
de trocas génicas incontaveis. Essas novas células foram os primeiros
eucariontes protistas, iniciando assim a era Proterozdica. Esses novos seres
unicelulares posteriormente evoluiriam para a formagdo dos protistas
multicelulares, que por sua vez deram origem aos outros trés reinos da vida:
Fungi, Plantae e Animalia. Todos os seres eucariontes surgiram a partir dos
protoctistas. Evolugdo, portanto, significa descendentes com modificagdes
(Margulis e Sagan, 2000).

Atualmente, as diferengas entre comportamento, genética, organizagao,
metabolismo e especialmente estruturas, entre eucariontes e procariontes,
sdo abissais. Essas diferengas marcam a grande divisao celular: procariontes
e eucariontes formam os dois grandes grupos da vida na Terra (Margulis,
2000; Margulis e Sagan, 2000; Hawking, 2002).

Ainda que ndo saibamos como a vida comegou, existem indicios
sugestivos de que os seres vivos tenham surgido pela aproximagao, pela
associagao, pela cooperagao e pela simbiose de microorganismos primitivos
organizados a partir de moléculas de RNA, DNA e proteinas circunscritos, por
uma pelicula externa de lipidio e carboidrato.

Hoje, muitos pesquisadores concordam que fungos, plantas e animais
evoluiram de protistas ancestrais por meio de associagdes simbidnticas com
bactérias. O simbiontecismo foi corroborado pela descoberta das mitocéndrias

e dos cloroplastos nas células eucariontes. Combinando metabolismo e genes
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das duas células, diferentes protistas aerdbicos evoluiram para os fungos e os
animais, assim como a partir das algas surgiram as plantas (Margulis, 2000;
Margulis e Sagan, 2000; Hawking, 2002).

Associagdes simbidticas € um fendbmeno bastante comum, e isso tem
sido demonstrado pelo sequenciamento de genomas. Evidéncias genéticas
indicam que as mitocondrias e os cloroplastos teriam surgido a partir de
eubactérias ancestrais que passaram a manter uma relagao endossimbiodtica
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).

Os genomas evoluiram através da aquisicdo de novas sequéncias de
DNA, e pelo rearranjo de sequéncias ja existentes. A introdugcdo de novas
sequéncias € resultante da capacidade de transferéncia génica entre os
genomas, enquanto que a alteragdo de genes existentes retrata os efeitos de
sucessivos mecanismos de recombinagdo génica. 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 e Wurdack,
2004).

Os rearranjos génicos surgiram a partir de erros durante a replicagéo de
DNA e nos mecanismos de reparo, ou através de processos de recombinacio
desigual e aquisigdo génica horizontal. Durante a evolugdo dos animais,
grandes rearranjos génicos  ocorreram, envolvendo  segmentos
cromossOmicos e até mesmo genoma inteiro. Esses rearranjos rapidamente
aumentaram o numero de genes no genoma, gerando divergéncias que

vieram por originar as diferentes espécies de seres vivos.
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Segundo a teoria de Darwin, reinterpretada por Margulis e Sagan (2002),
as mutagdes de DNA e cromossOmicas, a simbiose, as transferéncias génicas
e as fusdes sexuais contribuem para a selecao natural, processo continuo de
mudanca evolutiva.

De fato, os processos evolutivos que criaram os eucariontes a partir das
bactérias e os animais a partir dos protistas sao continuos e permanecem
exercendo atividade sobre os seres vivos da atualidade. Alguns trabalhos
revelam a aquisicdo de DNA de hospedeiros mamiferos por parasitos. Imase
e cols (2004) identificaram seqUéncias de nucleotideos provenientes de
camundongos no genoma de Schistosoma japonicum adultos e de seus
descendentes (cercarias). Igualmente, 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.

Mais do que uma nova sintese trata-se, em realidade, de uma nova
teoria e, possivelmente, um novo paradigma, ao indicar que a Doenga de
Chagas tem base genética. Consequientemente, essa teoria leva adiante a
sugestao de que a doenga nao resulta simplesmente da agdo mecanica direta
do parasito, produzindo morte da célula do coragdo. Ao contrario, a nova
teoria sugere que a Doenga de Chagas seria uma doenga genética induzida
pelo parasito transmitido pelo inseto-vetor, dependendo ainda de diversas
vias metabdlicas de sinalizagao que influenciam a integracao das sequéncias
de minicirculos de KDNA no genoma do hospedeiro. Ademais, a constatagao

de integragcdo do KDNA no genoma hospedeiro, subseqlentes as infecgdes
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naturais pelo T. cruzi, sugere que se trata de um evento frequente, superando
as expectativas citadas na literatura (Simonson e cols, 2005; Choi e Kim,

2007).

2.2 Transferéncia vertical de genes

Quando o ser estando vivo da origem a outro ser similar, isso é
conhecido como reprodugdo vertical (Teixeira, 2007). Nesse modelo
mendeliano de reproducdo existe a heranga paterna e materna transmitida
pela divisdo meidtica das cromatides durante a divisdo dos cromossomos.
Nesse processo, as Unicas diferengas sao atribuidas a mutagdes,
recombinagdes genéticas, variagdo do desenvolvimento.

Portanto, existem dois tipos de aquisicdo de caracteres hereditarios
importantes: transferéncia génica horizontal e transferéncia génica vertical. O
primeiro refere-se a troca de material genético de uma espécie para outra,
afetando unicamente o individuo que adquiriu o DNA. O segundo e o mais
conhecido estdo relacionados com a passagem das sequéncias integradas
para a progénie, produzindo efeito sobre a populagdo. Nesse caso, é
imprescindivel que a assimilagdo do DNA exdégeno também ocorra nas
células germinativas. Esses dois tipos de heranga tém propiciado
diferenciagdo e crescimento prodigioso de espécies, além de aumento
incessante da diversidade génica.

Em 1998, Magnano e cols demonstraram que DNA exdgeno pode ser
espontaneamente capturado e internalizado no nucleo de espermatocitos de
camundongos. No contexto, foi reconhecida uma regido especifica no

segmento equatorial e regido poés-cromossomal da cabegca do
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espermatozoide, a qual tem capacidade de ligagdo com o DNA exdgeno
(Camaioni e cols, 1992). Em 1998, Spadafora afirma que os espermatozdides
de uma grande variedade de espécies sao capazes de interagir com DNA do
meio e atuar como vetores.

A literatura sugere que a heranca de DNA transferido verticalmente entre
procariontes pode ter impacto na evolucdo dos seres vivos. Porém, a
transferéncia vertical de DNA entre eucariontes tem sido documentada
ocasionalmente (Keeling e col, 2005). Entretanto, tem sido visto que algumas
espéecies acumulam mutagbes mais rapidamente que outras, e, como um
relégio de parede antigo, o relégio molecular necessita de calibragdo com
auxilio de dados e informagao provenientes das sequéncias de DNA obtidas

das espécies existentes (Teixeira, 2007).

2.3 Elementos transponiveis

Sabemos que o DNA da maioria dos eucariontes € composto em mais
de 50% por sequéncias repetitivas (Deininger e Batzer, 1999). Grande parte
dessas regides repetitivas é formada por elementos transponiveis ou
sequéncias de DNA moveis capazes de se transportar para outros locais
dentro do genoma, sem qualquer obrigatoriedade reconhecida de homologia
relacionada com o sitio-alvo de posicionamento novo. Esse evento limita a
mobilizacdo de si mesmo, mas, as vezes, podem carregar algumas
sequéncias adicionais. O impacto funcional das alteragcbes do genoma
poderia incluir alteragées na expressao de genes enddgenos assim como na
geragao de produtos quiméricos resultantes da fusdo do genoma hospedeiro

com DNA exogeno (Teixeira, 2007).
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De acordo com suas estruturas e mecanismos de transposicdao, Os
elementos transponiveis eucariontes costumam ser agrupados em duas
classes, os chamados retrotransposons e DNA transposons. Enquanto os
retrotransposons englobam os elementos que se movem via uma coépia de
RNA e utilizam a transcriptase reversa, os DNA transposons utilizam uma
transposase (proteina responsavel pelo reconhecimento do sitio onde o
elemento transponivel se insere) para transpor um DNA intermediario (Casse
e cols, 2006). Os elementos da classe | e Il sdo chamados, respectivamente,
de retrotransposons e transposons.

O genoma humano possui pelo menos 7 principais classes de DNA
transposons, mas, aparentemente, eles se encontram completamente inativos
nos vertebrados, particularmente nos mamiferos (Hecht, 2008). Em relagéo
aos retrotransposons, sabe-se da existéncia de um numero muito maior de
cdpias no genoma humano, muitos dos quais permanecem ativos ainda hoje.
Os retrotransposons sao divididos em duas subclasses: Os que contém LTRs
(longas repeticdes terminais) e os que néo contém LTRs. Estes incluem
LINEs (sequéncias repetitivas longas) e SINEs (sequéncias repetitivas curtas)

(Figura 3)
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Figura 3: 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.

2.4 Caracteristicas dos retrotransposons

Os retrotransposons LTR se integram no genoma através da acao da
transcriptase reversa, e sao detectados em todos os genomas de mamiferos
e em aproximadamente 8% do DNA dos seres humanos. Séo flanqueados por
longas repeti¢cdes terminais, as quais contém todos os elementos necessarios
para a regulacado da transcrigdo. Suas estruturas e modo de replicagdo sao
similares aos dos retrovirus infectivos: possuem os genes gag e pol, que
codificam uma protease, a transcri¢cao reversa ocorre no citoplasma, iniciando
a sintese a partir de um tRNA (Lewin, 2001). Devido a essas caracteristicas,
os elementos LTR também sao chamados de retrovirus enddgenos (Teixeira,

2007).
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Os retrotransposons ndo-LTRs é representado pela familia de LINEs,
onde apenas o LINE-1, ou L1, se encontra ainda ativo, ou seja, possuem as
duas ORFs intactas. Os LINE-1, ou L1, sdo os retrotransposons mais bem
sucedidos em mamiferos, chegando a ocupar 17% do genoma humano. Este
elemento emergiu ha cerca de 120 milhdes de anos e continua se expandindo
no genoma humano (Lee e cols, 2006). Em humanos esses elementos tém
cerca de 6000 pb e é constituido por uma 5-UTR onde esta o promotor de
RNA Pol-ll, duas fases de leitura aberta (ORFs), uma 3’-UTR e uma cauda
poli-A. A ORF'-1 codifica uma proteina cuja funcdo ndao é muito bem
conhecida, mas sabe-se que ela tem afinidade por RNA e que é essencial
para retrotransposicéo de L1 (Martin, 2006). A ORF'-2 codifica proteinas com
atividade de endonuclease e transcriptase reversa (Hedges e Batzer, 2005).
Assim, acredita-se que a inser¢cdo do LINE no cromossomo ocorre quando a
endonuclease da ORF'-2 cliva uma unica fita do DNA, liberando um 3’ —OH
que serve como primer para a transcricdo reversa, utilizando o RNA de L1
como molde (Kazazian e Goodier, 2002).

Todos os genomas de mamiferos contém altas propor¢cdes de SINEs,
contudo, a natureza especifica e o numero de copias destes retroelementos
variam enormemente (Deininger e cols 2003). SINEs sdo elementos
pequenos que possuem entre 75 e 500 pb e contém um promotor de RNA
polimerase Ill (enzima responsavel pela transcricdo), muito semelhante ao do
tRNA, e uma cauda poli-A. Estao distribuidos entre DNA n&o-repetitivos, e ao
contrario dos elementos LINEs, que se localizam principalmente em regides
ricas em AT, os SINES encontram-se principalmente em regides ricas em GC,

frequentemente proximos a regides codantes. Estes retrotransposons né&o
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codificam proteinas e, por isso, dependem da transcriptase reversa
sintetizada pelos LINEs para mover pelo genoma. Os LINEs compartilham
com SINEs as caracteristicas de ter a sua extremidade 3’ e as repeticoes
diretas com tamanhos variaveis (Weiner, 2002; Daniels e Deininger, 1985)

Os elementos Alu sdo encontrados exclusivamente em primatas, este
elemento € o unico SINE ativo em humanos e representa 5% do genoma total
(Lander e cols, 2001). Os membros da familia Alu se apresentam muito
semelhantes, mas nao idénticos, apresentando uma identidade média de 87%

com a sequéncia consenso (Lewin, 2001).

