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RESUMO

A transferéncia de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi para o
genoma do hospedeiro tem repercussao na biologia evolutiva e na medicina. A este
respeito, a integragdo de minicirculos de kKDNA em varios loci do genoma de aves e
mamiferos implica em modificacbes genotipicas que estariam associadas com a
patogénese da doenga de Chagas. Nesse estudo, tal associagao foi comprovada no
modelo Gallus gallus, refratario ao T. cruzi. A inoculagdo de formas tripomastigotas
do T. cruzi via orificio sobre a bolha de ar do ovo fértil de aves congénicas de Praga
resultou na eclosao de pintos sem a infeccéo ativa, mas o kKDNA do protozoario ficou
retido no genoma. A reproducgédo das aves adultas kDNA-positivas gerou progénies
com as mutagdes. O mapeamento dos sitios de integracdo dos minicirculos de
kDNA feitos com a técnica tpTAIL-PCR revelou as mutacdes quimeras em multiplos
loci em varios cromossomos de células germinativas, no sémen e nos ovocitos das
aves. As integragcdes de kDNA ocorreram em loci preferenciais (hotspots), tais como
genes constitutivos e do metabolismo celular, e em elementos transponiveis. A
hipervariabilidade da sequéncia de nucleotideos dos minicirculos explica a imensa
diversidade das mutacdes de parentais e de progénies, porque gametas com
integracbes de kDNA diferentes geraram progénies com mutag¢des diferentes no
mesmo Jocus do genoma. Este tipo de heranga nao-Mendeliana favorece a
diversidade genética e contribui para a especiagao. A mobilizagdo dos minicirculos e
a recombinagédo das quimeras em outros sitios secundarios do genoma também foi
documentada. A topologia das integragdes do KDNA foi analisada nas quimeras
formadas nos genes da distrofina (NW_001471534.2) e da enzima malica
(NW_003763650.1). Verificou-se que na maioria desses casos a regidao variavel da
sequéncia era diferente ou se achava recombinada. Especificamente, o estudo
sugere que as integragdes frequentes do kDNA do T. cruzi nos genes da distrofina e
da enzima malica, modificando a fisiologia celular, podem ter um papel na

patogénese da doenca.

Palavras-chave: Gallus gallus, Trypanosoma cruzi, transferéncia génica horizontal,
transferéncia génica vertical, kDNA, herangca das mutagdes, distrofina, enzima

malica, patogénese, doenga de Chagas.



ABSTRACT

The transfer of the Trypanosoma cruzi kDNA minicircle sequences to the
host’s genome is considered important to the evolutionary biology and medicine. It
has been hypothesized that the integration of the minicircle sequences induces the
host’s genotype modifications that may be associated with the pathogenesis of
Chagas disease. In this study, the Gallus gallus chicken model system refractory to
the T. cruzi infections was used. The inoculation of T. cruzi trypomastigotes through
small orifice on the egg shell above the air chamber generated infection-free chicks,
which retained the protozoan kDNA minicircle in the genome. The vertical transfer of
the KDNA mutations was obtained by breeding kDNA-positive aves. The kDNA
chimeras were documented by the {pTAIL-PCR, and the minicircle integrations were
shown in several loci of germ line cells. The minicircle sequences integrated at
several hotspots in coding regions and in transposable elements. The highly diverse
minicircle sequences may explain the unlimited differences in the chimeras
documented in parental and progeny. The gametes harboring diverse kDNA
chimeras translated progeny with different patterns of mutation at single locus. This
non-Mendelian heritage favors the unbridled diversity that contributes to speciation.
The minicircle mobilization and chimera recombination was also documented. The
topology of the kDNA mutations were examined in the dystrophin (NW_001471534.2)
and in the malic enzyme (NW_003763650.1) genes. In these hotspots, the
differences among the minicircle variable regions may be the result of hitchhiking and
recombination at the secondary site. This study suggests that multiple kDNA
integrations in the dystrophin and in the malic enzyme genes, introducing
modification in the cell physiology, may be associated to the pathogenesis of Chagas

disease.

Key words: Gallus gallus, Trypanosoma cruzi, horizontal gene transfer, vertical gene
transfer, KDNA, mutation heritage, dystrophin, malic enzyime, pathogenesis, Chagas

disease.
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l. Introdugao

1) A Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, ou Tripanosomiase Americana, foi descrita pela
primeira vez em 1909, pelo médico Carlos Chagas. Seu trabalho identificou o inseto
vetor (Hemiptera: Triatominae), o protozoario Trypanosoma cruzi (agente etiolégico),
e seus principais sintomas (Chagas, 1909). Ela foi reconhecida pela Organizagao
Mundial de Saude como uma das 13 doencgas tropicais mais negligenciadas do
mundo (Rassi Jr e cols, 2010). A ocorréncia da doenga acontece principalmente na
América Latina, mas o aparecimento de infectados em regides ndao endémicas,
como Ameérica do Norte e Europa, tem crescido nas ultimas décadas (Tanowitz e
cols 2011; Coura e Vifias, 2010) (Figura 1). O numero de infectados em 2009,
segundo a Organizagdo Mundial de Saude, era de 10 milhdées (WHO, 2010).
Aproximadamente 100 milhdes de pessoas tém o risco de adquirir a infecgao (Biolo
e cols, 2010). Em 2001, 14 mil mortes foram atribuidas a infecgdo por T. cruzi
(Schmunis, 2007).

Figura 1. Rotas migratérias da América Latina e nimero estimado de infectados em

cada pais (Retirado de Coura e Vinas, 2010)

1.1) Formas de transmissao
A transmissao primaria do T. cruzi é feita pela contaminacdo do hospedeiro
com fezes de triatomineos das espécies Triatoma infestans, Rhodnius prolixus,

Panstrongylus megistus e varias outras que tém habitos hematéfagos (Barrett e

1



cols, 2003). Outras formas conhecidas de transmissédo incluem a ingestdo de
alimentos contaminados (Yoshida, 2008), transfusdo de sangue (Wendel, 2010) e
transplante de 6rgados contaminados (Ferraz e Figueiredo, 1993; Kun e cols, 2009).
A infeccado também pode ser adquirida congenitamente da mae para o feto (Bisio e
cols, 2011), e, ocasionalmente, por acidentes na manipulagéo do parasito, como em

hospitais e laboratorios de pesquisa (Herwaldt, 2001).

1.2) Manifestagoes Clinicas

As manifestagdes clinicas da doenga sao divididas em fase aguda e crénica,
formas indeterminada ou sintomatica. A fase aguda caracteriza-se por uma alta
parasitemia, sendo na maioria dos casos, assintomatica. Mas os casos agudos
sintomaticos (5%) cursam com febre, diarréia, dores musculares, sonoléncia,
disturbios respiratérios e cianose (Teixeira e cols, 2006). Nos casos sintomaticos
podem ser encontradas lesbes de porta de entrada do T. cruzi no hospedeiro
(chagoma de inoculagdo ou sinal de Romafa), quando a transmissdo é vetorial
(Figura 2). Os casos agudos graves podem apresentar miocardite,
hepatoesplenomegalia, adenopatia generalizada e edema (Coura e Borges-Pereira,
2010).

Apés a fase aguda, a doenca evolui para a fase crbnica, quando a
parasitemia torna-se subpatente, sendo rara a detecgao de ninhos de amastigotas
no coragao. A infecgdo crénica, na auséncia de manifestagao clinica, € sugerida pela
presencga de anticorpos anti T. cruzi (Bonney e Engman, 2008). Cerca de 70 a 85%
dos infectados permanecem com a infecgdo crénica sem manifestagao clinica
(Barrett e cols, 2003). Os 15 a 30% restantes desenvolvem a forma cardiaca e/ou
digestiva da doenca, algumas décadas apds a infeccédo inicial (Figura 2). Na
cardiomiopatia chagasica o coragdo aumenta de tamanho e surgem as arritmias e os
bloqueios atrioventriculares, tromboembolismo e a miocardipatia que antecipa a
insuficiéncia cardiaca, considerada a forma mais grave de manifestagdo da doencga
(Coura e Borges-Pereira, 2010; Rassi Jr e cols, 2012). A forma digestiva da doenga
esta associada a miosite e a destruicdo dos neurbnios dos plexos mioentéricos,
antecipando o desenvolvimento de megaeséfago e/ou megacélon (Coura e Borges-
Pereira, 2010).



Fase Aguda Fase Croénica

—_— —_ ——————

Parasitemia

A Tempo

Infeccao

Figura 2. Curso de evolugédo da parasitemia do T. cruzi no hospedeiro mamifero. Note a
diferenca do nivel da parasitemia nas fases aguda e cronica. Na fase inicial € comum
detectar formas tripomastigotas no sangue (A) e ninhos de amastigotas nos tecidos (B).
O sinal de Romana (C) pode aparecer nesta fase, indicando a porta de entrada do T.cruzi
pela transmissdo vetorial. A fase crénica, quando sintomatica, pode apresentar
cardiomegalia (D) e/ou megaesbéfago e megacodlon (E). (Adaptado de Neves, 2005.
Figuras: Barrett e cols, 2003 e Tanowitz, 2009)

1.3) Diagnéstico

Na fase aguda, o diagnédstico pode ser feito diretamente pela detecgao de
parasitos em esfregagos de sangue, em laminas coradas com Giemsa (Teixeira e
cols 2006, Machado e cols, 2012). Rotineiramente também sao feitos testes
soroldgicos para detecgao de imunoglobulina M, o anticorpo da fase aguda (Teixeira
e cols, 2006). No entanto, o teste com IgM sé é util nos dois primeiros meses da
infeccdo, e, a partir de entdo, a presenga do T. cruzi é sugerida pelo anticorpo da
classe IgG. O cultivo de amostras de sangue em meio de cultura também é usado,
mas sua aplicagao clinica esbarra na demora (usualmente semanas ou meses) para
se obter os resultados (Machado e cols, 2012).

Os testes soroldgicos que detectam IgG anti-T. cruzi sdo rotineiramente
empregados para identificar os portadores da infecgdo cronica. Hemaglutinagao

indireta, imunofluorescéncia indireta e ELISA sido exames com taxas elevadas de
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especificidade e sensibilidade (Barrett e cols, 2003; Teixeira e cols, 2006). No
entanto, podem ocorrer reagbes cruzadas com outros patégenos, por exemplo
Leishmania sp, Plasmodium sp, Mycobacterium tuberculosis, etc. (Teixeira e cols,
2006).

A técnica de reagao de polimerase em cadeia (PCR) é muito sensivel, e tem
sido utilizada para diagnosticar casos cronicos associados a imunodeficiéncia
(Machado e cols, 2012). Esta técnica requer padronizagéo correta e manutenc¢ao do
controle de qualidade do teste. Essas dificuldades e o alto custo limitam a
generalizagdo dos testes de PCR para o diagndstico, exceto em laboratérios

especializados (Teixeira e cols, 2006; Schijman, 2011).

1.4) Tratamento

O tratamento da doenga de Chagas envolve uma terapia especifica para o
parasito juntamente com tratamentos que visem uma melhora na sintomatologia
(Machado e cols, 2012). Nao existem tratamentos profilaticos nem vacina
(Salamanca-Dejour e cols, 2012).

As drogas tripanocidas nitroderivadas, que receberam nome comercial de
nifurtimox e benzonidazol, sado utilizadas para o tratamento das infeccbes
chagasicas desde as décadas de 1960 e 1970, respectivamente (Barrett e cols,
2003). Os efeitos colaterais destes agentes quimioterapicos incluem reacoes
colaterais adversas: anorexia, perda de peso, desconforto abdominal, nausea,
vémitos, leucopenia, neuropatias periféricas, e outras (Bern, 2011). Estas drogas
diminuem a parasitemia e podem até diminuir sintomas da infeccdo aguda, mas
nao erradicam o T. cruzi; a infecgao crbnica persiste e o paciente tratado pode ter
a doenca de Chagas (Cuervo e cols, 2010; Teixeira e cols, 2006). Estudo
aprofundado sobre a biologia e metabolismo do protozoario € necessario para
criar novas possibilidades de identificacdo de drogas efetivas para o tratamento
(Fidalgo e Gille, 2011).



2) O Trypanosoma cruzi

O agente etiolégico da doenca de Chagas é o protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) da ordem Kinetoplastida, cuja caracteristica
principal € a unica mitocéndria, rica em DNA, denominada cinetoplasto (Fidalgo e
Gille, 2011; Teixeira e cols, 2011b). O T. cruzi apresenta diferentes formas
evolutivas ao longo de seu ciclo de vida em hospedeiros invertebrado e
vertebrado. No hospedeiro invertebrado, a forma replicativa € a epimastigota
extracelular, cujo cinetoplasto se posiciona anteriormente ao nucleo, com o
flagelo livre emergindo da regiao anterior (Figura 3A). No hospedeiro vertebrado,
a forma replicativa € a amastigota intracelular, de formato arredondado e flagelo
bem reduzido (Figura 3B) (Neves, 2003; Teixeira D. e cols, 2011).

As formas tripomastigotas infectantes nao sao replicativas. O cinetoplasto
esta localizado na regiao posterior do corpo celular, de onde emerge o flagelo,
que se torna livre na extremidade anterior (Figura 3C) . Os tripomastigotas ficam
livres no intestino posterior do hospedeiro invertebrado (metaciclicos) e no

sangue de vertebrados mamiferos (Neves, 2003; Teixeira D. e cols, 2011).
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Figura 3. Formas evolutivas de T. cruzi definidas pela posi¢cao do flagelo e corpo basal do
cinetoplasto. (A) Epimastigota extracelular replicativa no intestino do inseto-vetor; (B)
Amastigota intracelular replicativa no hospedeiro vertebrado; (C) Tripomastigota. (Adaptado de

Docampo e cols, 2005).



2.1) Ciclo de Vida

O ciclo bioldgico do T. cruzi é heteroxénico com um estagio de vida no
hospedeiro vertebrado e outro no hospedeiro invertebrado (Neves, 2003). O
triatomineo ingere formas tripomastigotas ao se alimentar do sangue de
hospedeiros infectados (Figura 4). No intestino médio do inseto, as formas
tripomastigotas se transformam em epimastigotas e dividem-se por fissdo binaria.
No intestino posterior e reto, as epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicos que sao eliminados nas fezes do inseto, apds o repasto sanguineo
(Machado, 2012; Rassi Jr, 2010).

O mamifero se infecta quando as fezes contaminadas com o parasito
entram em contato com a mucosa oral, nasal, ou conjuntiva, ou ainda pelo orificio
produzido pelo ferrao do inseto na pele durante a picada. Uma vez no interior do
hospedeiro, a tripomastigota entra na célula hospedeira e se diferencia em
amastigota, iniciando ciclo de replicacao intracelular. Amastigotas diferenciam-se
em tripomastigotas, e rompem a célula hospedeira, sendo liberadas no meio
externo. Na corrente sanguinea, as tripomastigotas infectam outras células-alvo.
Qualquer célula nucleada de mamifero pode ser parasitada, particularmente
células do sistema reticuloendotelial, tecidos adiposo, muscular liso e estriado,
células endoteliais e células do sistema nervoso central e periférico. As
tripomastigotas livres no sangue sao ingeridas pelo inseto triatomineo, fazendo o
T. cruzi circular na natureza (Neves, 2003; Machado, 2012).

Centenas de espécies de mamiferos, pertencentes as ordens Artiodactyla,
Carnivora, Chiroptera, Didelphimorphia, Perissodactyla, Primates, Rodentia e
Xenarhra, servem como reservatorio natural do 7. cruzi. O individuo pode adquirir
a infeccdo ao ser picado por barbeiros que, anteriormente, fizeram repasto de

sangue em animais contaminados (Teixeira e cols, 2011b).
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Figura 4. Ciclo de vida simplificado do T. cruzi. O inseto vetor (em azul) ingere
formas tripomastigotas (D) de animais ou pessoas contaminados (regido verde). As
formas tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas (A) e replicam. No
intestino posterior do barbeiro ocorre diferenciagao para tripomastigota metaciclica
(B), principal forma infectante. No interior do hospedeiro vertebrado, o T. cruzi
diferencia-se em amastigotas intracelulares (C), que replicam nos tecidos. Os
amastigotas diferenciam-se novamente em tripomastigotas (D), que vao para a
corrente sanguinea. Essas tripomastigotas invadem células hospedeiras e
diferenciam as amastigotas, ou ainda podem ser ingeridas por um inseto vetor

durante o repasto sanguineo.

2.2) Cinetoplasto e kDNA

A Unica mitocbndria em tripanosomatideos tem estrutura peculiar quando
comparada com aquela de organismos multicelulares. Dependendo do ambiente e
dos recursos nutricionais disponiveis, a mitocéndria ocupa até 12% do volume
celular. O DNA mitocondrial esta contido numa estrutura incomum, conhecida como
cinetoplasto, que, no T. cruzi, possui uma estrutura lamelar, quase em espiral. Este
DNA é conhecido como kDNA. A posicdo do cinetoplasto relativamente ao nucleo
varia dependendo do estagio de diferenciacédo. Mas geralmente se localiza perto do
corpusculo basal, ao qual esta fisicamente ligado por um conjunto de filamentos

(Fidalgo e cols, 2011; Souza e cols, 2009; Teixeira e cols, 2011b).



O kDNA do T. cruzi alcanga até 30% do DNA total da célula (Fidalgo e cols,
2011; Souza e cols, 2009), incluindo duas classes de moléculas circulares de
tamanhos diferentes, conhecidas como maxicirculos e minicirculos. Existe cerca de
50 cépias de maxicirculos, com um tamanho entre 20 e 40 kb, e cerca de 15000
cbpias de minicirculos, com um tamanho médio de 1,4 kb. Os maxicirculos sao
estruturalmente e funcionalmente analogos ao DNA mitocondrial de eucariotos
superiores, e codificam RNAr e subunidades dos complexos respiratérios citocromo
b, citocromo oxidase, adenosina trifosfato sintase, e unidades da NADH
dehidrogenase (Fidalgo e cols, 2011; Souza e cols, 2009; Teixeira e cols, 2011b).

Os minicirculos codificam RNAs guias (gRNAs) que modificam os transcritos
do maxicirculo por meio de inser¢cao ou delecao de uridina, num processo conhecido
como editoragdo de RNA (Souza e cols, 2009; Teixeira e cols, 2011b). O minicirculo
€ composto de quatro regides conservadas e quatro hipervariaveis, interespagadas
(Figura 5A). A regido conservada possui blocos (CSB1, CSB2, CSB3) de sequéncias
ricas em citosina e adenina (CA-rich), que sédo funcionalmente associadas ao sitio de
origem de replicagao, transcrigdo, recombinacéo, e de mediagao da transferéncia de
kKDNA ao genoma do hospedeiro. A amplificagdo da regido variavel dos minicirculos
geram fragmentos com cerca de 330 pb, enquanto que a amplificagdo da regiao
conservada geram fragmentos de 120 pb (Teixeira e cols, 2011b; Junqueira e cols,
2005; Shapiro e Englund, 1995). Interessantemente, blocos CA-rich também sao
encontrados na regido variavel dos minicirculos.

Os minicirculos e os maxicirculos estdo organizados no cinetoplasto de forma
concatenada, formando uma rede (Figura 5B e 5D). A decatenacgéo da rede pode ser
feita pela enzima topoisomerase Il, pela qual os maxicirculos e minicirculos podem
ser linearizados (Figura 5C). In vivo, a rede permanece compactada na matriz
mitocondrial em formato de disco (Figura 5E). (Shapiro e Englund, 1995; Liu e cols,
2005).



Figura 5. DNA do cinetoplasto (kDNA). A) Esquema onde as quatro regides conservadas do
minicirculo de kDNA de T. cruzi aparece na cor azul escuro e as quatro regides variaveis em
azul claro. B) Micrografia eletronica de uma rede intacta de KDNA de Crithidia fasciculata,
onde sdo vistas algas de minicirculos, e maxicirculos em longos fios (seta). C) Rede
decatenada pela topoisomerase I, mostrando minicirculos isolados e Unico maxicirculo (seta).
D) Esquema com segmento da rede de kDNA de C. Fasciculata, onde os minicirculos estao
dispostos num plano topologicamente ligado em trés unidades. E) Idem, de segmento do
disco do cinetoplasto, onde in vivo cada minicirculo situa-se perpendicularmente ao plano.
(Adaptado de Liu e cols, 2005 e Shapiro e Englund, 1995)

A replicagcao do kDNA ocorre durante periodo proximo a fase S da replicacéo
celular, e depende do conjunto de proteinas que s&o agregadas ao disco de KDNA
no inicio da divisdo e desagregadas quando o ciclo se completa. Como o anel de
DNA esta interligado a outros anéis, para que eles possam se replicar € necessaria
a liberacdo dos minicirculos da rede pela atividade da topoisomerase Il. A
decatenacgéo é feita gradativamente e durante a fase S centenas de minicirculos
liberados iniciam a replicagdo. Os minicirculos recém-sintetizados ficam ligados a
rede também pela mediacdo da topoisomerase Il. A duplicagdo de minicirculos é
interrompida quando se completa a rede. Isto significa que cada unidade é replicada

uma soé vez (Liu e cols, 2005; Shapiro e Englund, 1995).



3) A patogenia da doenc¢a de Chagas

Os mecanismos patogénicos da doengca de Chagas ainda ndo foram
completamente elucidados, pois 0 assunto € controverso. Ao longo dos anos, foram
propostas explicagcdes para o dano cardiaco e de outros tecidos em pacientes
chagasicos, entre elas a persisténcia do parasito e a autoimunidade (Teixeira e cols,
2006). Durante a cardiomiopatia da fase cronica, observa-se hipertrofia das fibras do
miocardio e dilatacdo das cavidades, com formacdo de trombos, fibrose e
afinamento do apice do ventriculo esquerdo (Coura e Borges-Pereira, 2010). Nas
lesdes € comum encontrar uma grande quantidade de células do sistema imune no
tecido cardiaco, principalmente linfécitos T CD4+ e T CD8+ (Rassi Jr e cols, 2010).
O infiltrado imunolégico pode ser visto como resposta contra o parasito. Tal resposta
certamente depende da genética do hospedeiro, visto que alguns desenvolvem a
doencga, outros ndo (Bonney e Engman, 2008; Gutierrez e cols, 2009; Teixeira e
cols, 2011b).

3.1) Persisténcia do Parasito

A teoria da persisténcia do parasito, descrita inicialmente em 1911 por Gaspar
Vianna (Coura e Borges-Pereira, 2010), sugere que o parasito tem papel ativo na
indugdo da patologia, a medida que promove ruptura mecéanica das células
parasitadas e o desenvolvimento da doenga (Tarleton e Zhang, 1999; Gutierrez e
cols, 2009). A inflamagao crbnica seria um mecanismo de reparo para diminuir o
dano produzido pelo parasito, ao romper a célula hospedeira (Torres, 1930).

Um obstaculo para a aceitacdo desta teoria € o fato de o processo
inflamatorio raramente ocorrer em proximidade fisica com os ninhos de amastigotas
no tecido lesado (Bonney e Engman, 2008). Os defensores da teoria da persisténcia,
no entanto, afirmam que apesar do parasito raramente ser encontrado pelas
técnicas histoldgicas, a presenca tem sido detectada com técnicas mais sensiveis,
tais como PCR ou imunohistoquimica (Gutierrez, 1999, Junqueira e cols, 2010).
Todavia, a necessidade de técnicas muito sensiveis demonstra a escassez de

formas do parasito nos tecidos lesados.

10



3.2) Autoimunidade

A auséncia de ninhos de amastigotas nas regides do infiltrado inflamatério
durante a fase crbénica, a presenca de células auto-reativas e autoanticorpos, e a
interagéo citotoxica entre linfécitos sensibilizados com T. cruzi e células cardiacas
alogénicas nao parasitadas sdo os elementos que levaram a validagao da teoria da
autoimunidade da doenga de Chagas (Santos-Buch e Teixeira, 1974; Teixeira e cols,
2006; Bonney e Engman, 2008).

A teoria da autoimunidade foi levada ao conhecimento quando se demonstrou
que linfécitos de coelhos infectados com T. cruzi reagem contra fibras cardiacas
saudaveis de fetos de coelho nao-infectado (Santos-Buch e Teixeira, 1974). Desde
entdo, inumeras pesquisas sobre autoimunidade revelam outros possiveis
mecanismos de destruicdo do coragcédo na doenga de Chagas experimental.

Ainda néo se sabe exatamente quando a autoimunidade se inicia na doenca.
Uma possibilidade € ela ser induzida logo no contato inicial com o parasito, durante
a fase aguda. Anticorpos contra miosina, actina e laminina podem ser detectados na
fase aguda da doenga (Leon e Engman, 2001). No entanto, como 95% dos
pacientes na fase aguda sdo assintomaticos, € possivel que a autoimunidade se
desdobre mais tardiamente, durante a fase crénica, ou ainda ha a possibilidade de
que, durante a fase aguda, a autoimunidade seja subclinica, e que, s6 depois na
fase cronica ela possua um potencial patogénico (Teixeira e cols, 2011b). E possivel
que uma inflamagédo crbnica persistente seja necessaria para a estimulagéo e
expansao de células auto-reativas, ao superar o limiar do dano cardiaco ou produzir
um ambiente inflamatoério adequado (Leon e Engman, 2000).

Vaérios estudos sugerem que o mecanismo de autoimunidade na doenga de
Chagas seria desencadeado por antigenos de reagao cruzada. Isto significa que
poucos aminoacidos numa protéina (epitopo) do coragdo teria a mesma
configuragdo em outra proteina no T. cruzi. Entdo, ao reagir contra o antigeno do
parasito, os linfécitos imunes destruiriam também aquele epitopo cardiaco. Diversos
antigenos do T. cruzi tém sido apontados como possiveis indutores de uma resposta
especifica contra proteinas de mamiferos (Bonney e Engman, 2008). E o caso da
proteina B13 do protozoario, dos antigenos Cha, cruzipaina e calreticulina, que
podem levar a uma reagao cruzada contra a miosina, e outras proteinas do

hospedeiro (Teixeira e cols, 2011b).
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Adicionalmente ao mimetismo molecular, pode ocorrer ativagdo policlonal,
ativagao de células bystander, e disseminagao do epitopo para potenciar a reagéo. A
ativagdo policlonal levaria a patologia ao estimular uma proliferagdo intensa de
linfécitos auto-reativos ndo deletados no timo. Varios antigenos de T. cruzi podem
estimular a proliferacdo de células T e B sem que haja especificidade para os
antigenos indutores (Bonney e Engman, 2008). O mecanismo de ativagdo bystander
afirma que o proprio ambiente inflamatério (rico em citocinas, 6xido nitrico e
quimiocinas) induz a ativagédo de linfécitos autoreativos, e que a miocitdlise libera
proteinas da célula hospedeira, expondo auto-antigenos (Leon e Engman, 2001;
Bonney e Engman, 2008).

O epitopo criptico € aquele antigeno que normalmente ndo é apresentado as
células imunes na vigéncia da tolerancia central e periférica. Durante a infecgédo por
T. cruzi, os antigenos cripticos sao apresentados, e isso leva a ativagao de linfécitos
quando ocorre a ruptura da tolerancia, gerando a autoimunidade (Leon e Engman,
2001; Bonney e Engman, 2008). Por fim, a disseminagcédo do epitopo sugere que o
auto-antigeno que leva a autoimunidade pode ndo ser o mesmo auto-antigeno
envolvido no desenvolvimento da doenca. A autoimunidade contra um epitopo pode
causar dano tecidual, pela liberagdo de outros auto-antigenos, inclusive os que se
forma de novo pela atividade de enzimas proteoliticas (Bonney e Engman, 2008).

Embora esses mecanismos tenham sido propostos e existam inumeras
evidéncias para explica-los, ainda ndo se tem comprovado o que levaria exatamente
a ativacao dos linfocitos autoreativos e a destruicao das fibras cardiacas. Que
autoanticorpos sado formados, n&o se questiona, mas sao necessarios muitos
estudos para se afirmar que sado significativos na patogénese (Tarleton e Zhang,
1999; Lescure e cols, 2010; Teixeira e cols, 2011b).

Muitas questdes ficam sem respostas, e uma hipétese para explicar a origem
da autoimunidade na doenga de Chagas sugere que sua patogénese esta
relacionada as mutacdes resultantes de transferéncia horizontal de DNA do parasito

para o hospedeiro (Teixeira e cols, 2006).
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3.2.1) O papel do kDNA

A possibilidade de trocas genéticas entre o parasito e o hospedeiro foi
sugerida, inicialmente, pelas técnicas de citogenética e hibridizagao in situ, quando
foi possivel detectar a presenga de minicirculos de KDNA de T.cruzi no genoma de
células do hospedeiro (Teixeira e cols, 1991; Teixeira e cols, 1994). Em seguida as
técnicas PCR com primers especificos e Southern blot e hibridizacdo com sonda de
KDNA mostraram a aquisicdo do kDNA do parasito em humanos e em modelos
animais (Simdes-Barbosa, 1999; Teixeira e cols, 2006; Hecht e cols, 2010; Teixeira
e cols, 2011a; Teixeira e cols, 2011b).

Os estudos mostraram que o KDNA possui um sitio preferencial de integragao
no genoma de humanos, que é o elemento retrotransponivel LINE-1 (Hecht e cols,
2010). A adaptagdo da técnica de TAIL-PCR (Liu e Whittier, 1995), utilizando-se
primers especificos (chamada de (pTAIL-PCR), seguida de sequenciamento,
permitiu obter varias sequéncias quimeras hospedeiro-kDNA (Hecht e cols, 2010),

como mostra a Figura 6.
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Figura 6. Fragmentos truncados de minicirculos na coépia de LINE-1 do cromossomo Y. A
regiao conservada (azul escuro) seguida de regiao variavel truncada (azul claro) aparece nos
flancos do LINE 1 (verde) do clone C. Retirado de Hecht e cols, 2010.

Acredita-se que a integragdo do DNA exdgeno pode ter um papel na
patogénese da doencga. A investigagdo em linhagem de macréfagos evidenciou que
a integracao de KDNA pode alterar sua expressado génica (Simbes-Barbosa, 1999).

Ademais, foram encontrados integra¢cdes de kDNA em /oci especificos que codificam
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proteinas com fung¢des importantes, tais como genes que codificam MHC de classe
1 (Hecht e cols, 2010), e também foram detectados knockouts putativos de genes
em casos com manifestacdo evidente da doenca. Por exemplo, os genes PARP-1
(poliADP-ribose polimerase 1), CLECS (codificador de lectina tipo C ou dominio
semelhante a lectina tipo C — CTL/CTLD), proteina quinase C, e outros (Hecht e
cols, 2010) tiveram ruptura das fases de leitura aberta (ORFs). Diante da evidéncia,
foi postulado que cada locus afetado pela integracdo de kDNA adquire uma
importancia patofisioldgica distinta. A transferéncia lateral de kDNA poderia portanto
desencadear a patologia autoimune (Teixeira e cols, 2011b).

Foi proposto entdo que a autoimunidade na doengca de Chagas poderia
acontecer pelos seguintes intermediarios: i) acumulagado gradual de sequéncias de
KDNA integradas nas células somaticas; ii) ruptura de ORFs de genes importantes
na regulagdo do crescimento e diferenciacao celular; jij) alteracdo dos genes das
respostas imunes. Em consequéncia, o dano cardiaco produzido pelos infiltrados
linfociticos e lise das células alvo parece depender da proliferacdo clonal de
linfécitos que aderem e rejeitam células cardiacas. De interesse, a inexisténcia de
anticorpos contra antigenos de transcritos quimeras sugeriu que a patogénese da
autoimunidade na doenga de Chagas seja antigeno-independente (Teixeira e cols,
2011b).

Um grande avango no estudo do efeito destas integragdes foi a utilizagcao de
de um modelo refratario ao T. cruzi, eliminando-se de uma vez a possibilidade de
uma infecgao criptica. Desta forma, foi possivel descartar a presenca do parasito na
patogénese da doenga de Chagas, visto que aves com mutagdo de kDNA adquiridas
na fase embrionaria adquirem sintomas cardiacos semelhantes aos do chagasico

humano (Teixeira e cols, 2011a).

4) A transferéncia génica horizontal (TGH)

Transferéncia génica horizontal € a passagem e incorporacédo de material
genético de uma espécie em outra (Andersson, 2009). Este fenbmeno é um
importante fator na evolugdo do genoma, por meio do qual foi possivel criar
quimeras gendémicas (Andersson, 2009; Thomas, e cols, 2010). A aquisicéo lateral
de genes pode representar vantagem adaptativa. Os genes adquiridos podem
conferir novas fungdes metabdlicas. Um exemplo é a presenga da enzima glicosil

hidrolase, que degrada celulose, presente tanto em fungos como em bactérias que
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colonizam o rumen. Esta vantagem teria sido decorrente da transferéncia do gene
da glicosil hidrolase para individuos de espécies filogeneticamente distantes que
compartilham o mesmo nicho ecoldgico. Outro exemplo € a respiragdo anaerobica
dos cinetoplastidas, que teria adquirido o gene da dihidroorotato dehidrogenase de
procariotos, e isto teria feito com que a enzima se tornasse independente da
membrana mitocondrial (Andersson, 2009). H& muito tempo o pensamento dos
cientistas tentam explicar seus achados de genes redundantes em espécies
diferentes pela evolugédo convergente. A TGH possivelmente € um dos mecanismos
que explicam este fenémeno (Wallau e cols, 2012).

As primeiras evidéncias de TGH foram encontradas no genoma de
procariotos, e tais eventos tém sido estudados com certa frequéncia. De fato, a
maioria das bactérias realizam trocas de DNA entre si (Alberts e cols, 2004; Gilbert e
cols, 2010b). Muitos casos de transferéncia génica horizontal de procariotos para
eucariotos ja foram descritos, mas ainda existem poucos casos na literatura de TGH
entre eucariotos, especialmente os multicelulares (Keeling e Palmer, 2008). Em
Fungi, foram detectadas trocas de DNA entre membros do reino. Acredita-se que
transferéncias de DNA de eucarioto para eucarioto foram até aqui subestimadas, e
que os procedimentos de rastreamento dessas transferéncias privilegiaram os
procariotos (Andersson, 2009).

Por algum tempo, a TGH em eucariotos era considerada inexistente ou entéo
um evento raro, tendo sido demostrada apenas no caso de genes (Thomas e cols,
2010; Wallau e cols, 2012). No entanto, surgem cada vez mais evidéncias que um
tipo particular de transferéncia horizontal, a mediada por elementos transponiveis, é
um processo muito difundido entre os eucariotos (Thomas e cols, 2010).

A maior parte do genoma dos organismos multicelulares é constituida de DNA
sem funcdo génica, em grande parte proveniente da atividade replicativa de
elementos transponiveis (Gilbert e cols, 2010b). Os elementos transponiveis sao
segmentos de material genético capazes de se mobilizar e de replicar no genoma do
hospedeiro, via diversos mecanismos. Sua mobilidade e multiplicacdo sdo a base de
varios processos de plasticidade génomica, representando uma abundante fonte de
variagao e inovacao genética. E essa capacidade inerente de replicar e integrar no
genoma permite que os elementos transponiveis sejam sitios privilegiados para
eventos de TGH (Gilbert e cols, 2010b; Thomas e cols, 2010). Tal atividade tem sido

proposta como uma parte essencial do ciclo de vida de alguns transposons, por
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permitir que o elemento “DNA parasita” colonize novos genomas, onde tem a
persisténcia assegurada pelos mecanismos intrinsecos de replicagédo (Thomas e
cols, 2010; Wallau, 2012).

A forma como o elemento transponivel atravessa barreiras celulares para se
integrar em outro genoma ainda n&o esta completamente elucidada. Provavelmente,
as relagbes parasita-hospedeiro podem facilitar a transferéncia horizontal (Gilbert e
cols, 2010b), e a incorporagédo de DNA pode ocorrer via fagocitose ou transdugao
viral (Andersson, 2009). Existem evidéncias de que elementos transponiveis de
diferentes vertebrados estdo presentes no genoma do inseto hematdfago
transmissor da doenga de Chagas, Rhodnius prolixus, sugerindo uma troca de DNA
entre estes animais, de maneira direta, ou por meio de intermediarios virais ou
tripanossomas (Gilbert e cols, 2010a; Gilbert e cols, 2010b). Ja foi detectado
também elemento transponivel OC1 (OposCharlie1) capaz de infiltrar nas células
germinativas de diversos mamiferos (Gilbert e cols, 2010a). O proprio DNA
mitocondrial (kDNA) do T. cruzi ja foi encontrado em hospedeiros, como dito
anteriormente (Hecht e cols, 2010).

Alguns autores propdem que a propensdo a uma transferéncia horizontal
depende do mecanismo de replicagdo dos transposons (Thomas e cols, 2010).
Mesmo assim, a bibliografia apresenta exemplos de TGH que envolvem os
principais tipos de elementos transponiveis (Gilbert e cols, 2010b).

Os elementos transponiveis podem ser classificados com base no seu
mecanismo de locomog¢ao no genoma. Se eles se movem via um intermediario de
RNA séao classificados como de classe 1, e se eles se movem via um intermediario
de DNA, sao classificados como de classe 2 (Thomas e cols, 2010). Os de classe 2
sdo 0 mais antigo grupo de transposons presente em todos os reinos. Sao divididos
em duas subclasses: a primeira sdo aqueles chamados “corta e cola” e a segunda
compreende transposons circulares, chamados Helitrons, e transposons que se
auto-sintetizam, chamados Maverick ou Polintons (Thomas MC e cols, 2010). Ainda
nao foram identificados transposons de DNA ativos no genoma de mamiferos
(Goodier e Kazazian, 2008). A maioria dos transposons exégenos em mamiferos
codificam uma enzima transposase que facilita a insercdo no sitio especifico
(Thomas MC e cols, 2010).

Os elementos transponiveis de classe 1 necessitam da transcri¢cao reversa de

um RNA intermediario para inserir o DNA complementar em um novo sitio do
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genoma, movimento conhecido como “copia e cola”. S&o por isso também
chamados de retrotransposons (Goodier e Kazazian, 2008; Thomas MC e cols,
2010).

4.1) Os retrotransposons

Os eucariotos possuem mais genes de transcriptase reversa do que genes
para qualquer outra proteina codante (Finnegan, 2012). Os elementos que contem
esses genes de transcriptase reversa sao chamados de retrotransposons. Eles
podem ser divididos em dois tipos principais, de acordo com a estrutura da
sequéncia de DNA e mecanismo de transposicao: os “semelhantes a virus”, com
longas repeti¢cdes terminais (LTR); e os retrotransposons “ndo retrovirais”, ou nao-
LTR (Alberts e cols, 2002; Goodier e Kazazian, 2008). Os retrotransposons podem
ser autbnomos, ou seja, promover sua propria replicagéo, e nao autbnomos, que sao
aqueles que nao possuem proteinas replicativas, logo dependem de um elemento
autbnomo para se propagar (Goodier e Kazazian, 2008).

Os retrotransposons LTR, além das extremidades repetitivas, possuem em
sua estrutura pelo menos duas fases de leitura aberta (ORFs), que codificam
proteinas semelhantes as proteinas gag e pol dos retrovirus, cujos produtos formam
0 “nucleo” do virion, com duas copias do RNA gendmico associadas com
transcriptase reversa, RNAseH, integrase e RNA transportador pareado que ira ser o
primer para a transcri¢cao reversa. Alguns retrotransposons LTR possuem uma outra
fase de leitura aberta que possui um gene semelhante ao env viral, compondo um
envelope formado pela membrana celular e proteinas codificadas Alguns autores
afirmam que elementos que possuem o gene env (presentes em alguns parasitas
como Ascaris lumbricoides e Schistosoma mansoni) sao capazes de entrar na célula
do hospedeiro (Thomas MC, 2010; Finnegan, 2012).

A transcricdo dos retrotransposons LTR comega em uma extremidade
repetitiva e termina na outra. O RNAm é levado ao citoplasma onde ocorre sua
traducdo e a formacdo de uma particula semelhante a virus. Por meio da
transcriptase reversa, o RNA é convertido em DNA, formando uma dupla fita com
extremidades LTR. Com a ajuda das proteinas virais, ele chega ao nucleo e é
integrado ao sitio alvo pela enzima integrase (Thomas MC, 2010; Finnegan, 2012).

Os retrotransposons nao-LTR, como o proprio nome diz, ndo possuem longas

regides repetitivas nas extremidades de suas sequéncias. Mas estes elementos sao
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flanqueados por duplicagbes diretas de 5 a 20 nucleotideos em sua extenséo
(Thomas MC, 2010). Os dois maiores grupos de retrotransposons ndo-LTR em
mamiferos sdo os LINEs (elementos repetitivos longos) e os SINEs (elementos
repetitivos curtos). Os LINEs possuem em sua estrutura duas fases de leitura aberta
(ORFs): a primeira codifica uma proteina ligante ao RNA e a segunda codifica uma
nuclease, uma transcriptase reversa e, em alguns casos, um dominio RNAse H. Em
sua extremidade 3’, € possivel distinguir uma cauda poli-A (Goodier e Kazazian,
2008; Finnegan, 2012). Os SINEs também possuem uma extremidade poli-A, mas
nao podem promover sua propria replicagdo, sendo portanto ndo autébnomos.
Possuem em sua estrutura um promotor para a RNA polimerase lll, e sua regiao
central podem conter sequéncias altamente variaveis (Thomas MC, 2010; Finnegan,
2012).

Estudos demonstram que a retrotransposicdo de elementos LINE1 ocorre em
sua maioria durante o desenvolvimento embriolégico, e apenas uma pequena
porcao ocorre em células germinativas e € herdavel (Kano e cols, 2009).

O mecanismo de replicagao dos retrotransposons nao-LTR, em especial dos
LINEs, envolve a transcricdo de sua sequéncia, e o RNA resultante é o intermediario
da transposi¢cado que codifica as proteinas requeridas. Em geral, o sitio preferencial
de integracdo no genoma é rico em A/T. A cauda poli-A do RNA proveniente do
LINE se liga as timidinas da fita do DNA cromossomal por microhomologia, que foi
cortado por uma nuclease. A transcriptase reversa inicia assim a sintese de DNA, e
a segunda fita é feita a partir da outra extremidade do cromossomo cortado.
Enzimas de reparo finalizam a integracao (Finnegan, 2012; Kajikawa e cols, 2012). A
Figura 7 representa o mecanismo de integracao de LINE.