2.5 Doencas relacionadas com retrotransposons

Evidéncias moleculares envolvendo a estrutura e evolucido de sequéncia
repetitiva do genoma indica que esses elementos representam uma grande
fonte de variagcdo genética. Estima-se que 0,5% das desordens genéticas
humanas sejam resultantes da integragdo ou recombinagdo homodloga de
elementos transponiveis (Hedges e Batzer, 2005). Entretanto, este numero
deve ser consideravelmente maior, pois ainda ndo se entende muito bem a
patogénese de muitas doengas.

Em 1988, Kazazian e cols fizeram o primeiro relato, sugerindo que a
inser¢cdo de um elemento L1 no gene do fator VIII pertencente a cascata de
coagulagao, era capaz de causar hemofilia do tipo A. 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 integracdo de L1 e que estavam associadas a doencgas

genéticas. Musova e colaboradores (2006) relataram que a integragao de L1
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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.

A maioria das insercoes de L1, que causam doencas, esta no
cromossomo X (Kazazian, 2000). Esse cromossomo tem duas vezes o nivel
normal de elementos L1 (30% contra 17%) indicando a ocorréncia de sitio
preferencial (hot spot) de inser¢cdes ou a existéncia de uma selegéo positiva
para L1 nesta parte do genoma (Bailey e cols, 2000). E possivel que doencas
ligadas ao cromossomo X sejam mais visiveis devido a sua unica cépia no
individuo macho. Contudo, o fato de ocorrer poucas insercbes Alu neste
cromossomo indica certa preferéncia indicada pela desproporcionalidade de
elementos L1 neste cromossomo (Batzer e Deininger, 2002).

Vérias doengas causadas por elementos Alu também ja foram descritas:
associacdo com leucemia, cancer de ovario e de mama, deficiéncia do
complemento, neurofiboromatose, entre outras (Deininger e Batzer, 1999).
Estas inser¢des resultam em mutacdes, recombinacdes entre elementos,
conversado génica e alteragdes na expressdao dos genes (Deininger e cols,
2003; Smit e Riggs, 1999).

E muito dificil estimar a fracdo de doencas humanas associadas a
mutagdes promovidas por inser¢cdes de elementos Alu e LINE-1. Portanto, é
crescente o numero de evidéncias demonstrando que DNA repetitivo contribui
para aparecimento de doencas, através de mutacdes causadas durante o
processo de retrotransposicdo, ou através de processos de recombinacio

envolvendo trocas (crossing over) desiguais de elementos repetitivos.
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2.6 Elementos transponiveis em células germinativas

Transferéncia génica mediada por esperma (SMGT) € um mecanismo
através do quais novas informagdes genéticas sado introduzidas em animais
explorando a atividade dos espermatozoéides de adquirir moléculas de DNA
exdgeno e libera-las nos oocitos durante a fertilizagao (Spadafora, 2008b).

Em 1971, Brackett e cols tiveram os primeiros relatos de que as células
do espermatozéide poderiam agir como vetores do DNA exdgeno, mas na
época isso foi totalmente ignorado. S6 mais tarde em 1989, dois relatos
independentes mostraram que os espermatozoides poderiam se associar com
moléculas de DNA exdégeno e transferi-las durante a fertilizagdo resultando
em uma progénie com modificagdo transgénica (Brinster e cols, 1989 e
Lavitrano e cols, 1989). Desde entdo o protocolo tem sido estudado e relatos
recentes mostram que as células do esperma também podem ser usadas,
visto que moléculas de RNA no esperma podem induzir transferéncia génica
(Smith e Spadafora, 2005).

Resumidamente, a SMGT ocorre em dois passos que sao facilmente
reproduziveis. O primeiro, a interacdo espontanea entre espermas e as
moléculas de DNA e o segundo, a liberacdo do esperma ligado ao DNA aos
oocistos durante a fecundagéo (Spadafora, 2008b).

Estudos comprovaram a atividade da transcriptase reversa no esperma
(Sciamanna e cols, 2003). De maneira geral, a transcriptase reversa
endoégena do esperma esta mediando a atividade de retroelementos que
podem se associar a moléculas de RNA ou DNA exogeno através de
transcrigdo reversa e transcricdo sequencial. Copias de cDNAs geradas nas

células de esperma podem ser levadas para o embrido durante a fertilizagao
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entdo, propagando nos tecidos como poucas coépias de estruturas extra-
cromossomais, replicadas pela reproducdo sexual dos fundadores e
transferidas para a progénie de uma maneira ndo-Mendeliana (Spadafora,
2008a; 2008b). Sendo transcricionalmente competente, eles podem induzir
uma alteracdo fenotipica em determinados tecidos. Uma atividade de
transcriptase reversa também esta presente em embrides pré-implantados e
essa inibicao causa desenvolvimento nos estagios iniciais da pré- implantacao
paralelo a uma reprogramacgao extensiva da expressao génica (Spadafora,
2008a). Em analogia com isso, drogas mediando a inibicdo da transcriptase
reversa ou RNA de interferéncia que silencia o LINE humano, reduzem a
proliferagdo celular e induz diferenciagdo em uma grande variedade de
células cancerigenas.

A SMGT deve ser um fendmeno natural de adaptacao de animais e por
possiveis agentes causativos de um rearranjo no genoma (Smith e Spadafora,
2005). Existem estudos que demonstram a ocorréncia da atividade da
transcriptase-reversa e elementos LINE-1 em células germinativas de

mamiferos (Pittoggi e cols, 2003; Beraldi e cols, 2006).

3. Integracao de sequéncias de kDNA de T. cruzi no genoma da célula
hospedeira

Para tentar entender a Integragao de sequéncias de kDNA de T. cruzi no
genoma da célula hospedeira, o Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em
Doencga de Chagas (LMPDC), vem se dedicando a investigar o fenbmeno em
que o parasito age como vetor do kDNA e que as mutagdes produzidas no

genoma do vertebrado induzem alteragbes no gendtipo e no fendtipo do
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organismo hospedeiro. Certamente, a ocorréncia de integracao de kDNA na
vida embrionaria precoce perpetua-se, via células germinativas, nas células
somaticas mutadas.

A pesquisa mostrou que sequéncias de minicirculos do parasito sao
transferidas para sitios especificos do genoma do coelho, e, também, do
primata e do homem; em todos os casos o sitio da integragdo do kDNA, foi
frequentemente o retrotransposon LINE-1(Nitz e cols, 2004). Utilizando um
modelo de infeccdo in vitro, foi possivel mostrar que o kDNA integrado nos
elementos LINE-1 (Argafaraz, 1996), pode ser mobilizado para outro sitio do
genoma da célula hospedeira (Simdes-Barbosa, 2000).

A constatacdo de integracdo do kDNA no genoma hospedeiro,
subsequentes as infec¢gdes naturais pelo T. cruzi, sugere que se trata de um
evento frequente, superando as expectativas citadas na literatura (Simonson
e cols, 2005; Choi e Kim, 2007).

A heranga vertical das mutagdes de KDNA para as progénies de coelhos
(Nitz e cols, 2004) e galinhas (Gomes, 2006), fez-se necessaria para
intensificar a investigagdo sobre a transferéncia vertical do kDNA integrado.
Antecedendo o estudo da heranga vertical, Hecht (2008), estudou a
Transferéncia horizontal de sequéncias de minicirculos de kDNA de T. cruzi

para o genoma de chagasicos e sua progénie em células somaticas.
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4. Justificativa

Diante da informacao sobre a transferéncia horizontal do kDNA nas
familias dos chagasicos (Hecht, 2008), esse estudo visou a avaliagédo do
papel da transferéncia génica vertical de KDNA de T.cruzi, em individuos
daquelas mesmas familias, via células germinativas.

O estudo das mutagdes nas células germinativas poderia ajudar a
elucidagcao de uma questao de grande importancia: As mutagdes do kDNA
podem ser transmitidas para os descendentes? A deteccdo de marcadores
genéticos especificos em alguns descendentes (livres da infecgdo) de
chagasicos e a presenga do kDNA integrado no genoma das células
germinativas indicardo a possibilidade de transferéncia vertical da

transmissao das mutacdes.
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Il. Objetivos

1. Objetivo geral

Considerando os aspectos anteriormente descritos, foi definido como
objetivo central do nosso trabalho verificar a transferéncia vertical de
sequéncias de minicirculos de kKkDNA de T. cruzi integradas via células

germinativas dos chagasicos para seus descendes.

2. Objetivos especificos:

o Investigar a presenca de kDNA e nDNA de T. cruzi no esperma
de individuos chagasicos.

o Verificar a possibilidade de transferéncia vertical de kKDNA para a
progénie de chagasicos.

o Identificar os sitios de integragédo das sequéncias de minicirculos

do kDNA em sitios de cromossomos de células germinativas.
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lll.Materiais e Métodos

1. Descrigao do grupo estudado

O projeto sobre avaliacdo da heranga de mutagcdes de KDNA de
Trypanosoma cruzi em cinco familias, cujos fundadores eram portadores da
doenga de Chagas, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos, da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Todos os
sujeitos aderiram a pesquisa voluntariamente e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. A idade dos pacientes que participaram
deste trabalho variou entre 18-61 anos. Os dados epidemiolégicos de cada
paciente foram coletados através de questionario médico (ANEXO 1), feito no
momento da entrevista e o esclarecimento sobre o projeto foi dado,
individualmente, com o intuito de explicar os objetivos e esclarecer que os
participantes eram livres para recusarem a participar do estudo.

Exames imunolégicos e moleculares confirmaram as infeccdes em
células somaticas (Hecht, 2008) e indicaram os individuos e os descendentes
que doariam amostras de esperma para extragcdao de DNA e amplificacdo de
sequéncias de minicirculos de KDNA e nDNA de Trypanosoma cruzi. O
diagnostico da infecgdo foi confirmado pelos resultados de dois ou mais
exames positivos entre os trés testes realizados (ELISA, HI e IF). As reagbes
moleculares foram repetidas trés vezes com cada par de primers, necessarias

para confirmagao do diagndéstico de cada individuo.
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1.1 Amostragem

Foram analisadas amostras de esperma de 34 voluntarios. Desses, 22
foram agrupados em cinco familias: As familias A, B e C foram constituidas
por progenitores que nasceram em areas endémicas, mas que se mudaram
para regides livres de triatomineos, e ai nasceram seus descendentes. As
familias D e E sdo formadas por individuos que nasceram e continuam a
residir em area endémica. Doze amostras de esperma foram de casos
isolados encaminhados ao nosso laboratério para complementacdo do
diagndstico clinico, e foram analisadas separadamente.

Como controles negativos, foram obtidos amostras de DNA de células
germinativas de cinco individuos cujos pais nao tinham a infecgdo chagasica
e eram provenientes de regido nao-endémica. Esses controles tinham
exames sorolégicos (IFI, HA e ELISA com antigenos de formas epimastigotas
de T. cruzi) e marcadores moleculares negativos para o protozoario agente da

doenga de Chagas.

2. Extracao do DNA
2.1 Extracao do DNA de células germinativas

O DNA de células germinativas foi extraido de acordo com o método de
Carter e cols (2000). Os espermatozdides foram sedimentados por
centrifugacéo a 13000 x g e ao sedimento foi adicionado 3 ml de tampao de
Extracdo (10 mM Tris, 10 mM NaCL, 20 mM EDTA, 1% SDS, 0.04%
proteinase K, 1% DTT). A mistura era incubada durante 2 h a 55°C ou

overnight a 37°C.
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O DNA das células germinativas foi extraido pelo protocolo padréo de
clorofane e clorofii de acordo com Sambrook e Russel (2001).
Resumidamente, o material foi submetido a duas extragdes com igual volume
de clorofane (fenol: cloroférmio: acido isoamilico, proporcao 25: 24: 1) e uma
extragdo com igual volume de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico,
proporcdo 24: 1). A separagcdo da fase organica da aquosa foi feita por
centrifugacéo a 5000g x por 15 min.