E possivel deduzir qual o mecanismo de integracdo a partir das
caracteristicas estruturais das sequéncias dos LINEs. A posi¢cao onde a segunda fita
de DNA é quebrada para se obter a integragao definira o tipo de alteragao no sitio
alvo. Por exemplo, se a clivagem da segunda fita ocorre a jusante da clivagem da
primeira fita, tem-se uma duplicagcédo do sitio alvo. Se a clivagem ocorre no mesmo
sitio para ambas as fitas, tem-se uma juncédo de extremidade cega, e se ocorrer a
montante, surge um sitio alvo truncado (Kajikawa e cols, 2012). Estes mecanismos
de juncédo estdo resumidos na Figura 8. Tendo isto como base, Kajikawa e cols
(2012) demonstram ser possivel deduzir o mecanismo de integracdo observando-se

as sequéncias LINEs.
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Figura 7. Mecanismo de integracdo de LINE. (1) O RNA intermediario da transposi¢édo
(marrom), junto com a transcriptase reversa e uma nuclease associa-se a uma regiao do cromossomo
(preto) rica em A/T. A nuclease provoca uma quebra de simples fita adjacente a uma série de
timidinas, (2) e isso permite o pareamento da cauda poli-A do RNA a fita de DNA quebrada. (3) A
transcriptase reversa sintetiza uma fita de DNA (azul). (4) A nuclease faz uma quebra na fita
cromossomal oposta, alguns nucleotideos de distancia. (5) O RNA molde é removido pela RNAse H,
(6) permitindo a sintese da segunda fita de DNA. (7) Enzimas do sistema de reparo completam a
integracdo. Adaptado de Finnegan, 2012.
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Figura 8. Esquema das alteragdes no sitio alvo mediante integragdo de LINE no DNA
hospedeiro. A) Se a clivagem da segunda fita ocorrer a jusante da primeira, as
extremidades da dupla fita tera uma saliéncia 3’, levando a uma duplicagdo do sitio
alvo. B) Se a clivagem ocorrer no mesmo sitio da primeira fita, sera gerado uma ponta
cega, e o resultado sera uma jungédo de extremidade cega. C) Se a segunda fita for
clivada a montante da primeira, a extremidade tera uma saliéncia 5', resultando num

sitio alvo truncado (Adaptado de Kajikawa e cols, 2012).

Retrotransposons tém contribuido para a evolugdo de genomas de formas
que vao muito além de simplesmente aumentar o tamanho do genoma. Eles
inativam genes inserindo-se neles, mudam a expressao génica ao separar um gene
de uma sequéncia regulatéria, altera os produtos génicos ao alterar o padrao de
splicing do RNA, permite um rearranjo genémico de alta escala por atuar como sitio

de recombinac&o ndo-homdloga, dentre muitas outras fungdes (Finnegan, 2012).
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5) A transferéncia génica vertical (TGV)

A transferéncia génica vertical € a base para o darwinismo classico, ou seja, a
transmissdo de caracteres por meio da hereditariedade gera descendentes
modificados e evolugao (Darwin, 1859). A hereditariedade implica que a informagao
adquirida € de uma geragao a outra (Thaler, 2009). Hoje se sabe que o0 genoma dos
eucariotos ndo é formado apenas de caracteres herdados, mas € uma combinacao
da transmisséao vertical (de pai para filho) e lateral (trans-espécie), como descrito no
topico anterior (Katz, 2002).

Quando se fala em heranca, existem pesquisadores que tém pensado em
algo além da simples transmissdo de informagédo genética. Enquanto a TGH
transfere apenas DNA, a herancga vertical implica em transmissdo de DNA cuja
funcionalidade depende de regulacdo pelas proteinas do citoplasma em
conformidade com a estrutura das sequéncias. Alguns cientistas afirmam que a
viabilidade e a funcdo de alguns cromossomos vai diferir dependendo do tipo
filogenético de citoplasma em que estado inseridos. Esta hipotese limita a capacidade
de qualquer sequéncia de DNA reprogramar uma célula por inteiro, ou seja, a
informacgéo tera resultados diferentes em sistemas diferentes, por ter diferentes
matérias-primas (Thaler, 2009). Em organismos separados, cada gene esta livre
para desenvolver fungdes bioquimicas diferentes. A abrangéncia da fungédo de um
gene pode expandir para a inclusdo de atividades adicionais ou de fungédo de outro
gene quando tais fungdes forem criticas para o organismo (Gogarten e cols, 2002).

Toda variagao fenotipica para ter uma influéncia na evolugédo dos organismos
precisa ser herdavel (Griffiths e cols, 2000). Muitas mutag¢des tém a tendéncia de
reduzir a capacidade do individuo em gerar descendentes, dessa forma, genes
prejudiciais tendem a ser eliminados da populagdo e apenas os variantes mais
favoraveis permanecem (Mossey, 1999).

Além disso, mutagdes genéticas sé sdo transmitidas para a geragao seguinte
se contidas na linhagem de células germinativas (Strachan e cols, 1999). Mutagbes
que ocorrem apos a fertilizacao so irdo afetar uma determinada proporcao de células
do individuo, levando ao mosaicismo. Se estas mutagdes ocorrerem em células
somaticas, a progénie do individuo nao ficara comprometida. Mutagdes em células
somaticas podem trazer risco ao portador, provocando uma proliferacdo
descontrolada de células mutantes, levando a um cancer, ou que ocorrendo em um

estagio inicial de desenvolvimento do embrido produza alteragées nas células
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mutadas, que podem ou n&o ser incompativeis com a sobrevivéncia (Mossey, 1999;
Strachan e cols, 1999). Muta¢des somaticas em individuos adultos também podem
levar ao aparecimento de doenga autoimune (Goodnow, 2007)

A variacdo genética pode ser observada em dois niveis diferentes. As
caracteristicas genéticas mais simples, que sdo aquelas cujo gendétipo € expresso
em um unico locus, em geral, adquirem um padrao mendeliano de heranga, e as
frequéncias génicas podem ser estimadas. Nesses casos, € possivel detectar mais
facilmente caracteres dominantes e recessivos (Mossey, 1999; Strachan e cols,
1999). Existem também caracteristicas que s&o descritas como ndo mendelianas.
Estas em geral dependem de varios loci genéticos, da penetrancia dos genes
envolvidos nos diferentes individuos, da epigenética e da condigdo ambiental.
Também pode ocorrer heranca ndao mendeliana como resultado de uma nova
mutacado, por mosaicismo nas gbonadas no parental (Heyningen e Yeyati, 2004).

A penetrancia refere-se a frequéncia com que a pessoa manifesta a
caracteristica presente em seu gendétipo. Muitas vezes uma caracteristica dominante
nao € expressa em um individuo ou em uma populagdo. As caracteristicas
genéticas, para serem manifestas, dependem de uma série de fatores, entre eles o
background genético, o ambiente, estilo de vida, e, em alguns casos, a idade.
(Strachan e cols, 1999).

E necessario salientar que nem todas as caracteristicas fenotipicas sdo
definidas por sequéncias codantes (Strachan e cols, 1999). A distrofia muscular
fascio-scapulo-humoral, por exemplo, esta associada a pequenas delecdes na
regido microssatélite no cromossomo 4q35. Alguns autores afirmam que a mutagao
nesta regido pode modificar a regulacdo dos genes proximos, levando a uma
cascata de desregulagbes em diferentes estagios do desenvolvimento muscular
(Broucgsault e cols, 2013).

E possivel também ocorrer variacdes genéticas substanciais sem nenhuma
alteragcdo morfolégica. Sdo os chamados caracteres canalizados, que apresentam
diferentes gendtipos para um mesmo fendtipo em uma variedade de ambientes
comuns para as espécies. As diferengcas genéticas s6 sédo reveladas se os
organismos forem colocados em um ambiente estressante, ou se uma mutacao
pressionar o desenvolvimento (Griffiths e cols, 2000).

Nem sempre fendtipos iguais correspondem a gendtipos iguais. Muitas

caracteristicas séo resultados de uma via complexa, e uma falha em qualquer ponto
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desta via pode gerar um fendtipo alterado. Caracteristicas assim possuem
heterogeneidade de locus. Isso € claro quando pais com alguma caracteristica
recessiva tém filhos fenotipicamente normais, como no exemplo da surdez
congénita. Este evento € chamado de complementagéo, e ocorre porque 0s pais
carregam mutag¢des em Joci diferentes. (Strachan e cols, 1999).

Além da heterogeneidade de locus, mutagdes diferentes em um mesmo locus
podem causar diferentes fenotipos. Essa diferenga pode ser de grau: existem
mutagbes que apenas inativam parcialmente um gene, levando a um fendtipo,
enquanto mutagdes que inativam completamente o mesmo gene produzem outro
fendtipo. Por exemplo, mutagdes parciais no gene da distrofina levam a distrofia
muscular de Becker, enquanto a completa inativagdo deste gene leva a forma mais

severa de distrofia muscular de Duchenne (Strachan e cols, 1999).

6) O modelo Gallus gallus

Um excelente modelo para o estudo do efeito da integracdo de kDNA no
genoma do hospedeiro € o modelo de aves. As aves s&o naturalmente resistentes a
infeccdo por Trypanosoma cruzi (Dias, 1944), devido a destruicdo dos
tripomastigotas pelo sistema complemento (Kierszenbaum e cols, 1976; Brener,
1980).

No estagio embrionario inicial, as aves sédo susceptiveis a infeccéo (Brener,
1973; Kierszenbaum e cols, 1976), mas eliminam o parasito num estagio mais tardio,
precisamente apds o oitavo dia do estagio embrionario (Teixeira e cols, 2006;
Teixeira e cols, 2011a). Desta forma, aves cujos ovos foram inoculados com cepas
de T. cruzi nasceram sem o parasito mas com a mutacdo de kDNA, e isto foi
confirmado por meio de PCR com primers especificos para o DNA nuclear do T.
cruzi (indicando infecgdo ativa) e primers especificos para kKDNA (sugerindo
integracdo). Estas aves desenvolveram, apds adultas, cardiomegalia e miocardite
inflamatdria semelhantes as encontradas no humano (Teixeira e cols, 2011a;
Teixeira e cols, 2011b). O genoma destas aves foi submetido também a técnica de
ip-TAIL-PCR, e foram obtidas sequéncias quimeras kDNA-hospedeiro,
comprovando-se a transferéncia lateral de KDNA (Teixeira e cols, 2011a).

As aves kDNA mutadas foram acasaladas, e sua progénie também
apresentou mutagdes de kDNA e infiltrado inflamatério no coragao (Teixeira e cols,

2011a). Este achado leva a necessidade de uma andlise da heranca destas
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mutagdes. Um estudo inicial utilizando-se ovario e esperma ja demonstrou a
presenca destas integragdes no genoma das células germinativas (Nitz e cols, 2004;

Teixeira e cols, 2011a).

6.1) O Genoma de Gallus gallus

O genoma da galinha é relativamente pequeno, correspondendo a um tergo
do genoma de um mamifero, e tem 11% do total composto de regides repetitivas,
contrapondo-se a 40-50% de elementos repetitivos em mamiferos (Burt, 2005).
Essas regides repetitivas incluem repeticdes curtas em tandem (teloméricas e
centroméricas) assim como numerosas familias de repeti¢gdes interespagadas que
sdo comumente derivadas de elementos transponiveis (Wicker e cols, 2011).

As aves possuem uma grande variedade no tamanho de seus cromossomos.
A fémea é o sexo heterogamético, com uma cépia dos cromossomos Z e W. O
macho possui duas copias do cromossomo Z. O cromossomo W das aves possui
similaridades superficiais com o cromossomo Y de mamiferos, mas o Z nao reflete o
X de mamiferos. Nao existe dosagem compensatéria dos genes do cromossomo Z,
ao contrario do que ocorre no X (Clinton, 1998). Além dos cromossomos sexuais, as
galinhas possuem 38 pares de autossomos. Destes, 5 sdo macrocromossomos, 5
sdo intermediarios, e 28 sdao microcromossomos (International Chicken Genome
Sequencing Consortium - ICGSC, 2004; Burt, 2005).

A taxa de crossing-over dos cromossomos das galinhas € maior que nos
humanos, sendo mais alta nos microcromossomos. Isto faz da galinha um modelo
ideal para o estudo de genetic linkage (Burt, 2005).

A densidade de genes € mais alta nos microcromossomos, ou seja, 0S
macrocromossomos sao mais ricos em regides intergénicas e elementos repetitivos.
Os microcromossomos também sdo mais susceptiveis a mutacées na linhagem
germinativa (Burt, 2005).

6.1.1) Retrotransposons de G. gallus

Os elementos transponiveis mais abundantes no genoma da galinha séo os
retrotransposons nao-LTR da familia CR1, correspondendo a mais de 80% de todas
as regiodes repetitivas do genoma (ICGSC, 2004; Wicker e cols, 2011). Ainda n&o foi

encontrado nenhum SINE ativo no genoma destas aves. (ICGSC, 2004)
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O elemento CR1 completo tem aproximadamente 4,5 kb e contém uma regiao
5'UTR, duas ORFs e uma regidao 3’'UTR, rica em G (Ver Figura 9) (John e Quinn,
2008; Wicker e cols, 2011). Aproximadamente 0,6% das coépias de CR1 sao
truncadas na extremidade 5, o que caracteriza o notavel sucesso de CR1 no
genoma da galinha, ja que sequéncias préximas a extremidade 5’ sdo necessarias
para a retrotransposigao (International Chicken Genome Sequencing Consortium,
2004).

Os LINES de mamiferos sdao mais promiscuos e capazes de retrotranspor
mais RNAmM que os elementos interespagados de aves (Burt, 2005). Isto pode ser
explicado pela alta especificidade da transcriptase reversa do elemento CR1

(International Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004).

5'"UTR 3'UTR
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Figura 9. Representagédo grafica do retrotransposon ndo-LTR CR1. As duas ORFs (ORF 1 e
ORF2) codificam proteinas necessarias para a retrotransposi¢cdo. A regido 5 UTR e 3’ UTR
flanqueiam as duas ORFs. Adjacente a 3'UTR estda a repeticdo do octamero (TTCTGTGA)y
(Retirado de John e Quinn, 2008).

6.2) O Sistema imunolégico de Gallus gallus

Embora o sistema imunoldgico de aves compartilhe algumas similaridades
com os sistemas de outras espécies, ele também tem muitas diferengas, em termos
de genes, moléculas, células, érgdos e mecanismos funcionais. Desta forma,
extrapolar para aves o modelo imunologico de mamiferos pode prejudicar a
qualidade do entendimento das relagdes parasito-hospedeiro, dentre outras, se esta
extrapolacédo for feita sem a critica essencial (Kaiser, 2010).

Comparada com mamiferos, as galinhas tém diferentes repertérios de

receptores semelhantes a Toll, defensinas, citocinas, quimiocinas, anticorpos e
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outras moléculas. As aves ndo possuem eosindfilos funcionais, e o equivalente
funcional do neutrdfilo € o heterdfilo (Kaiser, 2010).

Os macrofagos estéo presentes nas aves e sdo formados na medula 6ssea.
Os mondcitos entram na corrente sanguinea onde constituem o maior componente
fagocitico da galinha. Nos tecidos, os mondcitos se diferenciam em macréfagos.
Estas células tém um papel importante tanto na imunidade inata quanto na
adquirida, como célula apresentadora de antigenos (Qureshi, 2003). Estudos
indicam a presencga de células NK em galinhas, mas ainda n&o se tem evidéncias
concretas da sua real importancia no combate de patdégenos (Rogers e cols, 2008).

O sistema complemento € o componente-chefe da imunidade inata, e tem o
papel importante na defesa contra microorganismos patogénicos, ao opsonizar e
induzir uma resposta inflamatéria. O componente chave para o sistema
complemento é o fator C3, que é ativado via clivagem proteolitica. As aves, como o0s
mamiferos, também apresentam uma via classica, uma via dependente de lectina e
uma via alternativa, mas ha algumas diferencas nas moléculas envolvidas (Juul-
Madsen e cols, 2008). O sistema complemento tem um papel na resisténcia das
galinhas a infeccao por T. cruzi (Kierszenbaum, 1976).

As aves nao possuem linfonodos, mas tém um O6rgao linfatico primario,
chamado Bursa de Fabricius, que € o sitio de desenvolvimento do repertério de
células B (Kaiser, 2010). A bursa, apés o amadurecimento sexual da ave, tende a
involuir. Estudos mostram que, apesar de o microambiente bursal ser essencial para
o amadurecimento de linfocitos B, existem outros sitios alternativos onde células B
podem se desenvolver, porém com um repertorio celular mais restrito (Jalkanen e
cols, 1984; Mansikka e cols, 1990). Existem imunoglobulinas de aves que sao
homodlogas as imunoglobulinas de mamiferos, como IgM, IgG (também conhecida
como IgY em aves) e IgA, com algumas diferencas estruturais entre os dois grupos,
o que pode levar a diferengas funcionais na resposta imune (Lundgvist, 2006).

O controle da resposta imune celular ocorre no timo, que € essencial para o
amadurecimento das células T. Sabe-se que os linfocitos T sao capazes de
expressar varios marcadores de superficie homologos aos mamiferos, como CT2,
CT1, CT5, CT4 e CT8. CT4, como nos mamiferos, tem funcdo de auxiliar, e CT8 tem
atividade citotdxica (Sharma, 1991). As galinhas possuem receptores de células T

(TCRs) yd e af como os mamiferos (Vainio e Imhof, 1995). Ja foram caracterizadas
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células CD4+CD25+ com propriedades T reguladoras supressivas em galinhas

(Shanmugasundaram e Selvaraj, 2011).

6.3) Células germinativas, reproducao e embriologia

As células germinativas sao o link entre geragdes, por produzirem gametas
que propagam informagdo genética dos pais para a progénie. As células
germinativas primordiais (PGCs) sdo o unico tipo celular do embrido capaz de
transmitir informagao genética para a geragao seguinte. Em aves, as PGCs usam a
circulagao sanguinea para se transportar para a futura regido gonadal, onde migram
através da veia dorsal mesentérica e sao coletadas na crista germinal (Nakamura e
cols, 2013).

Varios estudos tém tentado explicar o desenvolvimento das génadas nas
aves. Sabe-se que mecanismo de determinagdo do sexo em galinhas & claramente
cromossomal (Clinton, 1998). O sexo seria determinado em cada célula do corpo,
independentemente de sinalizagdo hormonal (Chue e Smith, 2011). As gbnadas
tendem a aparecer no dia 3,5 do estagio embrionario, e o comego de sua
diferenciacao so é evidente histologicamente no dia 6,5 (Smith e Sinclair, 2004).

Em aves, é notavel uma assimetria nas gbnadas em formagao. As galinhas
possuem apenas o ovario esquerdo totalmente desenvolvido, e em galos, o testiculo
esquerdo € levemente maior que o direito (Clinton, 1998). PGCs geneticamente
masculinas se diferenciam em espermatogdénias no 13° dia de incubagéo, e entram
numa fase de repouso. Somente apds 10 semanas depois de sair do ovo é que a
espermatogbnia recomega seu processo de divisdo celular e diferenciagdo. As
células germinativas masculinas sé atingem um nivel substancial de proliferagao
apos a maturidade sexual, que é quando comega a espermatogénese, levando ao
desenvolvimento de esperma maduro (Nakamura e cols, 2013).

No sexo feminino as PGCs comegam a diferenciacdo dos ovécitos primarios
no ovario esquerdo apos 8 dias de incubacdo. O 6vocito primario sé retoma a
primeira divisdo meidtica algumas horas antes da ovulagdo. A segunda divisdo
meiodtica ocorre imediatamente depois, mas para na fase de metafase até a ovulacao
ocorrer. O 6évulo é capturado no infundibulo do oviduto onde a fertilizagdo ocorre. Em

aves, a fertilizacdo € polispérmica, e muitos nucleos de espermatozoides sao
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encontrados na membrana vitelinica, mas apenas um espermatozoide ira fertilizar o
ovo (Nakamura e cols, 2013).

Apods a fertilizacdo, a primeira divisdo meidtica ocorre nas préoximas 3h a 5h.
As divisdes mitéticas do blastodisco comegam a ocorrer ainda no corpo da galinha,
onde recebe a deposigdo da casca. Durante a postura, o blastoderma ja possui
algumas camadas celulares de espessura. Apos a postura do ovo, 0 embrido ndo ira
se desenvolver até ser incubado numa temperatura adequada (Fasenko, 2007).

Devido a facil manipulagédo, os embrides de galinha sdo comumente usados
para a manipulagdo de genes e transgenia, ou seja, a inser¢ao de material genético
(Brown e cols, 2003; Han, 2007).
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Il. Objetivos

Objetivo geral
Evidenciar a ocorréncia de transmissédo vertical (via células germinativas),
herangca e fixacdo dos minicirculos de kDNA do Trypanosoma cruzi em

geragOes de aves refratarias a infecgao.

Objetivos especificos:
- Caracterizar quais os sitios de integracdo de KDNA nas células
germinativas de G. gallus:
a) em espermatozoides;

b) em évocitos (n&o fertilizados) com até 0.5 mm de diametro.
- Demonstrar a heranca e fixacdo das mutacbes de kDNA mediante

mapeamento das principais mutagdes em regides codificadoras do genoma

das aves parentais e seus descendentes.
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lll. Metodologia

1) Modelo Animal

Aves congénicas de Praga (Gallus gallus) foi o modelo utilizado neste
trabalho. Os ovos dessas aves foram doados pelo Instituto de Genética Molecular da
Academia de Ciéncias de Praga, Republica Tcheca. Esta pesquisa foi devidamente
submetida e aprovada pelo Comité de Etica do Uso Animal (CEUA), do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia. As aves foram mantidas no biotério
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, onde havia o controle de luz,
com ventilacdo e temperatura adequados, ou em galinheiros no lado externo ao

Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em Doenga de Chagas.

1.1) Amostragem

Este trabalho utilizou o material genético das células germinativas de 33 aves
pertencentes a trés familias. As células somaticas das aves destas familias foram
utilizadas num estudo prévio (Guimaro, 2012). O heredograma das familias das aves

do estudo esta ilustrado na Figura 10.