A partir desta etapa, o DNA foi precipitado em 5 v de etanol 100%
gelado e incubagdo de 12h a -80°C. Depois desse periodo, o sedimento foi
lavado duas vezes com etanol 70% gelado, secado e ressuspenso em 500
pL de tampéo TE ( 10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0) e RNAse
(200ug/mL). Apds incubagado de 12h a 37°C, o DNA era quantificado em
espectrofotobmetro e sua integridade era observada em gel de agarose 0,8%
corado com 0,5 mg/mL de brometo de etidio. As amostras de DNA foram

estocadas a -20°C.

2.2 Extragao de DNA genémico de T. cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi foram crescidas em meio LIT e
colhidas por centrifugacédo a 1500 x g por 15 min. O sedimento foi lavado
duas vezes com TBS, ressuspenso em tampéo de Lise na concentragdo de 5
x107 células/ml de solugdo e incubado por 1 h a 37°C. Apds a incubacso,
adicionou-se proteinase K (100 pug/ml), prosseguindo-se a incubagao por mais
12 h a 37°C. A partir dai, o material era submetido a duas extragdes com igual
volume de clorofane (fenol: cloroférmio: acido isoamilico, proporg¢ao 25: 24: 1),

seguida de uma extracdo de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico, propor¢ao
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24:1). O DNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol gelado (100%) e com
1/10 volumes de acetato de sddio 3M, pH 4.7. O sedimento foi lavado duas
vezes com etanol gelado (70%), secado e, depois, ressuspenso em tampao
TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0). O DNA foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 0,8 % e as aliquotas do DNA extraidos

foram estocadas a 4°C.

2.3 Extracao de KDNA
O KDNA de Trypanosoma cruzi, foi extraido segundo metodologia
descrita por Perez-Morga e cols (1993). Uma quantidade de 5 x 10" formas de
cultivo foram colhidas por centrifugagdo a 1500 x g por 15 min. O sedimento
foi lavado duas vezes com PBS, ressuspenso em tampao NET-100 (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 SDS 10%. Posteriormente, adicionou-se proteinase k (20
ug/ml) seguido de uma incubagao por 12 h a 37°C. Apds a incubacgéo, o lisado
foi gentilmente homogeneizado com ajuda de uma pipeta e acrescentado
Tampao NET-100 e sacarose 20%. A mistura foi centrifugada a 14000 rpm
por 15min. Depois, o sobrenadante foi removido cuidadosamente com uma
pipeta. Adicionou-se novamente tampédo NET-100 e sacarose 20%, repetindo-
se a centrifugacao.
Entdo, o sedimento foi ressuspenso em 1000 pul de agua destilada,
seguindo-se duas extragdes de clorofane e uma extragao de clorofil. O KDNA
foi precipitado com 2,5 v de etanol gelado (100%) e com 1/10 v de acetato de

sédio 3 M, pH 8.0. O pellet foi lavado duas vezes com etanol gelado (70%),
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secado e, ressuspenso em tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA

pH 8,0).

3. Eletroforese de DNA em gel de agarose

A migragao eletroforética do DNA em géis de agarose foi realizada em
sistema de gel submerso em tampdo TAE 1X. O gel, em diferentes
concentragdes (0,8% e 1,0%) foi preparado em TAE 10X. As amostras e um
padrdo de massa molecular (1 kb Plus DNA ladder - Invitrogen) foram
aplicados em tamp&do de amostra para DNA (Azul de Bromofenol 0,25%;
Xileno Cianol FF 0,25%; Glicerol 30%). O sistema foi submetido a uma
diferenca de potencial (70 a 110 V) com amperagem constante.

A banda de kDNA linearizada (1,4 Kb) foi recortado do gel de agarose
apos a separacao eletroforética e purificado através do Kit — GE Healthcare
(GFX PCR DNA and Gel Band Purification ) conforme as recomendacgdes do

fabricante.

4. Reacao de Polimerizagao em Cadeia (PCR)

Com o objetivo de amplificar o DNA nuclear (nDNA) e o DNA
mitocondrial (kDNA) do T. cruzi no DNA molde extraido das células
germinativas dos pacientes, foram utilizados trés pares de primers
especificos: Os pares de primers S35/36 e S34/67 (Sturm e cols, 1989) foram
usados nas reacdes visando amplificagao das sequéncias de minicirculos de
KDNA, enquanto pares de primers TCZ1/2 (Moser e cols, 1989) amplificam

sequéncias nucleares do parasita, produzindo fragmentos de sequéncias de
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195 nucleotideos, e seus catameros. A Tabela 1 contém as sequéncias de

cada par de primers.

Tabela 1: Primers utilizados nas reactes de PCR

Primers DMA a ser Seqiiéncias
Amplificado
Muclear Sequéncias nucleares
TCZA1 nDMA 5" CGAGCTCTTGCC CACACGGGTGCTS
TCZ2 nDMA 5'CCT CCAAGCAGCGGATAGTIC AGG 3
Mitocondrial Sequéncias de minicirculos de KDNA
(kDMNA)
5 34 longo kDMA 5'TAC ACC AACCCC AATCGAACCCCA 37
5 67 longo KDMA S5'TGGTIT TGG GAG GGG CGT TCAA 3
5 35 longo KDMA 5"AAT AATGTACGG GGG AGATGCATG A S
5 36 longo KDOMNA 5 TGGGGTTCG ATT GGG GTTGGTGTA Y

As amplificagdes foram realizadas em ftriplicatas e previamente
padronizadas nas seguintes condigdes: 200ng de DNA de células
germinativas foram utilizados como molde e os reagentes do kit de PCR da
Invitrogen: tamp&o de reagédo (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 reacdes os devidos
controles, negativo e positivo, que consistiram, respectivamente, de DNA de

individuo nao infectado e de 250 pg de DNA de T. cruzi Berenice. Todas as
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reagoes de PCR foram realizadas no termociclador Biocycler modelo MJ96+/

MJ96G e seguiram o seguinte programa:

95°C / 5 min
95°C / 30 seg
30 ciclos Tm°C do primer / 30 seg
72°C/ 30 seg
72°C /2 min
4°C...

5. Amplificagao das regides flanqueadoras do KDNA de T. cruzi
integrado no genoma de células germinativas

A técnica de TAIL- PCR (Thermal Asymmetric Interlaced — PCR) foi
modificada para se tentar obter as regides do genoma humano que
flanqueiam o kDNA integrado. Inicialmente descrita por Liu e Whittier (1995),
esse procedimento alterna ciclos de baixa estringéncia e alta estringéncia e
utiliza primers especificos combinado com primers degenerados. Dessa
forma, enquanto as altas temperaturas favorecem o anelamento apenas dos
primers especificos, as baixas temperaturas permitem o anelamento de
ambos.

Nesse estudo, ndés 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 primers especificos para as sequéncias de minicirculos de
KDNA de T. cruzi. A metodologia, entédo, passou a ser chamada psTAIL- PCR

(primer specific Thermal Asymetric Interlaced — PCR). Para isso, deduzimos
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primers de regides conservadas de L1 de diversos organismos (Figura 4),
visando substituir os primers degenerados de Liu e Whittier, 1995. Assim,
seguiu-se a primeira amplificacdo: utilizou-se 200 ng de DNA gendmico em
uma reacgao contendo 1X de tampao de reagao (20 mM Tris HCI pH=8,4, 50
mM KCI), 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 2).

Tabela 2: Primers utilizados nas reagdes de psTAIL PCR

+]
Primers DMA a ser Seqliéncias
Amplificado
Regites Seqiéncias de L1
conservadas
de L1 humano
L1-1 5 CTCCGG TETACA GTC CCC A 3
L1-2 5" CTC CCA AGA CTA AAC CAG GA 3
L1-3 5 ATC ACACTCTGGE GGACTG TG 37
L1-4 5' CAC AGT CCC CAG AGT GTG AT 3°
L1-5 S TCCTEG TITAGTCTT GGG AG 37
L1-6 5 TGG GAG CTG TAG ACC GGAG 3
Mitocondrial Seqliéncias de minicirculos de KDMNA
(KDMA)

S 34 KDMNA 5 ACACCA ACCCCAATC GAACC 3
S 67 KDOMA 5'GGETTITGGGAGGGGE|G/C{G/C)T/G)TC3”
g£35 KDMNA SATAATGTAC GGG (T/G)GAGATGCY
S 36 KDMNA SGETTCGATT GGG GTTGGETE 37

535 ANTISENSE KDMA 5 GCATCTCMC CCG TAC ATT AT 3

SE7 ANTISENSE KDNA 5 GAM (G/C{G/C)CCCCTCC CAA AACC 37
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O programa utilizado na psTAIL- PCR1 foi:

94=C / 4 min

94=C / 30 seq
3 ciclos 64°C /1 min

72°C /2 min

94=C / 30 seqg
1 ciclo 25°C /2 min
72°C /2 min
94=C / 30 seq
64°C /1 min
72°C /2 min
94=C / 30 seqg
12 ciclos .< B4°C /1 min
72°C /2 min
94=C / 30 seqg
44°C /1 min
72°C /2 min
72°C /7 min
4°C.

8§34 8§35 S67rev
—

A — —

O

-~ - -
S36 S35 S67
rey

Figura 4: Regides de dedugdo dos primers utilizados na TAIL PCR. A) Estrutura do
minicirculo de kDNA, sendo composta por 4 regides conservadas (azul escuro) e 4 regides
variaveis (azul claro). Em destaque, os primers deduzidos das fitas sense e anti-sense. B)
Elemento LINE-1: sequéncias bastante conservadas entre os diversos L1 de humano

possibilitaram a construgédo de primers para as regides 5-UTR, 3IUTR e ORF2.

41



Para a segunda amplificagédo, foram utilizados 2 pL da diluicdo de 1:40
da psTAIL- PCR 1, em uma reagao contendo 1X de tampao de reagao (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 amplificagado (10 ng). O programa utilizado na psTAIL- PCR 2 foi o

seguinte:

12 ciclos <

94°C |
£94°C |
64°C |
72°C |
94°C |
64°C /
72°C |
94°C |
45°C |

72°C/
72°C

4 min
30 seqg
1 min
2 min
30 seqg
1 min
2 min
30 seqg
1 min
2 min

7 min

4°C
Os produtos da psTAIL- PCR 2 foram diluidos 1:10, e 2 uL da diluicdo
foram utilizados como molde para a psTAIL- PCR 3. A reacao continha 1X de
tampao de reacao (20 mM Tris HCI pH 8,4, 50 mM KCI), 2,5 mM de MgCly,
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 dos mesmos

primers de L1. O programa utilizado na psTAIL- PCR 3 foi o seguinte:

20 ciclos {

94=C /
94:C/
45°C /
72°C 1
72°C

3 min
30 seqg
1 min
2 min

7 min

4°C..
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6. Clonagem e transformagao em E. coli competente

6.1. Ligacao do inserto ao vetor

Os produtos da terceira psTAIL- PCR foram clonados no vetor comercial
pGEM T-Easy (Promega) conforme instrucbes do fabricante. Esse vetor
caracteriza-se pela presenca de uma timina em ambas as extremidades 3'.
Assim, a ligacéo dos produtos se faz possivel, pois a Taq polimerase utilizada

adiciona uma adenina na extremidade 3’ permitindo o pareamento.

6.2 Preparo de células competentes

A transformagdo € o processo no qual DNA exogeno (plasmideo,
bacteriéfago) é inserido no interior de uma célula receptora. Nos processos de
transformacdo, uma célula pode ser tratada para receber o plasmideo sendo
assim denominada célula competente. O tratamento induz a um estado
transitério de competéncia nas bactérias receptoras, e, durante este periodo,
elas estdo aptas a receber DNA de uma variedade de origens (Sambrook e
Russel, 2001). As células competentes, usadas neste trabalho, seguiram o
protocolo de cloreto de rubidio descrito no Protocols and Application Guide da
Promega (1996). Diferentes linhagens de E. coli foram utilizadas durante os

nossos experimentos: JM109 (Promega) e XL10-Gold (Stratagene).
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6.3. Transformacgao genética de E. coli

Para selegao inicial dos plasmideos recombinantes, a reagao de ligagao
foi transformada em células de E. coli XL10-Gold competente. A um volume
de 100 pL da célula competente foi adicionada 3 pL da reacéo de ligagao e a
mistura foi incubada no gelo por 30 minutos. Em seguida foi submetida a
incubagdo em banho-maria a 42°C por um periodo de 2 minutos e 5 minutos
no gelo (choque térmico). Cerca de 1 mL de meio LB liquido foi adicionado a
mistura, seguido de incubagao durante 1 h a 37°C sob agitagdo. Apds esse
periodo, a cultura foi centrifugada por 60 segundos e o sedimento foi
plagueado em meio seletivo-agar LB com (Ampicilina 100 pg/mL e X-gal 40

Mg/mL) e incubada a 37°C por 24 horas.

6.4. Selecao dos clones recombinantes de E. coli

Apo6s a transformacgao, foi feita a selecdo dos clones que contém o
inserto através da diferenca de coloracdo das coldnias. As colbnias brancas
sao formadas quando o inserto € adicionado ao plasmideo, havendo, assim, o
rompimento do gene da [B-galactosidase que, consequentemente, se torna
incapaz de processar o substrato X-gal. Quando o inserto ndo se insere, o
gene da B-galactosidase codifica a enzima que age sobre X-gal, formando a
coloragéo azul das col6nias. Além disso, o vetor pGEM T-Easy também
possui o gene de resisténcia a ampicilina, o que garante que apenas as
bactérias transformantes consigam crescer em meio contendo este

antibidtico.
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6.5. Extracao de DNA plasmidial

As extracoes de DNA plasmidial de células competentes preparadas em
pequena escala de DNA plasmidial (minipreps), foram realizadas de acordo
com a técnica de lise alcalina, descrita por Sambrook e Russel (2001).

Uma colbnia bacteriana foi transferida para um tubo de 15 ml contendo 5
ml de meio LB liquido com 2,5 pl ampicilina (100 pg/mL). Apés isso, a cultura
foi incubada por 12 horas a 37°C sob agitagdo. Em seguida, de 2-3 ml da
cultura crescida foi centrifugado a 14.000 rpm por 5 min a 4°C e o meio
sobrenadante foi removido por aspiracao ficando somente o pellet. O restante
da cultura (150 pl de glicerol p/850 ul de cultura) foram aliquotados e
armazenadas no -80°C.

Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso em solugao | (Buffer P1) e
agitado vigorosamente no vortex. Logo apds, foi adicionado solugao Il (Buffer
P2) e homogeneizado por inversao de 4-6 vezes deixando em repouso por 5
min. Foi acrescentado a solucao Ill (Buffer N3) homogeneizado novamente
por inversao de 4-6 vezes deixando em repouso por 3 min. Em seguida, o
material foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 min a 4°C.

Apos a centrifugacao, todo o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo contendo uma coluna de purificagdo e o sedimento descartado. Entao,
foi adicionada a solugcdo de lavagem (tampao PB) seguido de uma rapida
centrifugacdo e desprezado o que passou pela coluna. Logo apds, foi
adicionado o tampao PE, seguido por breve centrifugacao e desprezado
novamente o que passou pela coluna. Em seguida, a coluna de purificagao foi
transferida para um tubo cénico de 1.5 ml e descartado o tubo contendo o

material que foi passado pela coluna. Posteriormente, adicionamos o tampao
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EB, esperamos por 1 min a temperatura ambiente e centrifugamos a 14.000

rpm por 1 min a 4°C.

7. Southern Blot dos produtos de PCR

Apds separacgao por eletroforese em gel de agarose 1%, os produtos de
PCR, foram transferidos para uma membrana de nylon positivamente
carregada (Hybond-XL - Amersham Pharmacia Biotech) através do método de
transferéncia alcalina (Sambrook e Russel, 2001). Resumidamente,
desnatura-se o DNA em solugéo alcalina (NaOH 0,4M) por 20 min e, entao,
faz-se a transferéncia, por capilaridade, do DNA presente no gel para a
membrana, utilizando a mesma solucdo alcalina. Apds 8 h de transferéncia,

as membranas eram secas em estufas a 37°C para a fixagdo do DNA.

8. Transferéncia de colonias de bactérias transformantes para
membrana de nylon

Os clones de bactérias transformantes obtidos durante a clonagem
foram repicados para uma membrana de nylon em contato com meio LB
sélido contendo (100 pug/mL de ampicilina e 40 ug/ml X-gal). Apos incubagao
a 37°C por 12 h, as membranas passaram por um processo de tratamento
realizada da seguinte forma: embebidas em papel de filtro contendo solugao
de lise (SDS 10%) por 10min, seguida de solugdo de desnaturagao (0,4 M
NaOH) por 10min, 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. Ensaios de hibridizagao
9.1. Marcacgao 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 [o- *?P]
na sequéncia da fita de DNA molde, sintetizada pela enzima Klenow
(atividade polimerasica) na presenga de primers randdémicos (hexameéricos)
que se ligam aleatoriamente na sequéncia desejada iniciando a reagao de
polimerizagdo (Sambrook e Russel, 2001). A reagao foi realizada conforme
instrugdes 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 uL de tampéo,
3 uL de [a-**P] dATP (3000 uCi) e 1 uL de Klenow. Apds um periodo de
incubacao de 3 h a temperatura ambiente, a reagao foi interrompida com 5 uL

do tampéao de parada.

9.2. Purificagao de sondas radioativas

As sondas radiomarcadas eram purificadas em coluna Sephadex G-50 e
I& de vidro (Sambrook e cols, 1989). A incorporagao radioativa foi confirmada
através de cintilografia. As sondas foram usadas dentro dos limites de
concentragdo de 1 a 2x10° cpm/ml de solugdo de hibridizacéo e as atividades

especificas foram iguais ou maiores que 10° cpm/ug de DNA.
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9.3. Pré-hibridacao e hibridagao

As membranas foram bloqueadas com solug¢ao de pré-hibridizacao (PEG
800 10%, SSPE 1,5%, SDS 7% e 100 ug/mL de DNA de esperma de salm&o)
por 4 horas e apos esse tempo, as sondas radiomarcadas (aproximadamente
75 ng/uL) previamente desnaturadas (aquecimento a 100°C, por 5 minutos e
resfriada imediatamente em gelo) foram adicionadas por mais 12 h a 65°C.

ApoOs 12 horas, as membranas foram lavadas duas vezes em SSC-
2X/0.1% SDS, a 65°C, por 15 min, seguidas de uma lavagem em SSC-
0.1X/0.1% SDS, a 65°C, por 15 min. Em seguida as membranas foram

revestidas em filme plastico de PVC em um cassete e expostas a filmes de

raios-X (KODAK T-MAT) por no minimo 4 horas a -80°C.

10. Seqiienciamento 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
primers T7 e Sp6 para a amplificacdo das sequiéncias. Para a analise dos
insertos em banco de dados, utilizou-se o algoritmo BLASTn (www. ncbi.

nim.nih.gov).
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IV. Resultados

1. Estudo das Familias

Para uma melhor compreensao da possibilidade da transferéncia vertical
do DNA mitocondrial do protozoario, nés fizemos uma arvore filogenética para
as cinco grandes familias (Figura 5) do estudo. A figura 5 inclui resultados da
transferéncia lateral do KDNA para as células somaticas (Hecht, 2008) do
sangue dos membros dessas familias. Em cada caso, os resultados obtidos
neste estudo com as células germinativas de 22 individuos dessas cinco
familias sdo consistentes com aqueles das células somaticas.

A familia A, mostra progenitores chagasicos que residiam em casas
infestadas com barbeiros no interior de Minas Gerais. O individuo 1393 tem
resultados moleculares e imunologicos que confirmam a Doenga. Os
resultados de PCRs também foram positivos nos quatro filhos deste casal.
Entretanto, os dois filhos (1407 e 1415) tiveram resultados positivos no
esperma, para o nDNA, sugerindo a presencga de infec¢do ativa ainda que os
exames sorologicos fossem negativos.

A familia B é composta por 24 individuos, cujos progenitores tém a
infeccdo chagasica ativa. Dos quatro filhos homens deste casal, um faleceu
de problemas cardiacos aos 32 anos e das trés amostras de esperma obtidas,
dois (516 e 1385) apresentaram PCRs positivas, cujos DNA molde
amplificaram o KDNA mitocondrial. De grande importancia, os cénjuges da
geragcdo F¢ sdo oriundos de zonas rurais, o que pode explicar o fato de
apresentarem PCRs positivas para kKDNA e dois deles serem portadores de

infec¢des pelo T. cruzi. Dos quatro filhos de um dos conjuges da geracgéao F.
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dois tiveram positividade para o KDNA, um teve o KDNA e o nDNA positivos, e

apenas um foi negativo.

STel YT

1470 § 1471

"Ny

|:| KDNA + / nDNA + |:| koNA+/ nDNA - [ ]| koNA -/ nDNA -
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Figura 5: Arvore filogenética mostrando as cinco familias com a distribuigdo das mutagées de
kDNA do Trypanosoma cruzi sugeridas por PCR e confirmadas pelo sequienciamento dos
clones de DNA quimera. Em circulos ou quadrados pretos estao indicados os individuos
portadores da infecgédo ativa e que tém as mutagdes de kDNA no genoma. Em verde estao
indicados os individuos que tém apenas as mutagdes de kDNA na auséncia da infecgéo ativa.
Esses ultimos tiveram as mutagbes herdadas dos progenitores chagasicos. Os circulos e
quadrados em branco nao tiveram infeccdo ou mutagdo identificadas. Os dados que
compuseram esta figura sdo oriundos de células somaticas (Hecht, 2008) e do nosso estudo

com células germinativas.

A peculiaridade da familia C € que apenas o progenitor € realmente
chagasico, diagnosticado pelos testes imunoldgicos e marcadores genéticos
da infecgédo pelo T. cruzi. Entretanto, dos trés filhos homens do casal, dois
(1458 e 1459) tiveram o esperma analisado e apresentaram reag¢des de PCR
positivas apenas para kDNA.

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
todas as geragdes. Entretanto, das duas amostras de esperma que obtivemos
da progénie F3, somente o individuo 1479 aos 32 anos de idade, teve PCRs
positivas com nDNA e kDNA, e os testes imunolégicos também foram
positivos.

A familia E inclui 18 pessoas que nasceram e residem em area
endémica. Os resultados de PCRs foram positivos em um progenitor e nas
geragbes F1 e F,. Entretanto, das trés amostras de esperma que obtivemos
na F4, dois deles (1437 e 1441) apresentaram PCRs positivas para nDNA e
kDNA. Curiosamente, apenas o paciente 1441 teve a infecgdo chagasica ativa
confirmada pelos testes imunolégicos. Na geragao F, novamente um doador

de esperma (1434) teve a infeccdo chagasica confirmada somente pelos
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testes com kDNA e nDNA. Nessa familia, os chagasicos doadores de
esperma tinham entre 61 anos (1433) e 23 anos de idade (1434). Isto sugere
que a transmissao vetorial do T. cruzi esta ativa, naquela regiao do Municipio

de Bonfindpolis, Estado de Minas Gerais.

2. Amplificagcdo de seqliéncias de kDNA e DNA nuclear de
Trypanosoma cruzi em esperma de individuos chagasicos e
descendentes

As reagdes de polimerizagdo em cadeia (PCR) foram realizadas visando
identificar a presenga de DNA nuclear (nDNA) e mitocondrial (KDNA) nas
amostras estudadas. As amplificacbes foram realizadas em triplicata com
cada par de primers. Esses exames confirmam os resultados de PCR com
primers de nDNA e kDNA mostrados na Figura 5, a medida que mostram os
loci de integracdo das mutagdes no genoma humano.

Utilizando os primers TCZ1/2, nés observamos a presenca de bandas
especificas em 11 individuos de um total de 22 amostras das cinco familias.
Desses, cinco individuos chagasicos apresentam anticorpos especificos
contra antigenos de T. cruzi. Os seis individuos restantes n&o apresentam
sorologia positiva, porém, os resultados obtidos no diagndstico por PCR
corroboram os dados obtidos nas amostras de sangue desses mesmos
individuos (Hecht, 2008).