1.2) Inoculagao de tripomastigotas do Trypanosoma cruzi nos ovos férteis
As formas tripomastigotas, crescidas em cultura de células musculares L6
(DMEM, pH 7,2; soro fetal bovino a 10%, 100 IU/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina e 250 mM de L-glutamina) foram inoculadas através de um pequeno
orificio de aproximadamente 1 mm de didmetro na bolha de ar do ovo.
Aproximadamente 100 formas tripomastigotas (contadas em camara de
Newbauer) foram inoculadas e o orificio foi selado. Os ovos foram incubados a
37,5 °C por 3 semanas, com umidade a 65%. Apos 19 dias, os ovos foram

transferidos para os bercarios onde nasceram os pintos.
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Figura 10. Heredogramas da Familia 1 (A), 2 (B) e 3 (C). Branco: ave proveniente
de ovo néo infectado com T. cruzi. As aves utilizadas no estudo estio realgadas de
preto. Em cinza tem-se aves com células somaticas KDNA-positivas, mas que nao

foram usadas neste estudo.



1.3) Cruzamento de aves

Os pintos que ecolodiram dos ovos inoculados com T. cruzi e dos ovos sem
infeccdo cresceram até a idade adulta e, ao alcancar a maturidade sexual aos 8
meses de idade, foram inseminados artificialmente. O galo com as pernas puxadas
para a frente era massageado sobre o dorso para eliminar o esperma que era
colhido em tubo e usado para inseminagdo no canal do magnum evertido da fémea.
Os ovos dessas galinhas inseminadas geraram a progénie F1 e, seguindo o mesmo

procedimento, foram obtidas as progénies F2 e F3 (Figura 10).

2) Extracao de DNA
2.1) Do esperma

Ao esperma colhido foi acrescentado meio DMEM sem soro fetal bovino,
pH 7,4, na proporgao de 1: 2. A suspenséo foi incubada a 37 °C (5% CO,) por 30
min. O sobrenadante contendo gametas, colhido e sedimentado por centrifugagéo,
foi usado para extragdo do DNA com solugéo fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(proporgéao 25: 24: 1), e com cloroférmio: alcool isoamilico (24: 1), conforme descrito

por Sambrook e Russel (2001).

2.2) Do ovario

Os ovécitos foram colhidos das aves que faleceram naturalmente ou que
foram eutanasiadas. Os ovécitos nao férteis (<5mm) foram macerados e suspensos
em 10 V de tampao de extragdo com proteinase K (100 ug/mL), a 37 °C por 12 h. A
extracdo de DNA foi feita pelo método de Sambrook e Russel, 2001). Apds
precipitagcdo em alcool 100%, lavagem em alcool 70% e secagem, o DNA foi

suspenso em TE 8,0 contendo RNAse. As amostras foram guardadas a -20 °C.

2.3) T. cruzi

O DNA do T. cruzi foi extraido de formas epimastigotas crescidas em meio
LIT, colhidas por centrifugagcéo a 1500 x g por 15 min. O sedimento foi lavado com
TBS (Tris-HCI pH 7,2; 0,5 NaCl), ressuspenso em tampao de lise (na concentragao
de 5 x 10" células/mL), e incubado a 37 °C. Apés 1 h de incubagao, adicionou-se
proteinase K (100 pg/mL), e deixou incubado por mais 12 h. Depois deste periodo,
foram feitas extragbes com clorofane e com clorofil. Precipitou-se o DNA com 2,5 V

de etanol 100 % gelado e com 0,1 V de acetato de sédio 3M pH 4,7. O sedimento
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obtido foi lavado duas vezes com etanol 70 % gelado e, apds secagem, ressuspenso

em tampao TE. O DNA total de T. cruzi foi guardado a -20 °C.

2.4) kDNA de T. cruzi

A extracdo de kDNA foi feita conforme descrito em Pérez-Morga e Englund
(1993), utilizando-se solugédo tampédo NET-100 (10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 100mM
de EDTA pH 8,0; 100 mM de NaCl), SDS 10 %, seguida por suspensdo com NET-
100 e sacarose a 20%. Apos centrifugagcdo o sedimento de epimastigotas foi
ressuspenso em agua destilada, e o lisado foi submetido a extragdo com clorofane e
clorofil, precipitado com 2,5 V de etanol 100 % gelado e 0,1 V de acetato de sodio 3
M, pH 8,0. O kDNA entdo foi lavado duas vezes com etanol 70% gelado e

ressuspenso em 200 uL de tampao TE. O kDNA resultante foi estocado a -20 °C.

2.5) Quantificagao e analise do DNA extraido
As amostras foram quantificadas em espectofotometro NanoVue (GE). A
integridade do DNA foi testada pelo teste PCR especifico para o gene constitutivo -

actina.

3) Reacao de Polimerizagao em Cadeia (PCR)

Foram feitas reacdes de amplificacdo em amostra de DNA das aves. PCRs
foram conduzidas com iniciadores (primers) especificos para kDNA e para DNA
nuclear de T. cruzi (nDNA). Bandas de kDNA no genoma das aves foram
identificadas por hibridizagcdo com sonda especifica de kDNA pelo método Southern

blot. A Tabela 1 inclui os primers empregados neste estudo.

3.1) PCR de kDNA

Os primers utilizados s&o especificos para a regido conservada de
minicirculos de KDNA (primers S35, S36).

Os primers de KDNA permitem a amplificagdo de duas regides conservadas
de kDNA com uma regido variavel inteira entre elas, de tamanho aproximado de 330
pb (Sturm e cols, 1989). As amplificagdes foram realizadas em triplicata, e, além dos

200 ng das amostras, utilizou-se um controle branco (sem DNA), controle negativo
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(com 200 ng de DNA de uma ave KDNA negativa), controle positivo (com 200 ng de
DNA de uma ave kDNA positiva), e controle com 200 pg de DNA total de T. cruzi.

A PCR foi realizada nas seguintes condi¢des: tampao de reacdo 10 X para
PCR da Invitrogen (20 mM de Tris-HCI pH 8.4, 50 mM de KCI); 2 mM de MgCI2; 0,2
MM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades de Taq DNA polimerase

(Invitrogen). A amplificagao seguiu o seguinte programa:

95°C — 5 min
95°C - 30s

35 62 °C — 1 min
72 °C — 1 min
72°C — 5 min
4°C -

Os produtos resultantes de cada PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,3%, e transferidos para membrana de nylon positivamente ativada,
pela técnica de transferéncia alcalina por capilaridade (Sambrook e Russel, 2001).
Esta foi submetida a hibridizagdo com sonda especifica para kDNA, marcada com

a*?P- dATP, e exposta a um filme fotografico.

3.2) PCR de nDNA de T. cruzi

Os primers Tcz1/Tcz2 utilizados sao especificos para o DNA nuclear de T.
cruzi gerando banda de 188 pb (Moser e cols, 1989), cujas sequéncias estdo na
Tabela 1. As amplificacbes foram feitas em ftriplicata, e, além dos 200 ng das
amostras, utilizou-se um controle branco (sem DNA), controle negativo (com 200 ng
de DNA de uma ave kDNA negativa), controle positivo (com 200 ng de DNA de um
paciente humano TCZ-positivo), e controle com 200 pg de DNA total de T. cruzi. A
reagao correu com as seguintes condigdes: tampéo de reagdo 10X para PCR da
Invitrogen (20 mM de Tris-HCI pH 8.4, 50 mM de KCI); 2 mM de MgCI2 da
Invitrogen; 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades de Tag DNA

polimerase (Invitrogen). A amplificagéo seguiu o seguinte programa:
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95°C — 5 min

95°C - 30s
35 68 °C — 30s
72 °C — 1 min
72°C - 5 min
4°C-»

Os produtos resultantes de cada PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,3%, e transferidos para membrana de nylon positivamente ativada,
pela técnica de transferéncia alcalina por capilaridade (Sambrook e Russel, 2001).
Esta foi submetida a hibridizagao por sonda especifica para DNA nuclear de T. cruzi,

marcada com a*’P- dATP, e exposta a um filme fotografico.

3.3) PCR direta do gene da enzima malica

Com base nos dados das sequéncias de integracdo de KDNA o gene da
enzima malica NADP" dependente (NADPME) foi selecionado para amplificagéo das
regides flanqueadoras da integracdo mediante PCR direta. Os primers foram obtidos

da sequéncia NW_003763650.1 do banco de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov). Trés

combinagdes de primers foram planejadas para amplificar a partir da regidao externa
para a mais interna (NADPME s1, s2, s3, as1, as2, as3). A PCR foi feita nas
seguintes condigdes: tampéao de reagao 10 X para PCR contendo 20 mM de Tris-HCI
pH 8.4, 50 mM de KCI; 2 mM de MgCI2 (Invitrogen); 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM
de dNTPs e 2,5 unidades de Taq DNA polimerase. O produto de PCR amplificado
com os primers internos S3 e aS3 foi utilizado como sonda radioativa especifica para
NADPME.

A amplificagdo correu com o seguinte programa:

95°C — 5 min
95°C - 30s

30 63 °C — 1 min
72 °C - 1,5 min
72°C - 5 min
4°C -
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4) tpTAIL-PCR

A tpTAIL-PCR (target-primer Thermal Asymmetric Interlaced PCR) foi adaptada
da técnica TAIL-PCR (Liu e Whittier, 1995). Enquanto a TAIL-PCR original utiliza
primers degenerados juntamente com primers especificos, a {pTAIL-PCR utiliza
apenas primers especificos. Os primers especificos de kDNA e de DNA nuclear de
galinha (Tabela 1) foram combinados para trés ciclos de amplificacdo. Para evitar
produtos de baixa especificidade a PCR foi conduzida em ciclos alternados de alta e

baixa estringéncia, permitindo sucessivas reamplificagbes com primers
aninhados internamente no kDNA, (Hecht, 2010). No primeiro ciclo os primers C31
foram combinados com primers de kDNA (S34 ou S67); No segundo ciclo, os
produtos do primeiro ciclo (diluido 1:40) foi combinado com primers de KDNA mais
internos (S35 ou S35R), mantendo-se os mesmos primers do DNA nuclear de
galinha; No terceiro ciclo, os produtos obtidos no segundo ciclo (diluido 1:10) foram
amplificados com primers de KDNA mais internos (S67R ou S36) e com os primers
de C31 de galinha.

No primeiro ciclo utilizou-se 200 ng de DNA gendmico em solugao contendo 1 X
de tampao de reagao (20 mM Tris HCI pH8,4, 50 mM KCI), 2,5 mM de MgCI2, 10
mM do primer de KDNA, 0,2 mM de dNTPs, 2 unidades de Taq Platinum (Invitrogen)
e 1 mM de cada um dos primers de C31. Nos ciclos seguintes o DNA da ave foi
substituido por diluicbes do produto de PCR anterior (1:40 e 1:10, respectivamente).
Ao final, os produtos amplificados foram separados por eletroforese (agarose 1%),
transferidos para a membrana de nylon, e expostos a uma sonda especifica para
kDNA (marcada com a*?P- dATP).

Os primers C31, correspondentes a elemento retrotransponivel CR1, foram
obtidos de uma sequéncia quimera do clone C31, do cromossomo 3 do genoma de
Gallus gallus. Apesar disso, os primers possuem um perfil randémico na reagdo. As
sequéncias dos primers C31 e de kDNA estdo na Tabela 1.

O programa de amplificagao da tpTAIL PCR esta descrito a seguir:
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12 amplificagdo:

95°C — 5 min
— 95°C - 30s
5X 4 64 °C -1 min
— 72°C -2 min
— 95°C - 30s
X 4 25°C -2 min
— 72°C -2 min
— 94°C - 30s
64 °C — 1 min
72 °C — 2 min
94°C - 30s
12x J 64°C -1 min
720C — 2 min
940C -30s
440C — 1 min
720C — 2 min

72°C - 7 min
4°C-=

2% amplificagdo:

95°C — 4 min
— 94°C - 30s
64 °C — 1 min
72 °C — 2 min
940C -30s
640C — 1 min
720C — 2 min
940C - 30s
450C — 1 min
720C — 2 min

12x—

—

72°C — 7 min
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4°C -

3% amplificagao:

95°C — 5 min
94°C - 30s
20 45°C — 1 min
72 °C — 2 min
72°C - 7 min
4°C -

4.1) tpTAIL-PCR especifica para o gene da distrofina

A mutacdo no gene da distrofina também foi selecionado para andlise das
regides flanqueadoras, a montante e a jusante do sitio de integragdo do kDNA
(Teixeira e cols, 2011a), pela tpTAIL-PCR. Ao invés de primers para a regidao C31 da
galinha, foram empregados primers especificos Gg s3 e Gg as2 que anelam no gene
da distrofina (Tabela 1).

As reagdes foram conduzidas em trés ciclos: O primeiro empregou primers do
gene e primers de KDNA (S34 ou S67); o segundo, foi feito com os produtos do
primeiro ciclo (diluido 1:40), combinado com primers de KDNA mais internos (S35 ou
S35R) e os mesmos primers de galinha; e o terceiro, utilisou os produtos do
segundo (diluido 1:10) com primers de KDNA mais internos (S67R ou S36) e com os
primers do gene da galinha.

Os ciclos da tpTAIL-PCR especifica para o gene da distrofina esta descrito a

sequir:
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12 amplificag&o:

95°C — 4 min

— 95°C - 30s
8X <4  61°C-1min
— 72°C -2 min
— 94°C - 30s
1X <4 50°C-2min
— 72°C -2 min
— 94°C - 30s
61 °C — 1 min
72 °C — 2 min
940C - 30s
9x 4 610C -1 min
720C — 2 min
940C -30s
500C — 1,5 min
720C — 2 min

72°C — 7 min

4°C -

2% amplificagdo:

95°C — 4 min

— 95°C - 30s
61 °C — 1 min
72 °C — 2 min
940C -30s
610C — 1 min
720C — 2 min
940C - 30s
500C — 1 min
720C — 2 min

12x—

—

72°C — 7 min



4°C -

32 amplificagao:

95°C — 4 min
95°C - 30s
20 50°C — 1 min
72 °C — 2 min
72°C — 7 min
4°C -

Apds a realizacdo das trés rodadas, os produtos amplificados ao final da
IpTAIL-PCR foram separados por eletroforese (agarose 1%), transferidos para a
membrana de nylon, e expostos a uma sonda especifica para KDNA (marcada
com a**P-dATP.

4.2) tpTAIL-PCR especifica para o gene da enzima malica

As analises pela tpTAIL-PCR também foram feitas para identificar as regides
flanqueadoras ao ponto de insercdo de KDNA no gene da enzima malica NADP-
dependente (NADPME). No primeiro ciclo a PCR correu com primers do gene e
primers de kKDNA (S34 ou S67); No segundo ciclo, os produtos da primeira
amplificagdo (diluido 1:40) foram combinados primers mais internos de KDNA (S35
ou S35R) com os mesmos primers de galinha; No terceiro, os produtos da segunda
amplificagdo (diluido 1:10) foram combinados com primers de KDNA mais internos
(S67R ou S36) e com os primers do gene da galinha. Ao final, os produtos
amplificados foram separados por eletroforese (agarose 1%), transferidos para
membrana de nylon, e expostos a uma sonda de kDNA marcada com a*’P-dATP.
Sequéncias especificas NADPME foram obtidas com a combinagdo dos primers
S2/aS2 do gene com os de kDNA (Tabela 1).

Os ciclos da tpTAIL-PCR especifica para NADPME s&o idénticos ao ciclo da
tpTAIL PCR especifica para a distrofina.
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Tabela 1. Primers utilizados nas reagcdes de PCR

Primer

DNA a ser amplificado

Sequéncias

Tm*

S34
S67
S35
S36
TCZ 1
TCZ 2
C31 s1
C31s2
C31s3
C31 as1
C31 as2
C31 as3
NADPME s1
NADPME s2
NADPME s3
NADPME as1
NADPME as2
NADPME as3
Gg s3

Gg as2

kDNA de T. cruzi
kDNA de T. cruzi
kDNA de T. cruzi
kDNA de T. cruzi
nDNA de T. cruzi
nDNA de T. cruzi
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus
nDNA de Gallus gallus

nDNA de Gallus gallus

5" ACA CCA ACCCCAATCGAACCY

5 GGT TTT GGG AGG GG(G/C) (G/C)(T/G)T C 3’

5 ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC 3’

5 GGT TCGATT GGG GTTGGTG ¥

5" GAG CTC TTG CCC CAC ACG GGT GCT &
5" CCT CCA AGC AGC GGATAG TTC ACG ¥
5 AGA GAA CTG CTT GAAACC TACAGG &

5 GTG AAA GGC CTA TAT CAAGTC AGC &

5" CCA AGG AGC TGG TAG AGAGCA J
5 CCA CGC TGG GAG AAGAGTT 3’
5 CTCACTTCCTCCCTTCCCAYZ

5 TGC TCT CTACCAGCTCCTTGG &

5'CTG ACC CTG AGG ACA CCA AAC 3

5'CCA GAG GCA CAT GGG TGT AA 3'
5' GGG ACT GCC TGA ATC ACT CTC 3'
5' TGC TGA GGT GTG GCC AAG 3'

5 TTG TCC TGC AGC CATATG G 3
5 TCATTC TACCTGAGG TGC CC 3
5 TTCTAGTCCGCTCCTGTTCAA 3

5’ AAAGCATTCCAGTGGCAGAA 3’

57,9
60,1
59,4
57,9
67,6
61,4
56,6
55,5
58,5
57,1
56,1
58,5
61,9
61,9
61,2
62,1
60,6
60,1
60,0

60,8

* Tm: temperatura média de anelamento em °C
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5) Transferéncia dos produtos de PCR para a membrana de nylon

Conforme descrito anteriormente, os produtos de PCR foram transferidos para
uma membrana de nylon por meio da técnica de transferéncia alcalina (Sambrook e
Russel, 2001). Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose corado com brometo de etidio 0,5 mg/mL, utilizando-se tampao TAE 1X.
Apds a corrida, o gel foi tratado com NaOH 0,4M por 20 min para desnaturar o DNA.
Por capilaridade, utilizando-se NaOH 0,4M, os amplicons foram transferidos para a
membrana de nylon positivamente carregada (HybondTM-N+, Amersham GE
Healthcare). O processo de transferéncia ocorreu durante 8 a 12 h. Apos este
tempo, as membranas foram deixadas sobre a bancada para secar e posteriormente

foram submetidas a hibridizagdo com sonda radioativa.

6) Clonagem dos Produtos da tpTAIL-PCR

As amostras que amplificaram na reacado de (pTAIL-PCR, apds ter sido
analisadas com hibridizagdo com sonda radiomarcada especifica para kDNA, foram
ligadas a um plasmideo pGEM T-Easy (PROMEGA), seguindo-se o protocolo do

fabricante, e transformadas em Escherichia coli competente por choque térmico.

6.1) Preparo de células competentes

As células utilizadas para a transformacao foram E. coli XL10-GOLD
(Stratagene), que se tornaram competentes por meio de tratamento com RF1 (RbCl
—100mM, MnCl; - 50mM, Acetato de Potassio — 30mM, CaCl, 2H,O —10mM e
Glicerol — 15%) e RF2 (MOPS — 10mM, RbCl; — 10mM, CaCl, — 75 mM, Glicerol —
15%). Foi seguido o protocolo da Promega (1996).

6.2) Transformacao

A transformacéo pelo choque térmico, seguiu o protocolo: Para 100 uL de E.
Coli XL-10 GOLD, acrescentou-se o produto da ligagao no vetor (0GEM T-Easy), e
deixou-se a mistura 30 min no gelo. Logo em seguida, os transformantes foram
aquecidos a 42 °C por 2 min, e transferidos imediatamente para o gelo. Adicionou-se
1 mL de meio LB liquido, e as células transformadas foram deixadas crescer no

agitador a 37 °C por 1 h e 30 min. Apds este periodo, as células foram plaqueadas
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em meio LB sdlido contendo ampicilina e X-gal, a fim de selecionar as células
resistentes ao antibiético. As células azuis retiveram o plasmideo vazio. Os insertos

no vetor foram obtidos pela lise das células brancas.

6.3) Transferéncia de coldnias de bactérias transformantes para membrana de
nylon.

Apenas as colbnias brancas foram escolhidas para serem replicadas em
membrana de nylon sobre meio LB sélido contendo 100 pg/mL de amplicilina. Isto
porque as coldnias azuis indicavam a presenga do plasmideo vazio no qual o gene
da B-galactosidase integro produzia a coloragao pela reagdo com X-Gal. As col6nias
replicadas na membrana foram também replicadas diretamente no meio LB com
ampicilina, criando-se o0 molde espelho da membrana. Placas membrana-espelho
foram incubadas overnight a 37 °C. No dia seguinte, o DNA das bactérias na
membrana, foi fixado pelo tratamento com solugdo SDS 10% por 10 min, seguida
desnaturagcédo em NaOH 0,4 M por 10 min, e lavagem em SSC 2X, também por 10
min. Apoés este tratamento, a membrana posta pra secar foi hibridizada com sonda
radiomarcada especifica. Para os produtos de tpTAIL-PCR utilizou-se apenas sonda
especifica para kDNA; as colbnias que hibridizaram na membrana foram
identificadas pelo molde placa-espelho para extragao plasmidial e sequenciamento.

Quando a transformante do amplicon {pTAIL era gene-especifica (distrofina
ou NADPME), a membrana era hibridizada com a sondas do gene, e, apds de-
hibridizacdo, hibridizada de novo com sonda de kDNA. Apenas as colbnias que

hibridizaram para ambas as sondas foram escolhidas para a extracao plasmidial.

6.4) Extragao de DNA plasmidial

As colbnias desejadas foram inoculadas da placa espelho para 5 mL de meio
LB liquido, onde cresceram 12 h a 37 °C. A extragao foi realizada utilizando-se o kit
lllustraTM plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo-se as instru¢des do

fabricante.
7) Sondas Radioativas

Tanto os produtos de PCR transferidos para a membrana de nylon (item 5)

quanto as colbnias transferidas para a membrana (item 6.3) foram submetidos a
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hibridizagdo com sonda radioativa a fim de avaliar a especificidade dos

amplicons/insertos.

Neste trabalho utilizou-se quatro sondas radiomarcadas [a-32P]:

|. Sonda especifica para KDNA (Produto de PCR de DNA de T. cruzi amplificado
com primers S35/S36 e purificado com o kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel
Band Purification - GE Healthcare)

[I. Sonda especifica para DNA nuclear de T. cruzi (Produto de PCR de DNA de T.
cruzi amplificado com primers TCZ1/TCZ2 e purificado com o kit illustraTM
GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification - GE Healthcare)

[ll. Sonda especifica para o gene da distrofina (Produto de PCR de DNA de G. gallus
amplificado com primers GD-s1/GD-as1 e purificado com o kit illustraTM GFXTM
PCR DNA and Gel Band Purification - GE Healthcare)

IV. Sonda especifica para o gene da enzima malica NADP-dependente (Produto de
PCR de DNA de G. gallus amplificado com primers NADPME-s3/NADPME-as3 e
purificado com o kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification - GE

Healthcare)

7.1) Marcacgao e purificacdao de sondas radioativas

Para a marcacao de sonda radioativa, utilizou-se o kit Random Primer
Labelling System (Invitrogen); 30 ng dos fragmentos de DNA descritos acima foi
misturado com dATP radiomarcado com o?P. A marcacao seguiu os protocolos do
fabricante. Apds uma reacdo de 3 h com dCTP, dGTP, dTTP, a*’P-dATP e enzima
Klenow com atividade polimerase. Adicionou-se tampao de parada antes de purificar
a sonda. A purificagcado da sonda radiomarcada foi feita em Coluna de Sephadex G50

com la de vidro (Sambrook e Russel, 2001).

7.2) Hibridizagao com sonda radioativa

Antes da hibridizacdo com sonda radiomarcada, as membranas foram pré-
hibridizadas por pelo menos 2 h com solugédo de pré-hibridizagdo (PEG 800 10%,
SDS 7%, SSPE 1,5% e 100 uyg/mL de DNA de esperma de salméo). Em seguida as
sondas foram desnaturadas por fervura a 100 °C e adicionadas a solucdo de pré-
hibridizagdo. A hibridizagéo transcorreu por aproximadamente 12 h, a 65 °C. Apds
este periodo, foi removido o excesso de sonda (ligagdo inespecifica) e as

membranas foram lavadas com solugdes de estringéncia crescente (SSC 2X / 0,1%
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SDS e SSC 0,1X / 0,1% SDS) durante 15 min cada a 60 °C. Apds a lavagem, as
membranas Umidas foram revestidas em plastico fiime de PVC e colocadas em
cassete metdlico para exposicédo a filme sensivel a raios X (Kodak T-MAT). Os
cassetes foram deixados a -80 °C para exposi¢do do filme por tempo variavel,
dependendo da quantidade de DNA na membrana e da meia vida do radioativo. A

revelagao dos filmes foi feita em sala escura com reagentes comerciais Kodak.

8) Analise de Sequéncias em Banco de Dados

Os clones de interesse descritos no item 6.4 foram enviados para
sequenciamento automatico, onde se utilizou os primers T7 e SP6 para amplificacédo
das sequéncias. Os insertos foram analisados no algoritmo BLASTn, disponivel no
site do National Center for Biotecnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para
analise dos insertos foram utilizados os seguintes parametros: Database — Others
(Nucleotide collection) e Somewhat similar sequences para analise de sequéncias
de KDNA de T. cruzi, e, para a analise de sequéncias de galinha: Database — Gallus
gallus (Genome reference only) e Somewhat similar sequences. Apenas analises
com E-value e identidade significativos foram consideradas.

Os elementos repetitivos nas sequéncias quimeras foram identificados com
ajuda do programa CENSOR-GIRI (Genetic Information Research Institute -
http://www.girinst.org). As quimeras foram analisadas nos programas GENEIOUS e
DNAMAN. A conformacao espacial de alguns segmentos de DNA foram analisadas
com as ferramentas de bioinformatica do ICGEBnNet, bend.it e model.it, disponiveis

em: http://hydra.icgeb.trieste.it/dna/index.php (Vlahovicek e cols, 2003).
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IV. Resultados

1) Integracdo de kDNA em células germinativas de aves eclodidas de ovos

inoculados com Trypanosoma cruzi.

As amostras de DNA de ovario e de sémen das aves nas trés familias do estudo
(Figura 10) foram submetidas aos testes de PCR com primers especificos para a
regidao do minicirculos de kKDNA e para o DNA nuclear de T. cruzi. As reagdes foram
feitas em triplicatas e submetidas a hibridizagdo com sonda especifica. A Figura 11
mostra o resultado obtido nas reagdes especificas para as trés familias.

Confirmando a refratariedade das aves ao T. cruzi, todas as amostras de DNA
tiveram resultado negativo paro o DNA nuclear do parasito, e, portanto, ndo ha
infeccdo ativa em Gallus gallus que eclodiram de ovos inoculados. Os controles
positivos de chagasico e de DNA do T. cruzi hibridizaram com a sonda especifica
(Figura 11), viabilizando o uso da técnica.

Por outro lado, a PCR feita com primers especificos para kDNA mostrou
amplificacdo de sequéncias de minicirculos em todas amostras de DNA de sémen e
de ovdcitos de aves eclodidas de ovos inoculados com T. cruzi (FO) ou de progénies
F1, F2 e F3. Na figura 11, é possivel ver a banda especifica de 330 pb e seus
catameros. A identificacdo de sequéncias de minicirculos de kDNA nas aves
indicadas nas familias 1, 2 e 3 € compativel com eventos de transferéncia horizontal
(TGH) nas células germinativas destas aves. O fato de ter sido detectado kDNA nas
progénies indica o fendmeno de heranga do evento de integracao pela transferéncia
vertical (TGV) da mutagao, que foi herdada via célula germinativa. A herdabilidade
das mutacdes de KDNA do T. cruzi foi documentada em todas as aves, nas trés

familias do estudo.
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< 330 pb

NDNA:
< 188 pb

Familia 3:

KDNA: < 330 pb

NDNA:
< 188 pb

Figura 11. Presenca de KDNA e auséncia de nDNA de Trypanosoma cruzi em
células germinativas de Gallus gallus. A hibridizagdo dos produtos de PCR com
sonda especifica mostrou bandas positivas de kDNA, e auséncia de nDNA.
Note positividade dos controles positivos de kDNA e de nDNA (de chagasico).
Branco: controle sem DNA; Controle Negativo: ave nascida de ovo nao
inoculado com T. cruzi; Controle Positivo: chagasico; T. cruzi: DNA total do
parasito.
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2) Anadlises dos sitios de integracao de kDNA

A analise das sequéncias de kDNA inseridas no genoma da galinha, a fim de
descrever eventos de TGH e TGV, foi possivel pela técnica de {pTAIL-PCR. Do total
de 298 clones enviados para sequenciamento, 29 clones apresentaram
sequenciamento de baixa qualidade, com muitos nucleotideos nao identificados.
Entre os 269 clones restantes, 45 exibiam apenas sequéncias de kDNA, e outros 27
s6 tinham fragmento de genoma de galinha. De interesse, 177 clones revelaram
sequéncias quimeras de kDNA-DNA de galinha. Desses, 39 eram redundantes e 10
nao tinham similares no banco de dados. O rendimento da técnica alcancou 68%,
gerando 138 sequéncias quimeras nao-redundantes oriundas das aves das trés
familias. As sequéncias obtidas estdo apresentadas no Anexo |. O numero de
integragdes encontradas por ave variou de dois até dez. Em média, foram obtidas
4,3 £ 2,1 sequéncias por ave. Este rendimento € muito superior aquele obtido pela
PCR direta (Hecht e cols. 2010).

Foram encontrados clones em 18 dos 38 autossomos da galinha, e também
no cromossomo Z. A Figura 12 mostra a frequéncia de integragcdes de KDNA em
cada cromossomo da galinha. Vé-se que mais de um quarto das integragbes
ocorreram no cromossomo 1. Os outros cromossomos que mais frequentemente
tiveram as integragcbes foram aqueles de numeros 2, 5, 9, 12, e 0 cromossomo
sexual Z. Em apenas 4,2% das sequéncias nao foi possivel identificar o

cromossomo onde houve a integragéo.

30%

[
[

e
=1

Incidéncia de integragdes
- -
= o
= =

nd 1 2 3 Rl 5 ] 9 11 12 13 14 15 17 20 21 25 27 28 z

Cromossomo

Figura 12. Distribuicdo das integragdes de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma das
aves congénicas de Praga. Ind =indeterminado.

As analises no algoritmo Blastn (NCBI) e no GIRI revelaram que

aproximadamente 29% das integragbes ocorreram em genes reconhecidos no
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genoma da galinha e que, em apenas 2% dos casos, a integra¢cao ocorreu em regiao
codificadora de proteina ndo caracterizada. A Tabela 2 mostra os genes onde
ocorreu evento de integragcdo de kDNA. Em 29% dos casos a integracdo de kDNA
foi encontrada em elementos transponiveis (Tabela 3). Em 15%, as integracdes
ocorreram em regido de retrotransposons nao-LTR. O total de 45% das integragdes
ocorreram em retrotransposons LTR, transposons de DNA, regides satélites ou do
centrdbmero, ou ainda, em regides indeterminadas. Em 9% dos casos essas
integragbes estavam inseridas em retrotransposon CR1 contido em regido génica.
Na Figura 13, as integracbes de kKDNA no genoma de Gallus gallus estao

distribuidas de acordo com a sequéncia gendmica identificada.

E Gene

B Proteina n&o caracterizada
B CR1 em gene
ORetrotransposon nado-LTR
B Retrotransposon LTR

B Transposon de DNA

T Regiao Satélite

H Centromero

1% Olndeterminado

Figura 13. Caracterizagdo das regides do genoma de Gallus gallus flanqueadoras dos

sitios de integracéo de sequéncias de minicirculos de kDNA do T. cruzi.
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Tabela 2. Regides codificadoras do genoma da galinha que receberam
integracédo de minicirculos de kDNA.

Tamanho da

Frequéncia de

Locus A Gene . ~
sequéncia integracdes
NW_001471668.2 185 pb Provavel palmitoiltranserase ZDHHC14 1
NW_003763650.1 270 pb Teneurina-4 1
NW_003763812.1 162 pb Similar a atractina 1, isoforma 2 1
NW_003763785.1 124 pb Tetraspanina 18 1
NW_003763931.1 95 pb Xilosiltransferase 1 1
NW_003763785.1 207 pb Inositol-trifosfatase 3-quinase A 1
NW_003764296.1 43 pb Canal de cation 1, sensivel a amilorida, 1
neuronal
NW_003764143.1 82 pb Citidina desaminase 1
NW_001488830.2 51 pb Succinil-CoA: 3-cetoacido-coenzima A 1
transferase 1
NW_003763881.1 114 pb Preproproteina colagenase tipo IV 1
NW_001471710.2 104 pb RAC-alfa proteina serina/treonina quinase 1
NW_003763668.1 638 pb E3 ubiquitina proteina ligase HECW1 1
NW_003763903.1 619 pb Proteina Forkhead 1
NW_003763913.1 641 pb Carreador de solut‘(‘)gfaml'lia 25 membro 1
NW_003763693.1 534 pb Proteina tirosina fosfatase tipo IVA 3 1
NW_003764126.1 329 pb Proteina tipo retinoblastoma 1 1
NW 0037636501 135 pb Fator de crescimento D derivado de 1
- plaqueta
NW_001471461.2 56 pb Citospina-A 1
NW_003763785.1 449 pb Fator de transcricdo SOX-6 2
NW_003763680.1 166 pb Proteina fosfatase mu 2
Peptodil-prolil cis-trans isomerase
NW_001471673.2 652 pb FKBP1B 2
NW_003764074.1 512 pb Adenilato quinase 8 4
NW_001471534.2 159 pb Piruvato dehidrogenase quinase 4
NW_003763668.1 198 pb Proteina PTHB1 5
NW_003763650.1 100 pb Enzima malica NADP-dependente, 15

mitocondrial
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Tabela 3. Elementos repetitivos do genoma da galinha onde ocorreu
integracéo de minicirculos de kDNA.

Frequéncia de

Classe Repetitiva Tamanho (pb)

Integracoes

Satélite 4 396
Transposon de DNA 1

hAT 1 87
Retrovirus Endégeno 1

ERV3 1 55
Retrotransposon LTR 7

DIRS 1 64

BEL 1 44

Hitchcock 2 161

Gypsy 3 58
Retrotransposon ndo-LTR 39
Crack 1

I 1 37

CR1 35 133

Penelope 2 121
Elementos Transponiveis 48

A Figura 14 mostra exemplo de sequéncia quimera encontrada na ave k1-
633, da Familia 2, com a integragdo de kDNA no locus NW_003763668.1 da
proteina E3, ubiquitina ligase HECW1. Esta proteina é mediadora da ubiquitinacéo e
subsequente degradacdo do DVL1, um gene relacionado a proliferagao celular.
Como se pode observar, existe uma regidao de microhomologia entre aquele locus do
genoma e o KDNA integrado. As sequéncias deste trabalho apresentaram regido de
microhomologia, e em apenas trés sequéncias, nao foram localizados

compartiihamento de nucleotideos. Tais regides nas diferentes quimeras exibem

51



blocos ricos em CA, e, em sua grande maioria, sdo semelhantes as regides
conservadas dos minicirculos de kDNA (CSB1, CSB2, CSB3). Essas
microhomologias podem intermediar a integracdo do kDNA, quase sempre
encontrado nos sitios repetidos e complementares presentes no genoma da galinha.

Essas caracteristicas evidenciam os hotspots e explicam a imensa variedade de

SEQ EG145: 911 bp;

C31 sense3
GGAGCTGGTA GAGAGCAGGT AGCAGAGCAG TTTCACAGGG AACTGGCAAT GGGACTTACT

|
61 GTCAGTCTGC TGGCTCACAT ACTGTCTGTG TAGGAAGAGG TTAGAATGCA TTAGAATTTT
121 ACAGACATCC AGCAGCCCTA GTGATCAAAT GCTTCCACCA AAGCCCTGTT
181 CAGGCTGGCA TTCAGAGCAA CAA SCC.TJ AAGGCAAAGC TTCCTCAGCT CCCTAT A
241 GGAAGGGTCA GTAGCAGAAT GGCAN TC‘.'A ANNCACAGCA GNNGAAGATG CAGAATGCTT
301 TTACTNAAGA GGTGTTCTAG TC GTACT GNTAGGAAAR GAATNNGAGG TTTGCACAGG
361 TGCACATTNT CAGAGTATTA CTCGTTTCAC AAGTTTTACT GCATGGCAGT TAATAGGATN
421 GAAATTTGGT TTGNTCGGGC AGCTCACATT CTTAAAAATT ATCATTTNTT CCTAAAA T]‘]‘
481 TTTTATGAAA TANGAGATCA GGAGGAAAAA AACATATAARA AAAAGGACAC AGCT
541 TTCCTGGCAN TGAGTCATGT GCCATCTCTC ATCCCAACCA NGCAACCAAC AAACAATTTG
601 CTCCATATTC ATAAAGACGG AAGGCCCCTC CCFu‘u‘u\Cu C AC CGGGA AX CTCAAC
661 TTACTCACA CCC S o - S e e e
721 TTCCACACA CTATCCTAAG CAAAATAATA TTATATAAAT GATAATAAAC ACAATTATARA
781 = CAGATTAAAA CTATATTATA AATCAACA
B41 A GTCAA TATATAATC .’\.UTCC]‘J‘CC
01 pCIu'x"""C\\\I C

536

Gallus gallus breed Red Jungle owl, inbred line UCD001 chromosome 2 genomic scaffold, Gallus_gallus-4.0

Sequence 10: refiINW 00376 Length: 19620459 Number of Matches: 1

Range 1: 18840606 to 18841242 GenBank Grashics

Score Expect Identities Gaps Strand
1038 bits(1150) 0.0 611/638(96%) 2/638(0% Plus/Minus

Features: £2

guitin-prot

Homo saplens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA, patient 71, clone E267
bIFN397848 Length: 396 Number of Matches: 1

Sequence 1D:

Range 1: 1 to 290 GenBank Craphics

Score Expect Identities Gaps Strand
518 bits(574) 3e-143 289/290(99%) 0/290(0%) Plus/Plus

Figura 14. Integracao de minicirculo de kDNA de T. cruzi no genoma da galinha. A analise Blastn
do clone EG145 mostra integracdo do kDNA (azul escuro: regido conservada; azul claro: regido
variavel) no locus NW_003763668.1 do cromossomo 2 (verde) correspondente a sequencia
codificadora da proteina E3, ubiquitina ligase HECW1. A sequencia rica em CA (cor amarela)
mostra microhomologia que intermedia a integragdo do kDNA. Os primers aparecem sublinhados
na sequéncia.

sequéncias de KDNA que integram nesses sitios preferenciais.

Em dois clones, foi possivel identificar fragmentos de DNA de diferentes
cromossomos na mesma sequéncia quimera. A Figura 15 exibe o clone EG120, da
ave k1-669 (Familia 2). Nesta sequéncia existe um fragmento do cromossomo 12
(NW_003763892.1) e outro do cromossomo 6 (NW_003763812.1) interligados pela
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sequéncia de kDNA. Este mosaicismo pode ser explicado pelo hitchhiking do

elemento retrotransponivel (Simdes-Barbosa, 2006) ou pela mobilizagdo do proprio

kKDNA por recombinagdo mediada pela microhomologia (Hecht e cols, 2010).

SEQ EG120: 9535 bp;

C31 ant iseﬂse 1
1 CCACGCTGCEC AGAACACTTC

A
61 "l"‘l’.,-«l'" T
121 > T
181 G
241 GE
301 T CT( > A A CACATACACC A.A""C"AAI'”
361 C CT "”GTAAA CACACCCCAT "'I'"‘"G»_CCA"‘ G GT'-A’IAT'<’
421 C GGGCCCAAAT 'I""’Z' "G"C" "T "‘CAAAA(. =A zGAAC AR
481 TCT A GA GC A AT AC C GCACAAGAC‘T
541 TAACARAAGCC 3 'IAT"‘AI""ICJ. TAC""” G "‘I"‘ AATTCTCAAG GGTAAAAARA
601 AATGCATGGA sTAATAG TGTGGAAATG CAAGCAGAAG CTGCAGCCAT GCACTCATGC
661 ACATGCCCAC sTTTTGT ATCTCAGGCT CAGGACTTCT GGAAAATGCA CACAGTGACA
721 CAACTATTCA GCGCTCGAAAR CCCCTCTCAG ATCCCCCACC CCAACCACAGC CCACCCCATT
781 GCTTCCCACTG CTCACGTCCC ICAGT' CCAC ATCCCCGTCG uATGA‘ CCCC _TCCAGGAACG
841 ATGACCGCCCC 'T‘CCCAH.AAC" AAAC ( ATAG AC A
901 G SATA 2 AACCC’LAATC

836

Gallus gallus breed Red Jungle fowl, inbred line UCD001 chromosome 12 genomic scaffold, Gallus_gallus-4.0
sequence 10: (efINW 003763892 11 Length: 2726156 Number of Matches: 6

Range 1: 1677011 to 1678187 Qeolank Urashica ¥ Next Match
Score Expect 1dentities Gaps Strand
475 bits(526) 7e-132 271/277(98%) 0/277(0%) Plus/Plus

Gallus gallus breed Red Jungle fowl, inbred line UCD001 chromosome 6 genomic scaffold, Gallus_gallus-4 0
sequence 10: refINVW 003763812 11 Length: 23331307 Number of Matches: 19

Range 1: 217550190 to 21756245 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Tdentities Gaps Strand
551 bits(610) le-154 320/327(98%) 2/327(0%) Plus/Minus

Trypanosoma cruzi clone 129-¢ 102 minicircle, partial sequence, kinetoplast

Sequence ID: gbiFJ007376 1| Length: 367 Number of Matches: 1

Range 1: 244 to 367 GenBank Graphics

Score Expect ldentitios Caps Strand

181 bits(200) le-41 116/125(93% 1/125(0%) Plus/Plus
Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA, patient 1488_33, clone 107E
Sequence 10: embiFM207192 1| Length: 686 Number of Matches: 16

Range 3: 1 to 88 GenBank Graphics V Next Match A Previous Match ﬁ First Match

Score Expect Identities Gaps Strand

150 bits(166) 2e-32 86/88(98%) 0/88(0%) Plus/Plus

[ Name [ Exon || o | Name || Exom | To [pix| sim || Pos/MmiTs |[ score |
[ 21079.tmp/data.cra || 718 [[ese | cRii || 106 J[2s3][ c |[ 0.7606 || 1.5000 ][ 4se3

Figura 15. Integragdo de minicirculo e hitchhiking de kDNA de T. cruzi no genoma de
Gallus gallus. A sequéncia do clone EG120 mostra uma integragdo de kDNA (azul escuro:
regido conservada; azul claro: regido variavel) entre o locus NW_003763892.1 do
cromossomo 12 (vermelho) e o locus NW_003763812.1 do cromossomo 6 (verde). Em
amarelo tem-se a regi&o de microhomologia, e os primers utilizados na reacédo estdo
sublinhados. Uma parte da regido do genoma da galinha foi reconhecida como um
retrotransposon CR1 (sublinhado vermelho). O resultado da analise do BLASTn e do Giri
esta indicado abaixo da sequéncia.
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Como mostra a Figura 13, algumas integragcdes de KDNA ocorreram em
fragmentos de retroelementos CR1 na sequéncia de gene. Este achado sugere que
a sequéncia (em verde, Figura 16) intermediaria do genoma da galinha pode ser um
intron daquele gene, ou, ainda, pode ser um fragmento truncado do retroelemento
degenerado (Wicker e cols, 2005). Uma destas integracdes esta representada na

Figura 16.