Para detectar a presenga do kDNA, nds utilizamos dois pares de
primers, S34/67 e S35/36. Com os primers S34/67 foram observadas bandas
especificas em 17 individuos, sendo que em 10 casos, também identificamos
bandas especificas usando os primers S35/36. Apenas sete individuos foram

positivos somente para os primers S34/S67.
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As 12 amostras de espermas obtidas de individuos fora daquelas cinco
familias tiveram resultados de PCR com primers amplificadores de nDNA e
kKDNA em seis casos. Entretanto, quatro deles tinham anticorpos especificos
contra antigenos de T. cruzi e os outros dois tinham exames imunoldgicos
negativos. Um individuo apresentou somente as PCRs de kDNA positivas
com os dois pares de primers. Isso sugere que as mutacdes de kDNA nao se
restringem aquelas cinco familias, pois, elas sdo prontamente identificaveis
em pessoas que buscaram esclarecimento para o diagnostico de doenga de
Chagas no nosso laboratorio.

O resultado das amplificagdes feitas com primers de KDNA e nDNA de T.

cruzi das amostras estdo sumarizados na tabela abaixo.

TCZ1/2 S34/S67 S35/S36

17/34 24/34 16/34

* Numero de amostras amplificadas pelos primers especificos/ nimero total de pacientes.

Foi observado em apenas seis amostras a presengca dos marcadores
moleculares para o kDNA de T. cruzi. E importante ressaltar que em todos
esses casos 0s parentais sdo chagasicos. Esse dado sugere a possibilidade
de transferéncia vertical do DNA mitocondrial do protozoario, pois a

amplificagdo com nDNA n&o foi obtida.
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A especificidade dos produtos de PCR foi confirmada por hibridizagao

com as sondas radiomarcadas (materiais e métodos). Os resultados obtidos

apos as hibridizagbdes dos produtos de PCR estao representados na figura 6.
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Figura 6. Southern Blot de produtos de nDNA e kDNA amplificados por PCR e hibridizados
com sondas especificas. A) S34/S67 e B) TCZ1/2. Ordem: T.cruzi, Branco, Pos (controle

positivo) e amostras dos individuos.

3. Obtencao de sequéncias de minicirculos de kDNA integradas no
genoma de células germinativas

A identificacdo das sequéncias de kDNA de T. cruzi integradas no
genoma das células germinativas foi feita mediante a utilizagdo de psTAIL-
PCR (materias e métodos).

As amostras selecionadas para a psTAIL-PCR foram de individuos
chagasicos e seus descendentes que formam cinco familias independentes. A
analise da integracdo do KDNA nas células somaticas de membros dessas
familias, foram publicadas na Tese de Doutorado de Mariana Hecht,

Universidade de Brasilia, 2008.
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Dessa forma, 17 amostras de individuos das familias A, B, C, D e E, que
apresentavam PCR positiva com os primers de KDNA, foram submetidas a
psTAIL-PCR. Os produtos de amplificagao foram hibridizados e aqueles que
eram reconhecidos pela sonda de kDNA foram ligados em vetor pGEM T-
Easy. A figura 7 mostra a hibridizagdo das trés psTAIL-PCR utilizando a

sonda especifica de kDNA de T. cruzi marcada radioativamente.

=l B T H AT S

osTAILPCRL

s TAILPCR 2

s TAILPCR3

l | J
535359072, 557535336

Figura 7: Hibridizagdo da psTAIL- PCR

Apos a ligagdo dos produtos da ps-TAIL- PCR 3, os transformantes
foram selecionados por hibridizagdo de colénias com a sonda de kDNA. Em
seguida, foi feita a analise dos clones e aqueles que continham insertos com

pesos moleculares diferentes foram selecionados para o sequenciamento.
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4. Analise das seqiiéncias obtidas mediante psTAIL- PCR

Foi enviado para sequenciamento automatico um total de 266 clones,
dos quais 22,9% nao apresentaram uma qualidade satisfatéria na reacédo de
sequenciamento, 5,3% apresentaram apenas o vetor, 7,1% continham apenas
DNA humano e 12,4% clones tinham apenas o kDNA de T. cruzi. Felizmente,
ndés obtivemos um total de 52,3% clones contendo sequéncias de kDNA
flanqueadas por DNA humano. Esses dados séo similares aos resultados ja
obtidos no LMPDC (Hecht, 2008). O alinhamento das sequéncias contendo
regido flanqueadora permitiu verificar que muitas ja estavam contidas em
outros clones. Com o resultado desse pareamento, os 139 clones foram
reduzidos a 106, os quais tinham origem em 17 individuos.

Os clones analisados apresentavam insertos que variavam de 1464 a
173 pb, sendo que a média de tamanho das sequéncias foi de 704 + 320. As
regides contendo kDNA apresentavam em média 329 + 178 pb e as
sequéncias contendo a regidao flanqueadora humana apresentou média de
398 + 276.

As analises dessas sequéncias usando o algoritmo BLASTn revelaram
identidades e E-value com valores altamente significativos, tanto para as
regides de KDNA, quanto para as sequéncias provenientes do DNA humano.
Dessa maneira, foi possivel identificar os loci preferenciais de insercédo do

kKDNA no genoma das células germinativas (Anexoll).
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A analise revelou ainda, que a integracdo do kDNA ocorreu na maioria
dos cromossomos: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 19,
20, 21, Y e X. A figura 8 ilustra a frequéncia das integragdes do kDNA nos

diversos cromossomos.
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Figura 8: Frequéncia de integracdo do kDNA de Trypanosoma cruzi nos cromossomos de

células germinativas humanas.

A presenca de regides flanqueadoras longas permitiu um E-value
bastante significativo, onde foi possivel obter escores 0.0 (zero, ou homologia
completa) em 26 dos 106 clones (24,5%). Como exemplo, podemos citar o
clone 70E proveniente do individuo 1407, onde a sequéncia do kDNA de
T.cruzi esta ligada ao cromossomo 12 humano. Destacamos a presenca de
uma regiao de justaposicao entre a sequéncia de kKDNA e o DNA humano.
Esta sequéncia de justaposicao foi freqlientemente observada em todos os

casos analisados, apresentando um tamanho que variou de 4 a 34 bases.

57



61
121
181

GAACGCCCCT CCCAAAACCG AATTTTCGGG AAATTCTATA CCCACTCCAA CCACACTCTA
ACCCACAACC TATCCTCAAA CACAAATAAA GTAACATAAC AACTCATATA ATTCGACGAT
ACACAGAACA TAATTCAACA TCCTCTATCT CACACAACCT ATACTCAATC ACATGCAATA
ACATACACCT CCAACTATAC AACATTCAAA CTAAAATGAT AATCTGAATA TATCGGTTAC

241 CAAAGCACTA CCACCAGTCT CTATAT

B

emb|AJ747989.1] Trypanosoma cruzi Kkinetoplast minicircle, lineage
Il1b, strain Mas cll, isolate awmp248 Length=343

Score = 62.6 bits (68), Expect = 9e-07

Identities = 42/47 (89%), Gaps = 0/47 (0O%)

gb]AC125629.1] & Homo sapiens 12 BAC RP11-359K6 (Roswell Park Cancer
Institute Human BAC Library) complete sequence Length=139793

Score = 1130 bits (1252), Expect = 0.0

Identities = 654/669 (97%), Gaps = 4/669 (0%)

Figura 9: Integragéo do kDNA de T. cruzi no cromossomo 12. A) clone 70E do paciente 1407
ilustrando a insercdo do kDNA (azul) no DNA humano (verde). Os primers utilizados na
terceira psTAIL- PCR encontram-se sublinhados. Em amarelo esta representada a regido de

justaposicdo. B) Resultados obtidos apos analise utilizando o algoritmo BLASTn.

Interessantemente, O cromossomo X mostrou ser o sitio preferencial de
integracéo (30%), sendo que em 89% dos casos, a insergdo do kDNA ocorreu
no locus AL732374.14. Esses dados sdo muito semelhantes aos resultados
encontrados por Hecht nos estudos feitos com células somaticas desses
individuos. A figura 10 esta exemplificado um clone apresentando uma
sequéncia de KDNA de T. cruzi ligada ao DNA humano no locus AL732374.14
do cromossomo X. Este clone é proveniente do individuo chagasico 1461

pertencente a familia C.
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61
121
181

GAAGGCCCCT CCCAAAACCA CAGGTTCCGT ATTTTTCAGA CACAACTTTT GACAACATAA
CCACTATACA TACCTCTCCC ACCAACTCAC CACCATACTA TCCAACACCT ATACAATATA
AGTAACCGTA TAATATACAT AATGAACATA ATATAATCAT CACTCACTCA ATACTACTAA
ACTTCCTCCT CGTTATTAAA GTATATCACA TAATCTAATA CTCTATACTC TACATTCTAA

241 ATCACACGTA TATATATTAC ACCAACCCCA ATCG

B

emb|AJ748067.1] Trypanosoma cruzi Kkinetoplast minicircle, lineage
Ile, strain X154/7, isolate JP707 Length=322

Score = 497 bits (650), Expect = 2e-137

Identities = 277/278 (99%), Gaps = 0/278 (0%)

emb |AL732374.14] 2 Human DNA sequence from clone RP13-444K19 on
chromosome X Contains a mitochondrial ribosomal protein S18C
(MRPS18C) pseudogene, the 3" end of the PHF8 gene for PHD finger
protein 8 and a CpG island, complete sequence Length=224187

Score = 143 bits (158), Expect = 5e-31

Identities = 88/94 (93%), Gaps = 0/94 (0%)

Figura 10: Sitio preferencial de integragdo do kDNA no cromossomo X. A) clone 13E do
paciente 1461 ilustrando a entrada do kDNA (azul) no locus AL732374.14 (verde). Os primers
utilizados na terceira psTAIL PCR encontram-se sublinhados. Em amarelo esta representada

a regido de justaposigéo. B) Resultados obtidos apds analise utilizando o algoritmo BLASTn.

O alinhamento de sequéncias do individuo 1461 (clone 16E) com
sequéncias obtidas por Mariana Hecht no estudo das células somaticas das
filhas 1470 (clone 117) e 1471 (clone 128), demonstrou a presenga do mesmo
sitio de integracdo no locus AL732374.14 do cromossomo X nesses
individuos. Este achado reforca a hipbétese de transferéncia vertical das

mutacgoes.
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tga uCuCEGEEMEGQCCEEu&acaqgcuCvg&vﬂC&CGuECECCCvCCCC&G&CvBBE ccagga

Figura 11: Alinhamento dos Clones 16E, 117 e 128. A sequéncia de kDNA compreende as
bases de 1-385 e a regido flanqueadora inicia-se nas bases 373 a 470. Estas seqiéncias
apresentam uma identidade de 81,85% (programa DNAMAN).

5. Caracteristicas das regioes flanqueadoras do genoma humano

A analise da distribuicdo dos eventos de integragao do kDNA do T. cruzi
no genoma humano mostrou que o kDNA se inseriu em diversos
cromossomos, preferencialmente em elementos retrotransponiveis do tipo
LINE, em 72,5% dos clones sequenciados (Figura 12). Verificamos também
que sequéncias de minicirculos de kDNA ligaram-se a outros elementos
transponiveis como Alu ERV e MER.

Nés observamos que 9% dos eventos de integragdo do kDNA ocorreu
em regides codificadoras. Em quatro clones (113E, 167E, 170E, 12E),

oriundas das familias B e C, o kKDNA foi visto associado ao gene de receptor
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olfatério OR1-17. Também pudemos observar a inser¢ao do kKDNA préxima ao
gene da mucina (103E, 105E, 164E); do receptor da IL-1 (91E), da POLR1D-
gene for RNA polymerase | (565E), TXLNB- taxilin beta (124E), ADPRT- gene
for ADP-ribosyltransferase  (24E), CYP24A1- cytochrome (211E) e no
pseudogene MTCO3 (240E). Em 18 dos 106 clones (14%), o locus onde o
kDNA integrou ndo péde ser caracterizado, devido a auséncia de informagao
sobre a regido em bancos de dados. Nao obstante, esses loci apresentavam
E-value e identidades significativas com cromossomos humanos. Esses casos

aparecem com locus indeterminado na tabela do ANEXO II.

= LINE
B Indeterminado
Retrotransposonsnao-

autdnomos

Gene

Figura 12: Distribuicao dos sitios de integracdo de minicirculos de kDNA de Trypanosoma

cruzi no genoma de células germinativas.
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Novamente, destacamos a ocorréncia de integracdo de minicirculo de
kDNA em loci idénticos (BK004196.1) quando comparamos as sequéncias
obtidas das células germinativas do individuo 1461 (clone 12E) com as
obtidas das células somaticas de sua filha, caso 1471 (clone 126).