SEQ EG302: 377 bp;

C31 antisense 3

1 TGCTCTCTAC CAGCTCCTTG GGCAGCCCAT TCCTGTGCCT GCTCACTCTT TCAGAGAAAT
61 ATTTCCTAAT GCCCAACCTG AACCTCCCCT GACACAAGGC CACGCTCTCT TATCTTCTCC
121 TGCTAGTTAT GCAAGAGAAG AGGCCGACCC CCCCTCCCAA AACCATAATG TACGGGTGAG
181 ATGCATGATT TTTCGGGCCC AAATTTGAAC GCCCCTCCCA AAACCATAAT GTACGGGGGA
241 GATGCE CC AACCCCAATC G CTCCGG TCTACAGTCC CCATCTCAGC TCTTACTTCA
301 GTTCTGTCTC CGGTCTACAG TCCCCATTTT CGGGCAAATA ATGTACGGGT GAGATGCACA
361 CCAACCCCAA TCGAACC -
S36

Gallus gallus breed Red Jungle fowl, inbred line UCD001 chromosome 1 genomic scaffold, Gallus_gallus-4.0
sequence ID: refiNW 001471534 2| Length: 17865413 Number of Matches: 1

Range 1: 129509328 to 12951098 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

263 bits(142) 2e-68 155/161(96%) 1/161(0%) Plus/Minus

Features: [pyruvate dehydrogenase [lipoamide]] kinase isozyme 3, mi...

Figura 16. Integragdo de minicirculo de kDNA de T. cruzi em retrotransposon inserido em gene de
Gallus gallus. A sequéncia do clone EG302 representa uma integragdo do kDNA (azul escuro:
regido conservada; azul claro: regido variavel) no locus NW_001471534.2 do cromossomo 1
(verde), que corresponde a regido da piruvato dehidrogenase quinase. Esta mesma regido foi
reconhecida como elemento CR1 (sublinhado vermelho). Em amarelo tem-se a regido de
microhomologia, e os primers da reagéo estao sublinhados. O resultado das andlises do BLASTn e
do Giri estdo indicados abaixo da sequéncia.

2.1) Integragoes de kDNA no mesmo Jocus genético

A analise da transmissao vertical da mutacao requer o estudo das sequéncias
integradas num locus repetido em parentais e progénies. As sequéncias analisadas
exibiram diversas mutagdes no mesmo /locus em diferentes aves, com (Figura 17 e
18) ou sem parentesco (Figura 19). Foi interessante observar que, na maioria dos
casos, a integragcdo no mesmo sitio do genoma da galinha tinha sequéncias de
kDNA diferentes entre si (Figura 17, 18, 19 e 20).
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Gallus gallus breed Red Jungle fowl, inbred line UCD001 chromosome 5 genomic scaffold, Gallus_gallus-4.0,

a) SEQ EG108: 687 bp;
67R
1 GAACGCCCCT CCCAAAACCA
61 TGAACGCCCC TCCCAAAACC
121 TGATACACAT ACACCAACCC
181 AACCCTTCTC GAACAACAAA
241 ACAACAGCAA CAAATCCAAC
301 AAAAAAAAAG AAAGAAAGAA
361 GAATTGGTGT GGGGTGACCC
421 ACAGCACAGG GTTTGCCGCT
481 TGCTGGCACA CGCCCCCGGT
541 AATATTTCTA TCCCATCATC
601 TGCAAAGACG GGAGAGAGAG
661 ATGGGGGATG GGAAGGGAGG

TAATGTACGG
AGGAAGAAGT
CAATCGAACC
CCAGTACATT
TCCCAAACCA
AAAGAAAAAG
CAGGCCAAGG
GCCGCACCCA
CTGTTACTGT
AGACATGCAA
ATTGTAGGCT
AAGTGAG

C31 antisense 2

GTGAGATGCA
TAAATCTCTG
AAACCGAATT
CCAAAACAAA
CAAAAACGAT
AAAAAGAAAA
GAGATGTGCA
GCTTAGCCCC
AGACGCAGGC
AGGGGGAAAG
CCAGGGCTCT

Sequence 10: refiNW_003763785.1] Length: 41326641 Number of Matches: 1

Range 1: 27022674 to 27023227 GenBank Graphics

Score

957 bits(1060)

Expect
0.0

Identities
547/555(99%)

Gaps
6/555(1%)

TGAATTTTCG
AATAGACCAA
AAAGAAACAA
ACAAAAACCC
TAAAAATAAA
AGAAGAAGAA
GTGCGGCCGC
TGCGGCTCCT
CCGTAAATCT
TAATACATTT
TTTAAACATT

Strand
Plus/Plus

Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA, patient 1434_85, clone 212E

Sequence ID: emb|FM207251.1] Length: 924 Number of Matches: 7

Range 1: 324 to 466 GenBank Graphics

V Next Match

GCCATAAATT
TAACAGGCTC
ACACAAATGA
ACTCAAACAA
AATAAAAATA
AAAGGACTCC
TGCTCCGTGC
GTAGCGGGGC
CGGCCGAAGC
GATCTTCCGC
TCAGGAATTA

Score Expect Identities Gaps Strand
194 bits(214) le-45 131/146(90%) 8/146(5%) Plus/Plus

b) SEQ EG244: 671 bp;

67rev

1 GAACCCCCCT CCCAAAACCA GGAAGAAGTT GAGTCTCTGA ATAGACCAAT AACAGGCTNT
61 GATACACATA CACTCTCCCA AGACTAAACC AGGAGGAAGT TTGATCTCTG AATACACCAA
121 CCCCAATCGA ACCAAACCGA ATTAAAGAAA CAAACACAAA TGAAACCCTT CTCGAACAAC
181 AAACCAGTAC ATTCCAAAAC AAAACAAAAA CCCACTCAAA CAAACAACAG CAACAAATCC
241 AACTCCCAAA CCACAAAAAC GATTAAAAAT AAAAATAAAA ATAAAAARAAA AAAGAAAGAA
301 AGAAAAAGAA ARAAGAAAAAG AAAAGGAAGA AGAAAAAGGA CTCCGAATTG GTGTGGGGTG
361 ACCCCAGGCC AAGGGAGATG TGCAGTGCGG CCGCTGCTCC GTGCACAGCA CAGGGTTTGC
421 CGCTGCCGCA CCCAGCTTAG CCCCTGCGGC TCCTGTAGCG GGGCTGCTGG CACACGCCCC
481 CGGTCTGTTA CTGTAGACGC AGGCCCGTAA ATCTCGGCCG AAGCAATATT TCTATCCCAT
541 CATCAGACAT GCAAAGGGGG AAAGTAATAC ATTTGATCTT CCGCTGCAAA GACGGGAGAG
601 AGAGATTGTA GGCTCCAGGG CTCTTTTAAA CATTTCAGGA ATTAATGGGG GATGGGAAGG
661 GAGGAAGTGA G

C31 antisense?2

Gallus gallus breed Red Jungle fowl, inbred line UCD001 chromosome 5 genomic scaffold, Gallus_gallus-4.0
Sequence 10: reflNVW_003763785.1] Length: 41326641 Number of Matches: 1

Range 1: 27022674 to 27023227 GenBank Graphics

Score Expect
957 bits(1060) 0.0

Strand
Plus/Plus

Identities

547/555(99%)

Gaps

5/555(0%)

Homo sapiens genomic DNA containing Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA, patient 1437_75, clone 39E
Seq 10: emb|FM207233.1] Length: 948 Number of Matches: 11

V Next Match

Strand
Plus/Plus

Range 1: 725 to 862 GenBank Graphics
Expect
6e-49

Identities

128/138(93%)

Score

205 bits(226)

Gaps
5/138(3%)

Figura 17. Integracao de minicirculo de kDNA de T. cruzi no mesmo locus do genoma de Gallus
gallus. a) A sequéncia do clone EG108 mostra uma integragcdo de kDNA (azul escuro: regido
conservada; azul claro: regido variavel) no locus NW_003763785.1 do cromossomo 5 (verde).
Esta sequéncia oriunda do galo k1-8378 (Figura 17a) tem o mesmo fragmento de DNA da
progénie k1-686 (Figura 17b). A regido de microhomologia aparece em amarelo, e os primers
estado sublinhados. Os resultados da analise do BLASTn esta indicado abaixo das sequéncias.
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) EG108 GAACGCCCCTCCCAAAACCATAATGTACGGGTGAGATGCATGAATTTTCGGCCAT

EG244
EG108 - 'GAAC CCCCTCCCAAAACCAGGAAGAAGTT A [TCTCTGAATAGACCAA
EG244 GAAC CCCCTCCCAAAACCAGGAAGAAGTT A TCTCTGAATAGACCAA

EG106 NN - - — - -
EG244 I I . T A CACTC TCCCAAGACTAAACCAGGAGGAAGTTTGA
EG108 ——————~— BN C CAACCCCAATCGAAC CENYNHEHEI YN AT VYTV Y NT V-V I .V
EG244 TCTCTGANEEENCCAACCCCAATCGAAC CIYYNHHF VYRV VYT VYT V.V TV
[IIEMA TGAAACCCTTC TCGAACAACAAACCAGTACATTCCAAAACAAAACAAAAACCCA
[ YIYWA TGAAACCCTTC TCGAACAACAAACCAGTACATTCCAAAACAAAACAAAAACCCA
AN C TCAAACAAACAACAGCAACAAATCCAACTCCCAAACCACAAAAACGATTAAAAA
[ PIYWC TCAAACAAACAACAGCAACAAATCCAACTCCCAAACCACAAAAACGATTAAAAA
[N TAAAAATAAAAA TRIAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAAAAAGAAAAAGAAAAAGAAAA
(P IYMTAAAAATAAAAATINAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAAAAAGAAAAAGAAAAAGAAAA
(NG AAGAAGAAAAAGGACTCCGAATTGGTGTGGGGTGACCCCAGGCCAAGGGAGAIT]
EG244 G‘AAGAAG’AAAAAGGA( T(,t,(wAATTb(waTb(w(wa(:ACt,l CA(-.G( CAAGGGAGAIT
EG108 c C

EG244
EG108
EG244
EG108
EG244
EG108
EG244 NSNS AT(ﬂ AAAGGG 4(4AAA(_-,TAATA( ATTT(_-,ATt TT( CGC T(~( AAA(-.A(

EG108 EFNEFNTNEICEFNEIETs G

W IWCAGAGATTGTAGGCTCCAGGGCTCTTTTAAACATTTCAGGAATTAATGGGGGATG
EG108 VNN VNS €

I BCCAAGCCAGGAAGTGAG

"kDNA i : ~ NW_003763785.1

Figura 18. Alinhamento de duas sequéncias com integragdo no mesmo /ocus. a) Alinhamento das
sequéncias mostradas na Figura 17. Verde: regido do cromossomo da galinha; azul: kDNA, cujas
regidbes sem complementaridade estdo nao-coloridas. Em amarelo estd a microhomologia
intermediando a quimera. Note que multiplas regides de microhomologias ricas em CA aparecem no
kDNA (azul) e na sequéncia da galinha (verde). b) Grafico da similaridade do alinhamento mostrado em
(a). Note que a regido do locus é praticamente igual, mas o kDNA é diferente.

A demonstracdo de microhomologias nas sequéncias de kDNA e no DNA
hospedeiro da quimera ilustrada na Figura 18 sugere que as microhomologias do
genoma hospedeiro sdo hotspot potenciais de integracdo de DNA exdgeno. Tais
achados explicam a presencga de integragdes no mesmo locus em aves de familias
diferentes. As diferengas na sequéncia de KDNA identificadas nas progénies F1, F2
e F3 podem ser explicadas tentativamente por recombinacdo e remodelamento do

kKDNA, ou ainda, pela imensa diversidade genética dos minicirculos.
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a) EG14 AGAGAACTGCTTGAAACCTACAGGAAAGATGGCGGAGGGATTTT TISINANGGGCACATAGCA
[ REFIA GAGAACTGC TTGAAACCTACAGGAAAGATGGCGGAGGGATTTTTTAGAAGGGCACATAGCA
S A GAGAACTGC TTGAAACC TACAGGAAAGATGGGGAGGGATTTTTTAGAAGGGCACATAGCA
EG14 ACAGGACAAGGGGAAATGGGTTTAAACTGGAAGAAGGTAGATTTAGACTAGATCTAATTCT
[ METINACAGGACAAGGGGAAATGGGTTTAAACTGGAAGAAGGTAGATTTAGACTAGATCTAATTCT
S A CAGGACAAGGGGAAATGGGTTTAAACTGGAAGAAGGTAGATTTAGACTAGATCTAATTCT
EG14 AAGAAGAAATTCTTTAACGTGAGGATGGTGAGACACC(“GAACAGGTTACCCATTGAGGTTG

EG182...
EG14 : A
EG_149 BEGACGCCCCC TCCCHENN -l
EG182.. WEGACGCCCCC TCC CESams T B i - S
EG14
EG_149
EG182 ...
EG14
EG_149
EG182.. M

EG14 - ACHEC -l AT TG TEN A C O T
EG_149 CFNINN ~ BN - C TIT-TITM T AT A A
EG182
EG14 C =
EG_149 . _ _H-T_uTx TI‘~I‘~_
EG182
EG14
EG_149
EG182

b L] .. AR WIESITSIEY N
) NW 003763668.1 | KDNA

Figura 19. Alinhamento de sequéncias de aves diferentes com integragdo no mesmo locus. a)
Alinhamento das sequéncias com integragdo de kDNA do locus NW_003763668.1 cujos alelos
codificam a proteina PTHB1. Os clones EG14 da ave k1- 527 (Familia 1), EG149 da ave k1-654
(Familia 2), e EG182 da ave k1-759 (Familia 2) estéo ilustrados: verde, gene; azul, kDNA;
amarelo, regido de microhomologia. b) Grafico do alinhamento mostrando similaridade das
. Note na quimera que apenas as concordancias entre
as sequéncias estdo em destaque e que a sequéncia do locus é praticamente igual, mas o

u ”

sequéncias dos clone indicados em

kDNA é diferente.

a) e NW_003763785.1 [ ] KDNA

KDNA ] NW 001471673.2

c) NW_001471534.2 kDNA

d) NW_003763892.1

Figura 20. Alinhamento e similaridade de sequéncias com integracdo no mesmo locus de aves
diferentes. Em verde, genoma de Gallus gallus. Em azul, minicirculo de kDNA. Em amarelo,
microhomologia. A similaridade esta indicada na cor laranja. a) Alinhamento de sequéncias com
integragdo de kDNA do locus NW_003763785.1 do fator de transcricdo SOX-6. As sequéncias
séo oriundas das aves k1- 527 (Familia 1) e k1-618 (Familia 2). b) Alinhamento de sequéncias
com kDNA integrado no locus NW_001471673.2 das aves k1- 652 (Familia 1) e k1-618 (Familia
2). ¢) Alinhamento de sequéncias com kDNA integrado no locus NW_001471534.2 da piruvato
dehidrogrenase quinase das aves k1-652 (Familia 1), k1- 672 (Familia 2) e k1-880 (Familia 3).
d) Alinhamento de sequéncias com kDNA integrado no locus NW_003763892.1 (indeterminado)
das aves k1-616 (Familia 1), k1- 844 (Familia 2), k1- 661 (Familia 2), k1- 633 (Familia 2), k1-
669 (Familia 2) e k1-880 (Familia 3). Note que ndo ha homologia nas regides variaves da
sequéncia de kDNA.
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O sitio de insercdo mais reincidente nas sequéncias deste trabalho foi o da
enzima malica NADP dependente (locus NW_003763650.1). O mapeamento das
integragdes feitos com a técnica {pTAIL-PCR resultou em 15 diferentes sequéncias
quimeras naquele locus em 10 aves das trés familias. Em todos esses casos, a
insercdo de KDNA ocorreu no nucleotideo 90092 do locus NW_003763650.1. A
maior frequéncia de integragado de minicirculos de KDNA neste /ocus levou a analises
aprofundadas deste sitio das quimeras. Essas analises seguem no item 3 desta

secao.

2.2) Homologias em sequéncias de kDNA integradas no genoma

As analises BLASTn das sequéncias quimeras obtidas pela f{pTAIL-PCR
mostram que muitos eventos de integragcdo ocorreram em um mesmo /ocus.
Interessantemente, foi observado que diferentes sequéncias de minicirculos
estavam integradas naqueles loci. Este achado teria como explicagao a insergao de
de minicirculos diferentes em um sitio especifico do genoma das aves. Assim,
procuramos encontrar o fenbmeno oposto, ou seja, uma mesma sequéncia de
minicirculo de kDNA em diferentes loci do genoma. A busca foi feita mediante
alinhamento das regides variaveis de minicirculos integrados. O alinhamento revelou
que sequéncias de regides variaveis de minicirculos de kKDNA eram iguais entre si,
na mesma ave ou em outras aves da mesma familia. As Figuras 21 e 22 mostram
sequéncias com cerca de 285 pb, nas quais a regido variavel é quase idéntica. As
homologias dessas sequéncias no banco de dados tiveram E-value de 1e'%® e
identidade de 96%.

Nos alinhamentos das Figuras 21 e 22 verifica-se que, em trés das cinco
sequéncias, a integracédo de kDNA ocorreu numa regiao de retroelemento ndo-LTR
CR1; e na sequéncia do gene EG13 foi encontrada um pequeno fragmento de 59
pb préximo de CR1 (Figura 21). Esta configuracdo talvez seja decorrente de

rmobilizagdo a partir de um sitio primario de integragao.
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a) SEQ EG13: 756 bp;

C31 sense 1

1 AGAGAACTGC TTGAAACCTA CAGGTGTACT TTATCAACCT TTTTTTATAG AAGTTCCATA
61 TTAAGGAAAT CTGATTTAAG TGTCAGATGT AAATGAACAT ATAGTGCTAT ACTGCTATGT
121 TGTATCTATG GATACTGAGG AATCTGGGGA AGGGTATATG GAAAGGGCAA GTAATATTTC
181 CTCAGTGTAC TCTTCCACTT TCCTATGATC CCATGATAAT GGGCTTCCTG ATTCAGAGGT
241 GGTACATTTG GGITTAATGG CCATTGATAG AAATATCATC TATAAATACA TCCAATCACT
301 CTTGAACCTT TTAATTGACA GCTGGAAAGT ATATGGGGAT AAGTTCAGCA GTTAGCAATA
361 TTCTGTATAT AACAGTATCT CCTTCTCCTT TATATTTAAA CCTTGTAGGT ATCCCATAGA
421 TCTTGTATTA TAATGTACGG GTGAGATGCA TGAATTTTCC GCCAAAAAGT TGAACGCCCC
481 TCCCGAAACC AACATTTCCA I ACCCTTAACT ACCTAACACC AACCCACTAC

COMC

541 AACCCCACCA ACCAACTACC CCCCACCACT AAACATAAAC ATAGAATACA
601 TCTAATTCAA T° ATCAATTCAT GTCAACCACT ATACTCTCAA
661 GAT TGTTTAACA ATTA TATCATGTTT ATAGTATCAA ATCCATAAAC
721 CCCClrlflC TATATTACAC CAACCCCAAT CGAACC
S 36
b) SEQ EG14: 471 bp;
C31 sensel
1 AGAGAACTGC TTGAAACCTA CAGCAAAGAT GGCGAGGGAT TTTTCNNATG GGCACATAGC
61 AACAGGACAA GGGGAAATGG GTTTAAACTG GAAGAAGGTA GATTTAGACT AGATCTAATT
121 CTAAGAAGAA ATTCTTTAAC GTGAGGATGG TGAGACACCG GAACAGGTTA CCCATTGAGG
181 TTCTGGACGC CCCCTCCCAA AACCAAukll TCCAGAATTT ‘“”1ACP”£r
241 "ACCAACCCA CTACAACCCC AC ACCAAC “CTATA CAACCCCCA!
301 CI TAT? AAT TTCAAT ACACATCAAT
361 CACTATACTC TCAAGATCAA TCTACTGTTT ATACATC ATTATATCAT
421 TCAAATCCAT AAAACCACCT CTATCTATAT TACACCAACC CCAATCGAAC
S 36
c) SEQ EG16: 474 bp;
C31 sense 1
1 AGAGAACTGC TTGAAACCTA CAGGAAAGAT GGGGAGGGAT TTTTTATAAG GGTATGTAGT
61 GTCAGGACAA GGGGAAATGG TTTTAAATTG GATGTAGATT TAGGGTAGAT TTAGACTAGA
121 TATTAGGAAG AAATTCTGTA CTGTGAGGGT GGTGAGACAC TGGGACAGGT TGCCCAGAGA
181 GGTTGTGGAC GCCCCCTCCC AAAACCAACA TTTCCAGAAT TTTCGTACCC TTAACTACCT
241 AACACCAACC CACTACAACC CCACCAACCA ACTACCTATA AACAACCCCC ACCACTAAAC
301 ATAAACATAG AATACAACAT AATATATCTA ATTCAATTCA ATACACATCA ATTCATGTCA
361 ACCACTATAC TCTCAAGATC AATCTACTGT TTAACATACA TCATTATATC ATGTTTATAG
421 TATCAAATCC ATAAAACCAC CTCTATCTAT ATTACACCAA CCCCAATCGA AACC
S 36
d) SEQ EG68: 403 bp;
C31 antisense 3
1 TGCTCTCTAC CAGCTCCTTG GCTNNNNNNN TGCTTTTGGG AATGCTTTTA TTGAATAATC
61 ACTGTTCAGT TCCTGGAGTC ACAAACAATT ACAAATTATG TCCATTCCCC ATTTCTGGAA
121 CCCCCCTCCC AAAACCGACA TTTCCAGAAT TTTCGTACCC TTAACTACCT AACACCAACC
181 CACTACAACC CCACCAACCA ACTACCTATA AACAACCCCC ACCACTAAAC ATAAACATAG
241 AATACAACAT AATATATCTA ATTCAATTCA ATACACATCA ATTCATGTCA ACCACTATAC
301 TCTCAAGATC AATCTACTGT TTAACATACA TCATTATATC ATGTTTATAG TATCAAATCC
361 ATAAAACCAC CTCTATCTAT ATTACACCAA CCCCAATCGA ACC
536
e) SEQ EG70: 436 bp;
C31 antisense 3
1 TGNTCTNNTN CCCAGCTTGG GCAACCTGTT CCAGTACCTC ACCNNNNNTN NNGAGAAGAA
61 ATTTTTCCTA ATATCCAACC TGAACCTCCC CTGGCACAAC TTGAGGCCAT TCCCTCTAGT
121 TCTTTTGCTA GCTACACAGG AGAAGAGGCT GACCCCCCCT CCCAAAACCP CAG
181 AATTTTCGTA CCCTTAACTA A ACCCACTACE CCT
241 A CAACC CCCACCACTA TAGAATAC TAT CAAT
301 TCAATACACA TCAATTCATG TCAACCACTA TACTCTCAAG JAPCAl
361 ACATCATTAC ATCATGTTTA TAGTATCAAA TCCATAAAAC I
421 CAACCCCAAT CGAACC
836

Figura 21. Eventos de integracdo de minicirculo de kDNA com a mesma regido variavel em
diferentes loci de Gallus gallus. a) Integragdo de kDNA (azul escuro: regido conservada; azul
claro: regido variavel) no Jocus NW_003763785.1 do fator de transcricdo SOX-6 no
cromossomo 5 (verde). b) Integracdo de kDNA no locus NW_003763668.1 do gene codificador
da proteina PTHB1 no cromossomo 2. ¢) Integragdo de kDNA no locus NW_001471668.2 do
gene da palmitoiltranserase no cromossomo 3. d) Integracdo de kDNA no Jocus
NW_003763912.1 indeterminado, no cromossomo 13. e) Integragdo de kDNA no locus
BX640540.3. A regido de microhomologia (amarela) e os primers utilizados na reacgdo estdo
sublinhados. As sequéncias dos retroelementos CR1 estdo sublinhadas em vermelho.
Sequéncias a, b e ¢ do FO k1-527, d e e da ave F2 k1-638 (ver Figura 10).