Interessantemente, o ponto de entrada do kDNA é o0 mesmo em ambos os

casos: base 9 do gene de receptor olfatério OR1-17.

A

Clone 12E - 1461

GAACGCCCCT CCCAAAACCA
GTACCCACCA CTACCACAAT
ACTCTCACAA TTTTTCTCAC
CCAAATCCAT ACAATACATA
CAGTATCCAT TCTAACAAGC

Clone 126 - 1471

GAAGGCCCCT CCCAAAACCA
CCATTATCAC CCAGATAACA
ATAGTAATTA CAGTCTAACA
CACTATTATT CTACTGTATC

AATTTCCGCA
ATAATAATTC
GTCATTTCTT
CCAATCAAAC
CATATATTAC

AACTTTCCGG
CCAACCCCAC
TAGCTTTAAC
ATATCACACA

ATTTCTTAAC
TATATAACAA
TCACATGTAC
TATCAATACA
ACCAA

AATTTTAGGG
ACCACCAATA
ATAATAAATT
ATACCACAAA

CTCCGAATCC
TCAATATATA
ATATCCCACA
CATTCTATAT

TACCAACTTT
TCAAGCTATA
CACTTCTATC
GACAATTCAA

ACCTCAAACT
ACAAACAATA
CATCACATAT
TTCATCTTAT

CAGCTAAACA
ACACCTTATA
CTCTGTTCAC
TAAAAATAAA

AAACTAAACA ACCTCCCCCT TATTTAAAC

B

tpg | BKO04196.1] E TPA_inf: Homo sapiens olfactory receptor OR1-17
gene,

Score = 104 bits (114), Expect = 4e-20,

Identities = 62/64(96%) ,Gaps = 1/64(1%)

Figura 13: Integracdo de sequéncias de minicirculo de kDNA de Trypanosoma cruzi no gene
de receptor olfatéorio OR1-17. A) Semelhanca entre seqiiéncias obtidas de células
germinativas e células somaticas de pai e filha, respectivamente. B) Resultado obtidos apds

analise utilizando o algoritmo BLASTn. Os valores correspondem a ambas as sequéncias.

Outro achado importante foi o fato de termos encontrado em 22 dos 106
clones (20,7%) a presenga de dois sitios diferentes de integragdo. Em um
caso, 1393 clone 79E, a analise do clone mostrou a presenga de DNA
humano proveniente de quatro cromossomos diferentes. Esses achados
revelam a possibilidade de rearranjo das sequéncias apds a integragcéao do

kDNA. Sequéncias semelhantes também foram vistas nas células somaticas.
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Contudo, as células germinativas apresentaram um numero maior de
rearranjos quando comparadas as encontradas nas células somaticas dos
mesmos individuos. A maioria desses rearranjos envolveu a presenga de

LINE-1 em ambos os sitios de integragdo. Um exemplo deste tipo de

integracao esta ilustrado na figura 14.

A
Clone 119E: 1564 bp
1 GAAGGCCCCT CCCAAAACCA ATATTTCACG AATTTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA
61 ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAAATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT
121 TATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA
181 TCTTAAGCAT ACTCAATAAG TTATATCACC AATATTCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT
241 ATTACA

TCACAT ACACCAACCC CAATCGAACC
1081 TTCCCTTCCG TTAACAATCC CCATTTTCGG CCATATAATT GTACGGGGGA GATGCATTTT
1141  TGGGCCCAAA TTTTGAACCC CCCTCCCAAG ATCGCAAAAA AAAGGAAGGG GGGTTTTTTT
1201 TAAAAACCGA AAACGGGTTT TGATAACACA TACACCCTCC CAGGATTAAC CAGGAAGAAG
1261 TTGATTTTTT GAATAGACCA ATACCAGGTT TTGATCCCAT CCACCCTCCC AAGACTAAAC
1321 CAGGAAGAAG TTGAGTTTTT GAATAGACCA ATAACAGGCT TTGGTACACA TACACCAACC
1381  CCAATCGAAC CTCACCTCCC GTAAACAATC CCCATTTTCG GCCATATAAT GTACGGGGGA
1441  GATGCATGAT TTTTTGGGCC CAAATTTGAA CGCCCCTCCC AAGAAACCAG GAAGAAGTTG
1501  AGTCTCTGAA TAAGACCAAT AACAGGCTCT GATACACATA CACCCTCCCA AGACTAAACC
1561  AGGA
B
gb]AC015528.14] E  Homo sapiens chromosome 8, clone RP11-179A23,

complete sequence Length=155518

Score

Identities = 780/822 (94%), Gaps

1238 bits

(1372),

Expect = 0.0
18/822 (2%)

gbM19188.1|TRBKPMCO  T.cruzi Kkinetoplast minicircle DNA, clone yO0l1
cst 4

Length=165

Score = 185 bits (204), Expect = 2e-43

Identities = 108/112 (96%), Gaps = 0/112 (0%)

emb|AL732374.14] D] Human DNA sequence from clone RP13-444K19 on
chromosome X Contains a mitochondrial ribosomal protein S18C
(MRPS18C) pseudogene, the 3" end of the PHF8 gene for PHD finger

protein 8 and a CpG island, complete sequence
Length=224187

Score 132 bits (146), Expect = le-28
Identities = 87/94 (92%), Gaps = 4/94 (4%)
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Figura 14: Presenca de rearranjo nos sitios de integragdo do kDNA de T. cruzi no genoma
humano. A) clone 119E do paciente 516 mostrando a inser¢ao do kDNA em dois Loci
diferentes, AC015528.14 e AL732374.14, nos cromossomos 8 e X, respectivamente .
Destacamos a presenca de repeticdes diretas (sublinhadas) nos locais de inser¢gdo do LINE-
1. Em amarelo esta representada a regido de justaposi¢do. B) Resultados obtidos apds

analise utilizando o algoritmo BLASTn.
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V. Discussao

1. Aspectos gerais

Este € um trabalho original que mostra pela primeira vez a possibilidade
de herancga vertical de um DNA exdgeno proveniente de uma espécie situada
no reino animal muito distante do Homo sapiens. Em trabalho prévio, Mariana
Hecht (Tese, Universidade de Brasilia, 2008) documentou a transferéncia
horizontal de sequéncias de minicirculos de kDNA do T. cruzi em sitios
especificos de quase todos cromossomos de células somaticas, em todos
pacientes portadores da doenca de Chagas que foram examinados. Aqui nos
mostramos, que sequéncias de minicirculos de kKDNA integradas no genoma
de células germinativas podem ser herdadas pela progénie. De fato, os
adultos masculinos que se dispuseram a colaborar com o estudo
apresentaram as mutagcdes de kDNA em sitios especificos do genoma
hapldéide. Este estudo possibilita uma melhor compreensdo das forcas
evolutivas que atuam no sentido de aumentar a diversidade genética da

populagdo humana.

2. Deteccao de material genético do Trypanosoma cruzi em células

germinativas humanas

A utilizagédo da técnica de PCR, com a ajuda de marcadores genéticos
especificos, permitiu a identificagdo de DNA do parasito em todas as
amostras de esperma de individuos chagasicos.

Verificamos também, que ha uma discrepancia entre os resultados

obtidos com as técnicas imunologicas (Hecht, 2008), comparadas com as
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técnicas de biologia molecular, haja vista que os testes imunoldgicos
identificadores de anticorpos especificos contra antigenos do protozoario
foram positivos apenas nos individuos portadores de infeccbes ativas de T.
cruzi. Ainda que alguns individuos tivessem os testes imunoldgicos negativos,
a presencga da infecgao ativa, em células germinativas, nesses pacientes foi
sugerida pela positividade do testes de PCR com primers iniciadores de
NDNA, seguidos de hibridizagcdo com a sonda de TCZ. O real significado das
discrepancias observadas entre resultados de testes imunoldgicos e
genéticos nao foi o foco principal do nosso estudo, podendo ser mais
esclarecido em outros trabalhos de interesse clinico-epidemiologico.

Os primers utilizados que amplificam sequéncias de kDNA de T.cruzi
foram os mais sensiveis. Sabe-se que existem cerca de 10.000 minicirculos
de KDNA em cada parasito (aproximadamente 10% a 15% do seu DNA total),
e que as sequéncias repetitivas de DNA nuclear amplificadas pelos primers
TcZ1/2 correspondem aproximadamente a 9% do genoma total do T. cruzi.

A possibilidade de transferéncia vertical de sequéncias de minicirculos
de KDNA do T. cruzi para o genoma dos progenitores chagasicos (geragao
Fo) e a heranga pela a progénie F4 e F, p6de ser demonstrada nas familias
A, B e C. As familias D e E, provenientes de regides endémicas,
apresentaram individuos infectados pelo T. cruzi em todas as geragdes, nao
podendo diferenciar as mutacdes herdadas das adquiridas pela infeccao
ativa. Contudo, neste estudo, aspectos moleculares da transferéncia vertical
de sequéncias de minicirculos de kDNA, indicam que houve heranga

dependente das células germinativas.
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3. Identificagdo dos sitios de insercao do kDNA no genoma de células
germinativas

A técnica de psTAIL- PCR, foi capaz de amplificar sequéncias
desconhecidas que flanqueavam o kDNA de T. cruzi no genoma de
chagasicos e seus descendentes. Em nosso estudo, a psTAIL- PCR mostrou
uma eficiéncia de 52,3%, resultado similar ao encontrado por Mariana Hecht.

Nés observamos que a integracdo do kDNA ocorreu na maioria dos
cromossomos, predominantemente (72,5 % dos casos) em elementos LINE, o
que pode ser prontamente explicada pela ampla distribuicdo desses
elementos retrotransponiveis em todo o genoma humano (Song & Boissinot,
2007). A observacédo de que a integracdo do KDNA ocorreu frequentemente
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).

As analises das sequéncias mostraram que, em muitos individuos, foram
identificados diferentes sitios de integracdo em um mesmo clone. A
organizagdo das sequéncias do kDNA presentes nos sitios de integragao
também se apresenta diversa, o que pode ser um indicativo da ocorréncia de
multiplos eventos de integragao.

Esse achado foi exemplificado na Figura 14, onde verificamos a
presenca de sequéncias flanqueadoras provenientes dos cromossomos 8 e X.
Essa organizagado pode ter sido gerada pela integracdo de minicirculos em
proximidade, ou, ainda, ter sido devido a interrupcdo do kDNA por
retrotransposons do hospedeiro. Sabe-se que os LINE-1 sdo capazes de

remodelar o genoma através da mobilizacdo das sequéncias nao-LINE
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adjacentes para outros locais (Kazazian e Goodier, 2002). Tal mobilizagao
explicaria as caracteristicas de rearranjo presentes nas sequéncias contendo
KDNA de T. cruzi integradas no genoma humano.

A transferéncia vertical das mutagdes para a progénie pode ser
demonstrada em alguns casos, onde foi possivel encontrar o mesmo sitio de
integracdo no pai e em duas filhas (Figuras 11 e 13). A presencga de regides
de justaposicao entre a sequéncia de kDNA e as regides flanqueadoras, foi
verificada na maior parte dos clones analisados. Essas regides apresentam-
se ricas em A C, como ja descrito no trabalho de Nitz e cols, (2004). Essas
justaposi¢gbes poluem as sequéncias 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 laboratério (Simdes-Barbosa e cols,
2006).