Q) EG13 GATAGAAATATCATC

[ENEWN * T FENEE T

ENEWN G PyA T - |

[ENEWN G YA T

EG13 C AMA TEWNC AET C C cTCC [T ABYATTTA - -FN- - - - - - -EJA C (SIS
EG14 EIG > THAT AENENC T [ENERN A - - A -ISIT AGATTTA - ~BRo- - - - - - - GACTENG Al
EG16 EIG [ TRUN . ARG C A TIETENEIN T ARSI T A C AT TTA — —®g— — — — — — —CACTINC Al
EG68 G CT CEECEENC C A *TCCTTEIGEEINN N
EG70 TEINBEICEINNTNCCC 8cC TEG G CAKCC TCCAGTENSEIC T CEN
EGI3 E-GC TEMEGEIANIC C C A TENENNT C FlUGEA ATAATGT-A GGGTGAGATGCATE
EG14 THIT A T C A A EFRNGNEFWWNET - - - [ T RPN A CERIG NG G A NEENEENErwE A ¢ C EE
EG16 B - - - A GAAGAAATTENgESC FWN C T [ENEG N BT GCGCTGCAGACENCTGG
EG68 N N N CE T S [ENN - T G C T A INT A AMS -ENEE THECENET T
EG70 CEN N C AW NEFWWSEITHTECT ARNT AT CCENA CEENEA A C C T CEC ESENENE
EG13 I A N - - N - - - I T N - T N C G N - - -
EG14 EN - AC---AGG A ] N T T - [ENNG EREE
EG16 G — A C - AGG 2 aC C C ARNSIA G Al
oA C AACAA ACAAA = e c T C C INT T]

CACA ¢ 5 ENEC C A CCCTCTAGTTCHENTTGCTA GIE AMAE G GENENNAEA G

G GACG CICICETICIC) AAACCAACATTTCCAGAATTTTCGTACCCTTAACT

G GACG cccTCC AAACCAACATTTCCAGAATTTTCGTACCCTTAACT

c GAA CICICETICIC) AAACC ACATTTCCAGAATTTTCGTACCCTTAACT

@c GA cccrTCC AAACCAACATTTCCAGAATTTTCGTACCCTTAACT
ECI: ACCTAACACCAACCCACTACAACCCCACCAACCAACTACCTATAAACAACCCC
EGI4 ACCTAACACCAACCCACTACAACCCCACCAACCAACTACCTATAAACAACCCC
EG1: ACCTAACACCAACCCACTACAACCCCACCAACCAACTACCTATAAACAACCCC
EGis ACCTAACACCAACCCACTACAACCCCACCAACCAACTACCTATAAACAACCCC
EGT0 ACCTAACACCAACCCACTACAACCCCACCAACCAACTACCTATAAACAACCCC
ECI3 CACCACTAAACATAAACATAGAATACAACATAATATATCTAATTCAATTCAAT
ECId CACCACTAAACATAAACATAGAATACAACATAATATATCTAATTCAATTCAAT
ECGI: CACCACTAAACATAAACATAGAATACAACATAATATATCTAATTCAATTCAAT
ECiE CACCACTAAACATAAACATAGAATACAACATAATATATCTAATTCAATTCAAT
ECI0 CACCACTAAACATAAACATAGAATACAACATAATATATCTAATTCAATTCAAT
EGI: ACACATCAATTCATGTCAACCACTATACTCTCAAGATCAATCTACTGTTTAAC
EGI4 ACACATCAATTCATGTCAACCACTATACTCTCAAGATCAATCTACTGTTTAAC
EGI" ACACATCAATTCATGTCAACCACTATACTCTCAAGATCAATCTACTGTTTAAC
EGi: ACACATCAATTCATGTCAACCACTATACTCTCAAGATCAATCTACTGTTTAAC
ECI0 ACACATCAATTICATGTCAACCACTATACTCTCAAGATCAATCTACTGTTTAAC
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EG68

ECTO ATACATCATTA ATCATGTTTATAGTATCAAATCCATAAAACCACCTCTATCT
ECI: ATATTACACCAACCCCAATCGAACC

ECI4 ATATTACACCAACCCCAATCGAACC

EC1: ANMMATTTTACACCAACCCCAATCGAA [C

EG68

m
[
~
o

Cromossmo 1 KDNA

b)

Figura 22. Diferengas entre as sequéncias flanqueadoras hospedeira e homologia dos minicirculos
de kDNA integrado no genoma das aves. a) Alinhamento das sequéncias mostradas na Figura
21. Verde: regido do cromossomo da galinha; azul: kDNA; amarelo: regido de microhomologia. As
sequéncias homologas estdo coloridas. b) Grafico mostrando similaridade na regido dos
minicirculo e dissimilaridade na sequéncia do cromossomo das aves.

2.3) Alinhamento das sequéncias obtidas de células germinativas e de células

somaticas das mesmas aves

As sequéncias obtidas das células germinativas foram, entdo, comparadas
com aquelas das células somaticas, visando mostrar se existe similaridade na
integracdo nas diferentes linhagens. O alinhamento das sequéncias obtidas de
gametas com aquelas de células somaticas mostrou padrdo semelhante ao descrito

nos itens 2.1 e 2.2. Em 5 casos, a integragdo do kDNA foi encontrada no mesmo
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locus do genoma de gameta e célula somatica da ave, porém com sequéncias de

minicirculos de kDNA diferentes (Figura 23). Também foram registrados 3 casos de

integragdes em células somaticas e germinativas com a mesma sequéncia de kDNA,

mas em Joci diferentes (Figura 24). A diversidade do fendmeno foi observada nas

trés familias estudadas.

a)

b)

SO INETNEFUNC TGC TTGAAACCTACAGGERITGTACTTTATCAACCTERITTTTTTATAGAAGT TI®C|
MG513 CTGCTTGAAACCTACAGGIEM TG TACTTTATCAACCTRMNTTTTTTATAGAAGT T-

SHOkIA TAT TAAGGAAATC TGATT TAAGTGTCAGATG TAAATGAACATATAGTGCTATACTGCTAT
UK MA TAT TAAGGAAATCTGATTTAAGTGTC A(~ATC~TAAATL~AA( ATATAGTLﬂ TATACTGCTAT

SOKINGC T TGCTATCTATGGATACTGAGGAATCTGGG S GIMAAGTAATATTT
MG513 G’I‘TGTATCTATC SATACTGAGGAATCTGGG . GWNAAGTAATATTT

EG13 CTCAGTGTACTCTTCCACTTTCC ’I‘A’I‘(-.AT( C ;ATGATAATC—- 'CTTCCTGATTCAGAGGT
MG513 (&I Tl A(-T(wTAl C CCACTTTCCTATGATCCCATGATAATG CTTCCTGATTCAGAGGT
EG13 S TTTAATGGCCATTGATAGAAATATCATCTATAAATACATCCAATCACTC
MG513 GGTTTAATGGCCATTGATAGAAATATCATCTATAAATACATCCAATCACTC

EG13 TT(:AAL,(,TTTTAATTGACAGCTGGAAAGTATATG( GATAAGTTCAGCAGTTAGCAATATT
[CIKMT TGAACCTTTTAAT TGACAGC TGGAAAGTATATGLC GATAAGTTCAGCAGTTAGCAATATT

[HOKINC TGTATATAACAGTATCTCCTTCTCCTTTATATTTAAACCTTGTAGGTATCCCATAGATCT
e kNC TG TATATAACAGTATCTCCTTCTCCTTTATATT TAAACCTTGTAGGTATCCCATAGATC

EG13 TATAATGTACGGGTGAGATGC_T-
MG513 IHERWNITATAATGTACGGGGGAGA TG CHNERNNINNE C W~ C

EG13 -.A-t ‘\A.ATT-L CHGHATHET T-(,-m —m I
MG513 ; I CH \ —

EG13

MG513 A ITTTI(~(-(~—-_T-(~ TI I<~t~<~t~
EG13 THTHEC THA T.C_L AAIA-A T . - - - C IT(~-II-AITIT—A NNATC
MG513 GGG CH - - NGB - - - C B C C A A G GEC C I C W G C . - .- - -
EG13 AATCTANTEET TAACANHEENTEATTATATCATGTTTATAGTANNAAA THEE AN NENNEN
MG513 - - - - - - ECEm- - - - - chmemce-----—-—\-"-" -\ - -—"-—-—-—-—-——-—-—- & = CCAT E=CTCccT
EG13

MG513

EG16

MGO066

EG16

MGO066

EG16

MGO066 \|

EG16 GAC‘:CCCCCTCCC_b_L “*—T. ‘_k TTA-———-

MGO066 GACC'CCCCCTCCC_T_M —l AT C AT-t CG

EG16 ; s |
MGO066 _P-"-\.-/:\Tl i\._TTh_“a---_----waT-z‘A TH-H
EG16 -Al-.“._‘ * R IR T A C A M T A T T N T C S T C R T AN T CAAT T CEG
MG066 [HNEIC T C NSNS W T S C - - - - TN A CC MY I‘IA-I(~T-l THEENCG----- -

EG16 HIC NS ~ C' T I T . . G R C R \ C G
MG066 [N A IS C A C 1 I 1 T C . W W Wil [ [= S-AIG'_YIM CCAWW

EG16 [~ G - RIS T . R - S C A C T A T R N R
MGO66 [N T C NI 11 T IS R T N T .Y —-A———— AAACC

Figura 23. Alinhamento de sequéncias quimeras de célula germinativa e de célula somatica
quimeras, exibindo kDNA no mesmo /ocus. a) Alinhamento da sequéncia derivada de esperma
(EG13) e de sangue (MG513) da ave k1-527 (Familia 1). As sequéncias mostram uma integragao
de kDNA no Jocus NW_003763785.1, correspondente ao fator de transcrigio SOX-6. b)
Alinhamento da sequéncia EG16 (esperma) da ave k1-527 (FO) e MG66 (sangue) da ave F1
k1-202. Estas sequéncias mostram a integragao de kDNA no locus NW_001471668.2 do gene da
palmitoiltranserase ZDHHC14. Em verde, regiao do cromossomo da galinha; azul: kDNA;
amarelo: microhomologia. Apenas as homologias das sequéncias estdo coloridas. Note que a
sequéncia do Jocus € praticamente idéntica, mas o kDNA ¢ diferente.
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BIU {JIU IEIIU I!U I?O 13‘0 I-KW I’.?U
EG16 GTTTTAAATTGGATGTAGATTTAGGGTAGATTTAGACTAGATATTAGGAAGAAATTCTGTACTGTGAGGGTGGTGAGAC

Figura 24. Resultado de alinhamento de sequéncias de célula germinativa e somatica com
integracado de minicirculo de KDNA com a mesma sequéncia. As sequéncias EG16 e MG266 da ave
k1-527 mostram integragdes em locus diferentes e com sequéncia de kDNA praticamente igual. A
regidao correspondente ao KDNA comeca e termina nos nucleotideos indicados pelas setas.

De interesse, as sequéncias flanqueadoras do hospedeiro e do minicirculo de
quimera também revelou integracdo do kDNA no mesmo locus (NW_001471668.2)
de genoma dipdide de galo F2 (k1-645) e no DNA do ovécito da F3 (k1-765). Nestes

casos, as sequéncias de minicirculos também eram diferentes.

3) Analises das integragées no locus da enzima malica mitocondrial NADP

dependente.

A frequéncia de eventos de integragédo no locus NW_003763650.1 foi a mais alta
do estudo (10,87%). Este locus tem os alelos que codificam a enzima malica
mitocondrial NADP dependente, que catalisa a descarboxilacido oxidativa do malato,
gerando piruvato e CO,, com redugdo de NADP" para NADPH, na presenga de um
cation bivalente (Mg®* ou Mn**). Conforme a especificidade do cofator e localizacdo
subcelular, sdo reconhecidas trés isoformas de enzimas malicas: i) citosélica NADP*
dependente (c-NADP-ME ou ME1); ii) mitocondrial NAD(P)* dependente (m-NAD-ME
ou ME2); e, iii) mitocondrial NADP* dependente (m-NADP-ME ou ME3) (Hsieh e
cols, 2009).
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A integragcdo de minicirculos de kDNA ocorreu no locus NW_003763650.1 da
enzima malica NADP-dependente mitocondrial ME3. O gene da ME3 da galinha
(Gene ID: 419019, NCBI) é conservado em humanos, chipanzés, céaes,
camundongos, e outros. O gene coépia unica esta localizado no cromossomo 1. As
analises do BLASTn indicaram que a integracdo do KDNA entrou na regido de um
intron. A identificacdo da mutacdo no locus NW _003763650.1 em varias aves foi
possivel com a técnica {pTAIL-PCR, devido a combinagéo de primers de KDNA, com
primers especificos para sequéncia do gene ME3 do banco de dados NCBI. As
amplificagdes produziram 15 sequéncias com minicirculos integrados no gene da
enzima malica, em oito aves da Familia 1. As sequéncias estdo apresentadas no
Anexo Il.

A PCR direta conduzida em DNA de ave negativa (sem contato com T. cruzi)
com os primers especificos do gene revelou amplicons de até 1,7 kb. Quando essas
sequéncias obtidas foram alinhadas, verifcou-se identidade quase completa com
aquela do locus NW_003763650.1 (Figura 25) e com as quimeras neste sitio de
integracdo. Entretanto, a analise por PCR feita em amostra de DNA de aves da
Familia 1 com primers S1 e aS1 especificos para NADPME nao produziu sequéncia

quimera.
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Banco de Dados
k1-2433

1 10 20 ) ) 50 ) 7 80
CTGACCCTGAGGACACCAAACACATATT TC TTGAGAGAAATAGAAATC TGGGGTGTAAAAGCT TTAAGC TTGT TATGAGGAC
CTGACCCTGAGGMCACCAAACACATATTTC TTGAGAGAAATAGAAATC TGGGGTGTAAAAGCTTTAANC TTGTTATGAGGAC

Banco de Dados
k1-2433

BD |IJIJ I|IJ IZD I3D 140 150 IGO

AGATGCTACCATGATGCTAGLATGAGTGCCTGATATTTTCAGAAGTGLTCGLTGGAATTTGAGCAGAAAGALAGCAGATGGC
AGATGCTACCATGATGCTAGCATGAGTGCCTGATATTTTCAGAAGTGCTCGCTGGAATTTGAGCAGAAAGACAGCAGATGGC

Banco de Dados
k1-2433

I70 180 190 200 210 220 230 240

LALAAATGALATLTAAGTTGAGGuTTLLAATTAGLTTTTTGATLTLAGL‘TLGGGGLTGTTTTATL LTLTGGLATAGTGAT
CACAAATGACATCTAAGTTGAGGCTTCCAATTAGCTTTTTGATCTCAGCCTCGGGGCTGTTTTATCCCTCTGGCATAGTGAT

Banco de Dados
k1-2433

”50 "GD 270 280 290 300 310 320

LTATLALAGALTGGLAGAGTGTAGGGTGTALTbLATbTLAGTLTGATCCALAGTLTTTCCTGAAAATTGGGATbTLTGAGTT
CTATCACAGACTGGCAGAGTGTAGGGTGTACTCCATCTCAGTCTGATCCACAGTCTTTCCTGAAAATTGGGATCTCTGAGTT

Banco de Dados
k1-2433

330 340 350 380 370 380 390 400 410

TGGGCCTTCTGAGGCTAAAGCAGGACTCTTCTCACTTTTTGGCAATTCCACTCCATAAAGGAGTGCACTTCAGCTTGATTLT
THGGCCTTCTGAGGC TAAAGCAGGACTCTTCTCACTTTTTGGCAATTCCACTCCATAAAGGAGTGCACTTCAGCTTGATTCT

Banco de Dados
-2433

4”0 430 410 46'0 46'0 47]0 480 490
TTCATCTCGTCCTCCTCCTCCTCC'TCCTGCTTTGCACACCACTGAGTGCTGCACGCTCTGAGCTCCCCTCUAGAGGCALAT
TTCATCTCGTCCTCCTCCTCCTCCCTCCTGCTTTGCACACCACTGAGTGCTGCACGCTCTGAGCTCCCCTCCAGAGGCACAT

Banco de Dados
33

500 510 520 530 540 580 560 570
GGGTGTAAGTGCTTCCTC ""CATGLGAAGCTTCTGACCACACATGTCAATCTGTTTCGATCTTAGCATCCACTGAGGGALA
GGGTGTAAGTGCTTCCTCACCCATGCGAAGCTTCTGACCACACATGTCAATCTGTTTCGATCTTAGCATCCACTGAGGGACA

Banco de Dados
33

580 590 800 [ ID 820 830 840 650

b.AAAATUCTAAATGACACCAbTGATTTCTTAGG&AT&TCbAGAAGTLAGCTGGTATCAGAAAAAGGGACTGCCTGAATCAb
CEAAAATCCTAAATGACACCACTGATTTCT TANIGCATC TCCAGAAGTCAGCTGGTATCAGAAAAAGGGACTGCCTGAATCAC

Banco de Dados
33

GBID GZD 08‘0 OQIIJ 7q0 71‘0 72|0 7?0
TCTCTTGGGCACTTCTTTTATTCTGC CHAGGATCAAGTTTAGCTTATATGTCCTGGATATTCTCTGTGGAAGCAGTTTTCAC
TCTCTTGGGCACTTCTT TTATTCTAC CAAGGATCAAGTTTAGCTTATATGTCCTGGATATTCTCTGTGGAAGCAGTTTTCAC

Banco de Dados
k1-2433

740 750 760 770 780 790 SDD 810 8”0

AGLTGGGATTALAATATAGAAGTTA TGLTTT"" GLAATATAATLAGTGTATTTALTTGLAATAGAAATAATTGATTTATT
AGCTGGGATTACAATATAGAAGTTACTGCTTTCCAGCAATATAATCAGTGTATTTACTTGCAATAGAAATAATTGATTTATT

Banco de Dados
k1-2433

830 840 950 860 870 880 890 900

TLALAGLTTTCT. TAAACCCAGC'CAATUUAACCCTAAUCACCTT»TAGTAA»ATL;TGCTUCACGAGTAAACTCATTTAT
TCACAGCTTTCTEATAAACCCAGCCCAATCCAACCCTAACCACCTTCTAGTAACATCCTGCTCCACGAGTAAACTCATTTAT

Banco de Dados
k1-2433

910 20 a30 40 a50 960 a7 980

LAGTATAGAAATAGLLA‘CTCCTGTAGGTATTCATCCTGTTLTTCTCTGCCTATTGLTATATAGTGAGLCTGGGGLACCTLA
CAGTATAGAAATAGCCABCTCCTGTAGGTATTCATCCTGTTCTTCTCTGCCTAT TGCTATATAGTGAGCCTGGGGCACCTCA