A identificacdo de sequéncias de minicirculos de kDNA integradas ao
genoma de células germinativas humanas, corrobora o conhecimento descrito
na literatura de aquisicdo de DNA exdgeno nessas células através de um
processo conhecido por transferéncia génica mediada por esperma (Smith e
Spadafora, 2005). Embora haja poucas referéncias no estudo envolvendo os
mecanismos responsaveis pela transferéncia génica em esperma, sabe-se
que sdo dependentes da atividade de transcriptase reversa e alguns
pesquisadores relatam a participagao retroviral de elementos LINE-1 (Pittoggi
e cols, 2003; Beraldi e cols, 2006). A geragdo de progénie carregando as
caracteristicas provenientes do esperma “mutado” reforca a hipdtese de
heranca ndo-mendeliana decorrente de insergdo de DNA exdgeno em células

germinativas (Spadafora, 2008b).
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Os elementos retrotransponiveis podem promover rearranjos no genoma
direta ou indiretamente. O processo de transposi¢ao pode causar delecdes ou
inversdes, ou ainda ocasionar a mudanga de uma sequéncia do genoma para
uma nova localizagdo. Os retrotransposons podem ainda servir de substrato
para sistemas de recombinagéao celular, funcionando como regides portadoras
de homologia, através de mecanismos de recombinacado homdloga desigual.
Esses eventos podem levar a duplicagcdo de “exons” e a formagao de novas
proteinas. Sabe-se também que esses elementos podem contribuir para a
recombinacdo inter-cromossomal e que podem levar a alteragdes
citogenéticas envolvidas no processo de especiacdo humana (Deininger e
Batzer, 1999)

Esses achados convergem para um mesmo ponto: sequéncias de T.
cruzi podem ser transferidas horizontalmente para o genoma do seu
hospedeiro e transmitidas via células germinativas para a progénie. A partir do
sitio de integragdo, as sequéncias de kDNA com motivos repetidos em
tandem, altamente instaveis, podem ser mobilizadas para outros sitios do
genoma. Ambos os mecanismos envolvem a atividade de retroelementos.

A ocorréncia de trocas de DNA mitocondrial do tripanossomatideo T.
cruzi para o homem ocasionou a remodelagem do genoma, o que pode
resultar no surgimento de novas proteinas (quimeras), na alteracdo da
expressao de genes ja existentes ou, até mesmo, no silenciamento de genes

(Lee e cols, 2006; Simbes-Barbosa e cols, 2006; Okubo e cols, 2007).
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4. Consideragoes finais

A importancia deste estudo para a compreensao das forgas que atuam
no sentido de aumentar a diversidade genética das populagdes humana e de
demais mamiferos e, eventualmente, promovendo especiagcdao deve ser
enfatizada. Até entdo, os conhecimentos prévios sobre o papel de forcas
evolutivas na promogédo da diversidade genética foram restringidos aos
efeitos da selegao natural Darwiniana. Todavia, a selecao natural parece ser
um fator que restringe a diversidade genética a medida que elimina os
individuos considerados “nao-adaptados” para a sobrevivéncia.

Em vista disto, varios autores consideram que as verdadeiras forcas
evolutivas, atuando de maneira aleatéria ou probabilistica, seriam as
mutacdes, recombinagdes e deriva genética que, ao introduzir modificagdes
no genoma ficam sujeitas a selegédo natural. Ou seja, a selegao natural seria
o arbitro final que regula e restringe as forgas que promovem a diversidade
genética das espécies vivas. Até agora, porém, esse problema de maior
interesse no campo da genética de populagdes estava restrito a estudos
tedricos ou, na melhor das hipoteses, a observagdes pontuais sobre variagcao
de alelos que afetam o fenétipo de alguns individuos em populagdes restritas
em algumas areas geograficas.

Na literatura, nos verificamos que o crescimento do genoma das
espécies de eucariotas ao longo de mais de 1,5 bilhdes de anos teria sido
largamente dependente da transferéncia horizontal de elementos de origem
viral, entre outros. Em favor dessa teoria estariam os retrotransposons que se
caracterizam pela presenca de sequéncias repetitivas de DNA que perfazem

48% do genoma humano. Acredita-se que no passado esse teria sido o

70



mecanismo de crescimento do genoma, o qual teria propiciado as espécies a
criacao de novos genes ou de pseudogenes. Diante das evidencias tedricas
que surgiram das analises filogenéticas de sequéncias de DNA oriunda de
espécies distantes nos diversos reinos, os elementos transponiveis teriam
impulsionado os processos de geragao de diversidade e, talvez, de
especiacgao. Ainda que o DNA copiado e integrado estivesse submetido a
processos de recombinagcdo, mediante rearranjos, embaralhamentos e
transposicao, tal mecanismo de geragao de diversidade ainda estaria sujeito
a limitagao pela repeticdo do que ja existia no genoma.

Aqui ndés mostramos que tal limitagdo das forgas promotoras da
diversidade pode ser rompida pela ocorréncia de transferéncia horizontal de
DNA entre diferentes espécies, que tém seguimento na sua herancga vertical
pela reproducdo sexuada. Ao demonstrar que os elementos transponiveis
autbnomos da familia LINE-1 ativos na retrotransposicdo sao os sitios
preferenciais de integracdo do DNA exdgeno, verifica-se que as forgas
evolutivas que agiram desde tempos imemoriais continuam a operar no
sentido de promover diversidade genética praticamente ininterrupta. Ou seja,
ndés achamos que as forgas bioldgicas que atuam no sentido de expanséo
continuada da diversidade das espécies vivas simplesmente acompanham o
movimento incessante que fizeram o universo infinito.

A originalidade do nosso estudo estende-se, pois, a descricdo de um
modelo experimental para andlises de fatores importantes na genética de
populagdes que dependem de transferéncia horizontal de DNA exdgeno e
sua incorporacdo no genoma do hospedeiro mamifero, de onde ele se

perpetua sem limite pela reprodugao sexuada, ao longo das geragdes. Desse

71



ponto de vista, a imensa cadeia epidemioldgica que envolve o T. cruzi e todas
as espécies de mamiferos conhecidas favorece a deriva genética, a fixagao
do DNA exdgeno e o crescimento do genoma do hospedeiro mamifero.

Até parece que os diversos elos da cadeia epidemiolégica associada
com a transmissdo do T. cruzi para mais de 1200 espécies de mamiferos,
passando pelos insetos transmissores e hospedeiros intermediarios do
protozoario, se colocam na interface dos fatores que favorecem a diversidade
genética tanto do parasito quanto a de seus inumeros hospedeiros. Em favor
desse raciocinio esta uma descricdo da enorme plasticidade do T. cruzi, com
capacidade de transpor sua prépria linhagem. Entretanto, ao analisar o
assunto a partir da perspectiva de trocas genéticas entre o protozoario e o
hospedeiro mamifero, ndo foi possivel demonstrar a transferéncia de DNA
humano para o parasito com a metodologia empregada (Teixeira e cols,
2004). Isto significa que se houvesse alguma transferéncia de DNA isto teria
ocorrido em niveis minimos ou nao detectaveis. Sendo assim, esta
observacédo também sugere que as forgas estocasticas evolutivas atuam no
sentido do mais simples para o mais complexo, ou seja, no sentido de
diferenciagdo continua das espécies de mamiferos existentes e de novas
espécies, considerando uma funcéo tempo em eons.

Diante da importancia tomada pelos aspectos supracitados, somente
aqui entra a doengca como uma consequéncia fortuita de um longo processo
evolutivo de relacdo parasita-hospedeiro. Isto porque mesmo naqueles
individuos que sucumbem a doenca de Chagas n&o ha interrupgédo da saga
reprodutiva. Geralmente o chagasico falece depois dos 30 anos de idade, e

deixa sua prole geneticamente modificada. Diante disso, uma pergunta se faz
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necessaria: Qual o significado dessas modificagdes genéticas na saude dos
descendentes de chagasicos, que nao seriam portadores da infecgao ativa
pelo T. cruzi?

Ainda nao temos dados clinicos para responder essa pergunta. Embora
seja do conhecimento dos clinicos e cardiologistas que é possivel ter a
sindrome dos megas (mega-es6fago e/ou mega-colon) ou cardiopatia
inflamatéria dilatada na auséncia de provas diretas ou indiretas da presenca
do T. cruzi, nés ndo sabemos se tal sintomatologia estaria associada as
mutacbes do KDNA inserido no genoma de descendentes de chagasicos.
Existem muitas conjecturas sobre o papel das mutagdes na patogénese da
doenga de Chagas, porém, o desconhecimento sobre a origem da auto-
imunidade ainda impossibilita uma conclusdo definitiva. Talvez este tipo de
resposta seja obtido em um modelo animal limpo, no qual a infecgdo seja
eliminada pelos fatores de resisténcia imune inata, deixando apenas as
mutagcbes como indutores da auto-imunidade que produz cardiomegalia e
insuficiéncia cardiaca. Este estudo esta sendo conduzido no LMPDC/UnB e

podera esclarecer melhor essa indagacéo.
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ANEXO |

Ficha de Consulta

Ficha n°

IDENTIFICAGAO:

Nome:

Sexo: ~ Datadenascimento: / /  Estado Civil:

Naturalidade: Area: ( )Rural ( )Urbana

Residiu neste local durante quantos anos:

Data do Exame: I/

ANTECEDENTES:

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

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

Dados Clinicos:

e Tem boa saude? ()Sim ( )Nao
e Pratica exercicios fisicos? ()Sim ( )Nao
e Tabagismo? ()Sim ( )Nao
e Tem palpitacdes? ()Sim ( )Nao
e Tem constipagado? ()Sim ( )Nao



ANEXO Il

Caso | Clone| kDNA |DNA Justaposicao Cromossomo Locus E-
humano value
?1393) 134-196/ 234- | 1-146/  196- | TACACCAACCCAA/ , f\LF”jl%‘f)Ss“ -
48E 254/ 377-397/ | 241/ 250-384/ | AACC/ 4 o eraya 14 s
520-637 394-527 TACACCAA e e
1-382/ 368-511/ CCCTCCCAAGACTAA X AL732374.14 45
78E 506-623 608-871 TACTCC/ (LINE-1) Te
ACCCTCCCAAGACTAA
AL137140.12
(CpG island) 4e
TTGACCCCCCCTCCCA/ 13 AC125796.2 4
86-176/ 275-11-101/ = 177- | 15ACGGCCCCTCCCAAAAY 16 (Indeterminado) Se
79E 420/ 796-937/ | 282/ 421-800/ 4e
1271-1297 | 926-1270 TGAA 2 AC093690.5 5656
CCCTCCCAAAAC X (Indeterminado) e
AL732374.14
(LINE-1)
162/ 264-
57-263/ 280- AL732374.14 0
83E 283/ ST203] 280 | TGGTGT/ GTGT/ TTGGGAG X e le
414-782
181E | 35-333 142 CTACAGCA 8 (B"P'('?'g??fm 8 ™
327-798 12 AC084364.20 0.0
GAGATGC
(L2 e Alu)
1249/ 344- CCCTCCCAAGACTAAACC AL732374.14 .44
184E | 445 232-349 ACACCA X (LINE-1) Se
AL732374.14 .
14114/ 808- | TACACCAA/ X (LINE-1) le
1858 | 104-819 1138 GGGTGAGATGC 12 AC084364.20 5156
(L2 e Alu)
AC084364 .20 156
186E | 1-968 958-1287 GGGTGAGATGC 12 (20 A0) 6e
AC016868.8
190E | 1-699 683-1353 TTTTGGGAGGGGGGTTC 8 (MERSIA, 0.0
ACACCA/
ioup | 108-581/634- | 1113/ 566 | CCCTCCCAAGACTAAA/ “ AL732374.14 025
739 638 ACACC (LINE-1)

86



AL732374.14

197E | 130-440 1-142 T TAGTCTTGGG AG X ] ge 8
6 AC125629.1
(1407) 70E 1-287 265-930 ATTACA CCAACCCCAA TCGAACC 12 LN 0.0
71E 1-208 193-481 ATGGTTTTGGGAGGGG 6 AL160399.13 2™
(Indeterminado)
1356/ 473- AL732374.14 o
199E | 13 341-472 CCCTCCCAAG ACTAAA X e 9e
AL135784.4
X (LINE-1) 0.0
200E | 1-198 191-1176 ACTAAACC X L7334 14 2620
(LINE-1)
AC1297131 1o
1-198/354- ACACCAA/ 5 (Indeterminado)
2028 | 192-360 1285 cceTece 8 AC009902.13 0.0
(LINE-1)
10 AC096540.2 "
t1a15) 37E 1-280 264-336 CCAACCCCAATCGAACC 1 (ndotommado) 2e
42E 93-173 1-109 ACACAGCTCTACACCAA X (ﬁﬁéi%”“ L 26
25 AL732374.14 59
(ra87) 101E | 205-314 1-210 TACACC X LN 2e
NM_002457 2
o3 | 203-469/508- | 1212 470 16GTTTTG GG 11 (Mucin gene) 2¢78
574/614-793 ATGGTTTTGGGAGGGG CGG 16 AC092145.2 4e™
775-905 ;
(Indeterminado)
105 | 1-252 253-485 Not found 11 M22404.1 3e™
(Mucin gene)
1426 | 1-332 322592 GGGGGAGATGC 11 AC107948.7 2¢71%8
(Indeterminado)
144E | 1-309 297-650 CAATCGAACCACC 1 AL391883.17 27
(Indeterminado)
CCCTCCCAAGAC
83-129/139- AC093747.2 a4
147 | 1941122142 | 507 TACACCAA/ 4 N 3e
AACC (LINE-T)
TACACC/ ~
151 | Soo1217 1 4.74/539.-1223 | CCCTCCCAAGACTAAA! X ﬁﬁ@z_f)”'” 5e-56
TACA CCA
oaes) | 72 107-200/250- | 1-113/210-249 | TACACCA « pLrs237a.14 16
270/917-936 | 250-916/938- | TACACCAACCCCAATCGAACC A Ry
1041 (LINE-1) | o0
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AL732374.14

T3k 107215/ 350- | 24101 210" | coeTees TACACCAA (LINE-1) 8e™%°
468/ 494-514 CCCTCCCAAGACTAA AL670463.3 0.0
513-1096
(LINE-1)
AL513363.8
1115/264- | 1082691277~ | 17GGTGTA/ GGTTCG/ TTGGTGTA (LINE-1) 0.0
75E 284 1118 AL732374.14 16"
1117-1221 1215-1336 (LINE-1)
123 | 1-263 251-409 CCCCAATCGAACC AC119426.2 4e7

(Indeterminado)

AM393849 1 T
124E | 1-287 271-472 CCAACCCCAATCGAACC (IXLNB gene) le
125 | 1-263 252-394 CCCAATCGAACC (AECFS\(/)ffm 6e-55

TACACCAA] AC113414 52
127 | 327-716 1-334 Jov e 4e
120E | 1-300 200-408 CCCAATCGAACC e 5
57-172/312- | TGGTGTATT/ AC129713.1 o7
181E | 165/172-321 | 57 TTGGTGTATT (LINE-1) Ge
28 CCA AACTTGAACCCCCTCCCAA/
(516) 57-173/ 226- | 1-56/158-225/ | ACCAACCCCAATCGAACC/ AP002027 1
60E 252/ 583-747/ | 233-582/735- | CCCTCCCAAGACT/ LINEAT 1e™®
796-912 806/901-964 | TACACATACAC/ (LINE-1)
ACCCCCTCCCAA
CCCCAATCGAACC/ AL049734 5¢7"°
64E 1-68/415-553 | 56-418 cocy NE

AL138801.20
65E 649-961 1-648 Not found (Indetominado) 0.0

AC108104.2

(LINE-1)
66E 738-960 1STI9s2 | ATCeAACCC AC012596.4 3'0.31

(LINE-1) e

AC012596.4
68E 120390448~ | 307445 CCCAATCGAACCC (LINE-1) 8>
1126 | 1204 287-408 ACCAACCCCAATCGAACC ACT12214.2 ge

(Indeterminado)
qag | 1:256/502- | 241-501/620- | CCCCAATCGAACCACC/ (ALL”ZIC"Ez_f)”'M 26

631 872 CCCAATCGAAC C BKO004196.1 7™
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(OR1-17 gene)

AC006370.2

-132
1M7E | 1-180 170-439 CCAATCGAACC Y e 5e
o AC015528 14
1o | 1-2631085- | 23T | CCAACCCCAATCGAACC/ 8 (LINE-1) 0.0
1482 CCCTCCCAA X AL732374.14 1e%
1564
(LINE-1)
1208 | 1278 262-898 TTTGGGAGGGGGGTTCA 6 e 0.0
33 TACACC/
(1488) ore | 68-17or282- | TFSITI2881 | coceccan “ AL732374.14 -
393/566-586 | o0 or° TACACCA/ (LINE-1)
ATCGAACC
1-722/950- AL049875.2 e
162E | 15 714-949 AATCGAACC 14 LNE) 4e
AL583742.2 -
14 (LINE-1) 6e
164E | 167-411 1-174/412-784 | TGACGGCC > {19580 1 g
(Mucin gene)
34 AL732374 14 )
(1491) ] ) X (LINE-1) 7€
166E | 397-690 1-415 GGTTCGATTGGGGTTGGTG 1 O aTE> 11 e
(Indeterminado)
AL732374.14 N
X (LINE-1) 8¢
167E | 1-294 283-421 CCCAATCGAACC ; BK004106.1 ot
(OR1-17 gene)
AC106787.2 B
5 (Indeterminado) 3e
168E | 1-294 272-549 ATTACACCAACCCCAATCGAACC > s e
(LINE-1)
169E | 1-204 277-859 ACCAACCCCAATCGAACC 14 ﬁﬁfﬁ;j?ez 0.0
BK004196 1 .
i : 1 (OR1-17 gene) le
1708 | 1-730 717-999 CCCCAATCGAACC X AL732374.14 46
(LINE-1)
177 | 1-722 708-848 AACCCCAATCGAACC 9 f\LL”‘i’f’E“Z; 1.24 3
AL138801.20
1 (LINE-1) 0.0
178E | 640-926 1-639/902-942 | AACCCCAATTGAACC : a1 24 0n58
(LINE-1)
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AC084364.20

434- GGTTCGATTGGGGTTGG T/
179 | s1giozs- | 12180l TGGGAGCTGTAGACCGGAG/ i’ e AlY) (Z).c_)m
1174 GGTTCGATT LN 6
R e R GGTTCGATTGGGG 1 e 167
565E | 1-191 182-662 CAATCGAACC 13 f}%i%“fg‘égen 9 0.0
24 BN000002.1
(1458) 2 (IL-1 receptor gene) 8e®’
91 153-275 1-158/276-382 | TGACCC 2 Ao13orae ol
(rpt_family="(TGG)n
229E | 759-913 1-766 ACACCAA 3 e 0.0
233 | 512-655 1-518 GACCCCCCCTCCCAAA 3 ﬁ‘_fﬁg?f)se'1 16742
234E | 1212 202-732 AGGGGGGGTCA 16 LNy > 0.0
236E | 207-386 1-220 TGAACCCCCCTCCC 10 (ELF”‘\‘I‘&%? 01 1e71%
?16459) 99E 78-440 1-99 TGACCCCCCCTCCCAAAACCAT 4 ﬁ?ﬁgj:’%%'?’ 4
ACTCACAACCAACACCACCCTCCACACCCCC
a37e | 1309450 1 540463 CACTCCTTATATTACACCAACCCCAATCGAACC | X ﬁ‘_LlZféz_?)M'M 16
TAGTCTTGGGAGGG
239E | 1-382 370-430 CCCCAATCGAACC 1 ﬁ‘r?;;tzfri?r;g %) 8e™®
57-190/215- | AACC/ ACACCAA/ AL731683.12
240E | 1-601184-219 | g7 AAACA 6 (MTCO3 pseudogene) | 9-0
243 | 241-315 1-258 TGAACCCCCCTCCCAAAA 1 ﬁfggé?ri?ﬁ‘; %) 3¢71%0
usg | 482641388 | 152252 TACACC/ « AL732374.14 05
505/815-932 | o01ao0" . | CTCCCAAG ACTAA (LINE-1)
f11 w1 | E 1-204 201-452 AACC X (ALL”Zf‘Ezf)M 14 1e¥
12E 1-278 275-344 CCCCA ATCGAACC 1 (BG@?:E)QF?&T - 3™
13E 1-278 275-438 AACC x ALT32374.14 5e3!

(LINE-1)
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AC120104 o
14E 1-283 280-321 AACC 12 ey le
16E 1-387 373-465 CCCTCCCA AGACTAA X (AL"”ZI%Z_?)”'M 3™

AL445426.20 o2
22E 142-424 1-147 TGAACG 1 (LNE 1, 1e

AC136499.2 -107
23E 381-667 1-387 AAGTTGA 19 ) 2e

AL359742.15 Ry
24E 40-323 1-55 TGAC CCCCCCTCCCAA 1 (ADPRT cone) 8e

67 AC068722.6 -108

oare) | 3%E 220-479 1-230 GAAGCCCCCTC 15 NS le
33E 297-574 1-315 GAACGCCCCTCCCA AAACC 9 ﬁﬁﬁ%ﬁg"“ ! 76146
34E 83-370 1-104 TGATGAAC GCCCCTCCCA AAAC 3 AC092059.2 3e®

(Indeterminado)
AC027369.8 55
36E 389-665 1-304 GAACGC NE) 2e

71 AC106787.2 w

(azzy | %E 1-277 250-386 TATATATTACACCAACCCCAA TCGAACC 5 (ndotomado) 6e
4E 1-274 262-488 CCCCAATCG AACC 8 ﬁ‘_?ﬁé?f)os'g 5e
6E 34-323 1-56 ACGGC CCCTCCCAAA 17 fﬁ’éﬁ )93'9 T
8E 266-552 1-283 ACGCTGACC CCCCCTCCC 4 Afﬂl:\?gj?'g’ 261

(aa7) | 3%E S roaz | 10 o1 | AACC/ TACACC ICCCTCCCAAGAC 21 8_'?,\?2_115)72'5 3

111-121/325- | 1-118/128- | TACACCAA/ AACC

39E 355/629- 332/335- CCAATCGAACC/ 8 ﬁ_fﬁé?f)?’?"s 6ol
742/842-948 | 635/732-849 | CCTCCCAAGAC

e | 121074 16-88/186- | GGTGTA/ N AL732374.14 2o 7
191/244-361 | 258/356-423 | TTAGTCTTGGGAGGG (LINE-1)

219 | 1-137 122-611 AACCCCAATCGAACC 1 f\L'],L'“g] >4 0.0

223E | 193-484 1-205 GACCGCCCCTCCC 1 (ALLlffE:f;’g'm 562

225E | 642-926 1-653 TGAAGGCCCCTC 4 ﬁgé‘_’f’)m 6 0.0

tast) | a7E | searias. | 1:260357- | TACACCA/ « AL732374.14 46T

o 687/784-1140 | CCCTCCC AAGACTAA (LINE-1)
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22-139/405-

1-27/125-

TACACC/

AL732374.14

48E 410/508- X
522/575-691 | ggoeer 1441 | CCCTCC CAAGACTAA (LINE-1)
1336 | 1-414 403-783 CCCTCCCA AGAC X ﬁ‘_LlZféz_?)”'M
AL732374.14
134E 1-603 600-755 AACC X (LINE-1)
AC012596.4
135E 1-263/371- 252-370/384- CCCAATCGAACC/ 7 (LINE-1)
402 531 CACCAACCCCAATCGAACC 12 AC084364.20
(LINE-2)
AC108104.2
136E 1-324/1261- 309-1275 CAACCCCAATCGAACC/ 5 (LINE-1)
1333 TTCGATTGGGGTTGG 12 AC084364.20
(Alu)
AC091858.2
140E 414-733 1-422 GAACCCCCC 5 (Indeterminado)
85 AL732374.14
(1434) 33E 1-380 366-671 CCCTCCCAAGACTAA X (LINE-1)
1-378/475- CCCTCCCAAGACTAA/ TGAGTACACCA/
34E 484/517- e 285 | CCCAATCGAACC/ CTCTCCCA X f\LLIL:"EZj)”-”
627/703-803
1-286/727- . e AC129664.7
205E 911 287-726 Non identified 4 (LINE-1)
200E | 1-73 71-247 GGGAGGGGGG GTC Lne 0
210E | 177-258 1-189 GACGCCCCCTCCC 2 6?32?11)79-3
AL138805.8
211E | 1-82 70-642 GGGAGGGGCCGTC 20 (CYPaaAT gene)
1-387/447- | 379-451/551- | 0CCTCCCAATACACC AL732374.14
212E 557/589- 597/606- TACACCAAC/ AACC X (LINE-1)
609/803-823 809/820-924
AC010682.3
214E 540-637 1-542 GA Y (LINE-1)
216E | 159-502 1-175 GA CCCCCCCTCC CAAAA 14 AL049776.3

(LINE-1)