Banco de Dados
k1-2433

990 1 000 1 DID D’D 1 030 1,040 I.DIGO I,DIGD

GGTAGAATGAAGTACATCAGACATATTATGTTTTTAGCAACAGTT GTTTATCCTTCTGACAGT CCATAATACT TTGTA
GGTAGAATGAAGTACHIT CAGACATATTATGTTTT TAGCAACAGT TCCCAGTTTATC CNITRNITGACAGTCCATAATACTTTGTA

Banco de Dados
k1-2433

1070 IOBD IODD 1, IOD 1, IID 1, |'70 1, 130 1, |40

GCCTGTLAGCAAAT&AGTCTLTTLAGAGGTTGGL TTTITLAGCTTGLTTTTGAGGGAATGLTATACTLCATGAA&AGTCCU
GCCTGTCAGCAAATCAGTCTCTTCAGAGGTTGGCET TTET CAGCTTGC TTTTGAGGGAATGCTATACTCCATGAACAGTCCC

Banco de Dados
k1-2433

1, 150 1, IGD 1, 170 1, 180 1, 190 1200 I21D I”ZD |'73_|

ATTGTCCTAAAAGAALAATLAGLAAAALAGTGLAAATGGATLTGLTLTGbTTTGTGALL LAAAGAGTTAAAGTATLLAALT
ATTGTCCTAAAAGAACAATCAGCAAAACAGTGCAAATGGATCTGCTCTGCTTTGTGACCCCAAAGAGTTAAAGTATCCAACT

Banco de Dados
k1-2433

1240 1.250 1.260 1.270 1.280 1.200 1.300
CAGAGGAAAACCTCTCTCATCTTTCCTTCTAAGGAAACATCTGTGGCTGTAAAAGCAGATCTAATTT TA
CAGAGGAAAACCTCTCTCATCTTTCCTTCTAAGGAAACATCTGTGGCTGTAAAAGCAGATCTAATTTTAGCCCACCTGCCAA

Banco de Dados
k1-2433

1.320 1.330 1.340 1.350 1.380 1.370 1.380 1.300
TACTTGGGGCCATATGGCTGCAGGACAATAGGTTTGCAGTGGCTTGTCCCCTTCTCGTAT TAATGATTCAGTTCCTGAAATC
TACTTGGGGCCATATGGCTGCAGGACAATAGGTTTGCAGTGGCTTGTCCCCTTCTCGTATTAATGATTCAGTTCCTGAAATC

Banco de Dados
k1-2433

1 400 1 410 1 4’0 1 430 1 440 1 460 1 460 1 470

AGAAGGGAAGTTGGCTTGC TTTGCAAGTGACTCACTGAGGTGTTGGCTCACCTGTGTC CTGCCACTGTT TGCC CCATGATTT
AGAAGGGAAGTTGGCTTGCTTTGCAAGTGACTCACTGAGGTGTTGGCTCACCTGTGTCCTGCCACTGTTTGCCCCATGATTT

Banco de Dados
k1-2433

1, 480 1 490 1 5IJIJ 1 5ID 1 5"0 1 530 1.540 1.5:50

cc LCAAAATATCTGTTATTTTCATGCTGAGT.AGTCLTTTTTAGATGGCTLGAGAATCC -iTTACCACCTGGTGGATTG
CCCCCAAAATATCTGTTATTTTCATGCTGAGTGAGTCCTTTT TAGATGGC TCGAGAATCCCCATT TACCACCTGGTGGATTG

Banco de Dados
k1-2433

1 580 1 570 1 580 1 590 1,600 LBI1O 1,620 1,630 I.Gl@

GTTTGGAGGAGCAGCCTGCTTTTATATTCAbGALAAGbAL 'A.AAAAATGAATGAATCTGéTGTGAAAATéCCATGTGC"T
GTTTGGAGGAGCAGCCTGCTTTTATATTCACGACAAGCACCGA-AAAAATGAATGAATCTGCTGTGAAAATCCCATGTGCCT

Banco de Dados
k1-2433

Figura 25.

I,BI5D I,BIGD 1 ,BI70 1 .BISO 1 .BIQO 1 '7|DO 1 '7|04
TTGACAACTGCAGACAGCTGGAGTGGAGTGCTAGCTAGGTGAGGGGCTTGGCCACACCTCAGCA
TTGACAACTGCAGACAGCTGGAGTGGAGTGCTAGCTAGGTGAGGGGCTTGGCCACACCTCAGCA

Sitio de integragdo do kDNA no locus NW_003763650.1, da enzima malica NADP-

dependente mitocondrial. Alinhamento entre a sequéncia do banco de dados do NCBI e da
sequéncia gerada a partir da PCR de um controle negativo (k1-2433). Os nucleotideos
discordantes estdo em destaque. O kDNA se integrou no local indicado pela seta.

A comparacgao do sitio de insergao original com a sequéncia quimera kKDNA-DNA

de galinha mostra algumas diferengas, principalmente na regido de microhomologia

(Figura 26). Essa analise revelou que a sequéncia no genoma hospedeiro

correspondente a microhomologia n&o era idéntica aquela da regido conservada do

kDNA, porém, no sitio de jungao pds-integragédo a sequéncia adquiriu padrao CSB1.
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Origihal TAATTGATTTATT---TCACAGCTTTCTCATAAACCCAGCCCAATCCAACCCTAACCACCTTCTAGTAACATCCTG
FETEE T et 1
ENG 71 IR T A CACC AACCC CAATCGAACC VNSRBI VO VIO I 1

Figura 26. Regidao de microhomologia antes e depois da integragédo no locus NW_003763650.1. A
linha de cima corresponde a sequéncia do controle negativo da Figura 25. A linha de baixo
corresponde a regido préoxima a microhomologia do clone ENG 71 da ave k1-636. Azul, kDNA;
verde, genoma da galinha; amarelo, microhomologia.

A tpTAIL-PCR conduzida com primers especificos para NADPME mostrou que as
integragbes ocorreram sempre na mesma posicdo (base 90092) no mesmo
nucleotideo. A andlise in silico da estrutura da sequéncia original revelou que a
inser¢cao do kDNA ocorreu numa regiao de alga do DNA. O gréfico obtido com ajuda
do programa Bend-it revela os pontos onde se formam as curvaturas (Figura 27). O
alinhamento das sequéncias confirmou a diversidade dos minicirculos de kDNA

integrado, na ave parental e nas progénies (Figura 28).

Enzima malica intacto
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Figura 27. Representagcdo grafica das tensGes que geram curvaturas (linha
vermelha) e capacidade de se dobrar (linha verde) na regido original do sitio da
enzima malica mitocondrial (representada abaixo do grafico). Note que a insergéo
do kDNA (correspondente ao nucleotideo 90092 do banco de Dados) se deu no
ponto com uma alta curvatura (destaque em azul).
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ENG 66: 963 bp

ORIGIN
67rev

1 GNCCCCNNNN CCCAAAACCA ATATTTCACG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA
61 ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAAATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT
121 TATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA
181 TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AGTAATCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT
241 ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC CCGTAAACAC ACCCCATTTT CGGGCAAATA
301 ATGTACGGGT GAGATGCATG ATTTTTCGAG CCCAAATTTG AACCCCNTTC CCAAGACTAA
361 ACCAGGAAGA AGTTGAATCT CGGAATAGAC CAATAACAGG CTCTGATACG CATACACCCT
421 CCCAAGACTA AACCAGGAAG AAGTTGAATC CCTGAATACA CCAACCCCAA TCGAACCCTA
481 ACCACCTTCT AGTAACATCC TGCTCCACGA GTAAACTCAT TTATCAGTAT AGAAATAGCC
541 ACCTCCTGTA GGTATTCATC CTGTTCTTCT CTGCCTATTG CTATATAGTG AGCCTGGGGC
601 ACCTCAGGTA GAATGAAGTA CATCAGACAT ATTCTGTTTT TAGCAACAGT TCCCAGTTTA
661 TCCTTCTGAC AGTCCATAAT ACTTTGTAGC CTGTCAGCAA ATCAGTCTCT TCAGAGGTTG
721 GCCTTTTTCA GCTTGCTTTT GAGGGAATGC TATACTCCAT GAACAGTCCC ATTGTCCTAA
781 AAGAACAATC AGCAAAACAG TGCAAATGGA TCTGCTCTGC TTTGTGACCC CAAAGAGITA
841 AAGTATCCAA CTCAGAGGAA AACCTCTICTC ATCTTTCCTT CTAAGGAAAC ATCTGTGGCT
901 GTAAAAGCAG ATCTAATTTT AGCCCACCTG CCAATANNNG GGGCCATATG GCTGCAGGAC
961 AAA NADPME as2
ENG 69: 747 bp
ORIGIN

67rev
1 GAACCCCCCT CCCAAAACCG ATATTTCANG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA
61 ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAGATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT
121 AATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA
181 TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AGTAATCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT
241 ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCTAACCA CCTTCTAGTA ACATCCTGCT CCACGAGTAA
301 ACTCATTTAT CAGTATAGAA ATAGCCACCT CCTGTAGGTA TTCATCCTGT TCTTCTCTGC
361 CTATTGCTAT ATAGTGAGCC TGGGGCACCT CAGGTAGAAT GAAGTACATC AGATATATTA
421 TGTTTTTAGC AACAGTTCCC AGTTTATCCT TCTGACAGTC CATAATACTT TGTAGCCTGT
481 CAGCAAATCA GTCTICTTCAG AGGTTGGCCT TTTTCAGCTT GCTTTTGAGG GAATGCTATA
541 CTCCATGAGC AGTCCCATTG TCCTAAAAGA ACAATCAGCA AAACAGTGCA AATGGATCTG
601 CTCTGCTTTG TGACCCCAAA GAGTTAAAGT ATCCAACTCA NAGGAAAACC TCTCTCATCT
661 TTCCTTCNNA NNNAACATCT GTGGCTGTAA AAGCAGATCT AATTTTAGCC CACCTGCCAA
721 TACTTGGGGC CATATGGCTG CNNNNNA

NADPME as?2

ENG 71: 1086 bp

ORIGIN
67rev

1 GAACCCCCCT CCCAAAACCA ATATTTCACG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA
61 ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAGATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT
121 TATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA
181 TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AGTAATCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT
241 ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC CCGTAACACA CCCCATTTTC GGGCATATAA
301 TGTACGGGTG AGATGCATGA TTTTTCGGGC CCAAATTTGA ACCCCCCTCC CAAAACCAAT
361 ATTTCACGAA TCTCCATACC TCATACTCCG TAACCATAAC ACAAACACAA TCATACAACC
421 CCATTAACCA GATATATAAA CTGTAATATA ACTCTAATTA TACAAACTTA AACCACCTAC
481 CAAACTGTAA CTCACACGAT ATAAACTCAC ATACATCATC TTAAACATAT CCAATAAGTT
541 ATATCACCAG TAATCTACTA ATCCACTAAC CTCCTTATAT TACACCAACC CCAATCGAAC
601 CCTAACCACC TTCTAGTAAC ATCCTGCTCC ACGAGTAAAC TCATTTATCA GTATAGAAAT
661 AGCCACCTCC TGTAGGTATT CATCCTGTTC TTCTCTGCCT ATTGCTATAT AGTGAGCCTG
721 GGGCACCTCA GGTAGAATGA AGTACATCAG ACATATTATG TTTTTAGCAA CAGTTCCCAG
781 TTTATCCTTC TGACAGTCCA TAATACTTTG TAGCCTGTCA GCAAATCAGT CTCTTCAGAG
841 GTTGGCCTTT TTCAGCTTGC TTTTGAGGGA ATGCTATACT CCATGAACAG TCCCATTGTC
901 CTAAAAGAAC AATCAGCAAA ACAGTGCAAA TGGGTCTGCT CTGCTTTGTG ACCCCAAAGA
961 GTTAAAGTAT CCAACTCAGA GGAAAACCTC TCTCATCTTT CCTTCTAAGG AAACATCTGT
1021 GGCTGTAAAA GCAGATCTAA TTTTAGCCCA CCTGCCAATA CTTGGGGCCA TATGGCTGCA
1081 GGACAA NADPME as2

Figura 30. Recombinacdo do kDNA integrado entre diferentes gerag¢des. A Figura
mostra as sequéncias das aves k1-527(F0), k1-202 (F1) e k1- 636(F2),
respectivamente. A integracdo ocorreu no mesmo ponto do Jocus
NW_003763650.1 da enzima malica. Na sequéncia ENG69 (k1-202), parte da
regido variavel foi herdada da ave k1-527 (ENG66), o restante da sequéncia de
kDNA do parental aparentemente foi deletado na progénie (ver Figura 31) .A
sequéncia ENG71 (k1-636, F2) mostra a mesma regido variavel da ave F1 k1-202
(ENG69), porém aparece duplicada. Azul escuro: regido conservada; azul claro:
regiao variavel; gene: verde; amarelo: microhomologia; sublinhado: primers.
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ENG-66- NSl IV C IS 11 1 1 1 | . | T
ENG-63-[GAl CCCCCCTCCCAAAACC ATATTTCA [GAATCTCCATI
ENG-36- [ AACCTCATACTCCGTAACCATAACACAAACACAATCATAC
ENG-34- A O T A A CTICCGE ITAACCAT AACACAAACACAATCATATC
ENG-i6-[AAACCCCATTAACCA ATATATAAACTGTAATATAACTCT
ENG-i-AAACCCCAT TIAACCA ATATATAAACTGETAATATAACTCT
ENG-36- [ AAAM T AAMMATCAAACT NTAAACCACCTACCAAACTG TAACTCA
ENG-69- IS A

ENG-i6-ICACGATATAAACTCACATACATCATCTTAAACATATITCA
ENG-6-[CTAC G A TATAAACTCACATACATCATCTI TAAACATATITCA
ENG-36-AATAAG TTATATCACCAGTAATCTACTAATCCACTAACCT
ENG-i-AMMA A G T TATATICACCAGTIAATCTIACTAAT CCACTAACCT

1

»

Q

ENG-66- NN T . C ACCAACCCCAATCGAACCCCACCTCCCG
ENG6S- I - - - - - - - - - - - - - - - - — - - — - - — - — — - — — — —
ENG-66- T AAACACACCCCATTTTCGGGCAAATAATGT TACGGGTGA
ENG6BY- — — — — — — — — — = — — = — — — — — = — — — — — — — — — — — — - — — — — - — —
ENG-66-GATGCATGATT T TTCGAGCCCAAATTTGAACCCCNTTCC
ENG-69- — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — - [ [E—
ENG66-C AAGACTAAACCAGGAAGAAGT TGAATCTCGGAATAGATC
ENG-69- — — — — — — — — — — = — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — -
ENG-66-C AATAACAGGCT TCTGATACGCATACACCCTCCCAAGACT
ENG-69- — — — — — — — = = — = — — = — — = — — — — = — — = — - = — - - — - - — — — — -
ENG-66- /

ENG-69-
ENG-66-
ENG-69-
ENG-66- [
ENG-69- [&
ENG-66-
ENG-69-
ENG-66-
ENG-69-

ENG-66-

Figura 31. Delecdo de parte do kDNA integrado no gene da enzima maélica.
Alinhamento das sequéncias ENG 66 (da ave k1-527) e ENG69 (da ave k1-202),
indicadas na Figura 30. Note que parte do kDNA integrado em k1-527 foi deletado na
ave k1-202. Verde: gene; azul: kDNA; amarelo: regido de microhomologia. Apenas as
concordancias entre as sequéncias estao em destaque.

Esta delecado pode ser explicada pela formacao de uma curvatura na estrutura
do DNA. Como mostra a figura 32, a maior curvatura no DNA da sequéncia
ENG 66 esta na regido variavel do minicirculo, a qual teria sido deletada na
sequéncia ENG 69. E possivel que esta delecdo/recombinacdo tenha acontecido

para garantir uma maior estabilidade da molécula.
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Figura 32. Analise conformacional de sequéncias de minicirculos de kDNA integradas no gene da
enzima malica. a) As tensbes que geram curvaturas (linha vermelha) e os teores de C/G (linha
verde) estdo indicadas na sequéncia ENG 66 (da ave k1-527). Note que a regido deletada (caixa)
corresponde a uma alga de curvatura do DNA. b) Imagem representativa da topologia da quimera
kDNA- enzima malica. O circulo destaca a curvatura sujeita a delegdo. c) A delegdo de parte da
sequéncia do KDNA resultou em perda de curvatura na molécula de DNA. Verde: gene da enzima
malica; azul escuro: regido conservada de kDNA; azul claro: regido variavel de kDNA; amarelo:
regido de microhomologia.

4) Analises das integragdes no locus da distrofina

Integracdo de minicirculos de kKDNA no locus da distrofina foi documentada em
células somaticas de diversas aves da Familia 1, inclusive nas aves k1-207 e k1-202
do presente estudo (Guimaro, 2012). Ademais, estudo anterior revelou a possivel
associagao deste gene com os multiplos fatores da patogénese da doenga de
Chagas, traduzindo em insuficiéncia cardiaca e fraqueza da musculatura esquelética

(Teixeira e cols, 2011a). O gene da distrofina (Gene ID: 396236, NCBI) é copia unica
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localizada no cromossomo 1 da galinha. As analises dessas mutagdes no locus
NW_001471534.2 do gene da distrofina foram conduzidas mediante abordagem
usada para o estudo da enzima malica NADP-dependente.

Para a identificagdo de sequéncias quimeras no locus da distrofina, foram
conduzidas reagdes de amplificacdo pela {pTAIL-PCR, combinando primers de
KDNA com os primers especificos para a sequéncia do gene da distrofina, como
explicado para o gene da enzima malica. O procedimento gerou 16 sequéncias
quimeras do gene da distrofina de 8 aves da Familia 1. As sequéncias obtidas estao
apresentadas no Anexo lll. Em varios eventos de integragdo descritos neste estudo,
o minicirculo de KDNA inserido no mesmo ponto do gene da distrofina apresentou
regiao variavel diferente.

A Figura 33 mostra dois eventos de integracbées no genoma de uma ave, sendo
que, em um deles, a sequéncia de kDNA aparentemente sofreu delecdo. Nesse
caso, o kDNA foi integrado no mesmo nucleotideo da sequéncia da distrofina com
260 pb, mostrando E-value 6e'%° e identidade de 96%.

EDG-44 SN C

EDG-47 GAAC CCCCTCCCAAAACCAATATTTCACGAATCTCCATACCTCATACTCCGTA
EDG-44 ACCATAACACAAACACAATCATACAACCCCATTAACCAGATATATAAACTGTAA
EDG-47 ACCATAACACAAACACAATCATACAACCCCATTAACCAGATATATAAACTGTAA
EDG-44 TATAACTCTAATTATACAAACTTAAACCACCTACCAAACTGTAACTCACACGAT
EDG-47 MATAACTCTAATTATACAAACTTAAACCACCTACCAAACTGTAACTCACACGAT
EDG-44 ATAAACTCACATACAT 'TATCTTAAACATATTCAATAAGTTATATCACCAGTAAT
EDG-47 ATAAACTCACATACAT ATCTTAAACATATTCAATAAGTTATATCACCAGTAAT

EDC-44 AN A AN /. /. C A, A.C CCCAATCGAACCCCACCTC
EDG-47 CTACTAATCCACTAACCTCCTTATAT

EDG-44 CC (&
EDG-47

EDG-44
EDG-47
EDG-44 GAA
EDG-47
EDG-44 ACCCCAA ACHEEEACCAACCCCAATCGAACCEY NSNS V. V.V N V. V.V-NulE
EDG-47 A CCAACCCCAATCGAAC CE NN VY-V ) V.V VN6

Sl AAACCAAAACAAAGTTCACGTCTATACTTCAAAAAACAAACAAACAAAAGCTAT
YA AACCAAAACAAAGTTCACGTC TATACTTCAAAAAACAAACAAACAAAAGCTAT

P T TTTTTCTC TCACAATAACTTCACAGTGCTTACAAAACATTTAGTTACAGCATT
Y T TTTTTCTCTCACAATAACTTCACAGTGC TTACAAAACATTTAGTTACAGCATT

Sl TC TGACAAAGTAGTATTGGTCACAATGGCAAACTTGCTTAATACTAAAATTGAA
Sl Yl TC TGACAAAGTAGTATTGGTCACAATGGCAAACTTGCTTAATACTAAAATTGAA

EDG-44 [SENEIEYNETSIEIEYNSRWN LN

EDG-47
Figura 33. Diversidade de integragcdes de kDNA no gene da distrofina de uma mesma ave.
Alinhamento das sequéncias EDG-44 e EDG-47, pertencentes a ave k1-224. A sequéncia de
kDNA de EDG-47 parece ter surgido da delegdo de parte da sequéncia de EDG-44. Verde:
gene; azul: kDNA; amarelo: regido de microhomologia. Na figura, apenas as concordancias
entre as sequéncias estao em destaque.
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A andlise in silico das sequéncias representadas na Figura 33 revela que a
regido variavel que teria sido deletada apresentava forte grau de curvatura (Figura
34b e d). A Figura 34c mostra o perfil da sequéncia posterior a delegdo. A analise
Bend-it sugere o perfil de curvatura da sequéncia do gene no sitio de inser¢céo do
kDNA (Figura 34a).

a b
) Distrofina intacto ) EDG44
= 10 gm I__ﬂl_l . 0.7
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Figura 34. Analise conformacional de sequéncias quimeras kDNA-distrofina. a) Pontos de tensdes
que geram curvaturas (linha vermelha) e os teores de C/G (linha verde) na sequéncia original da
distrofina. Note a insergéo a regido de inser¢do do kDNA (circulo azul). b) Idem na sequéncia
EDG 44 da ave k1-224, onde a regido deletada (caixa) compunha a curvatura do DNA. ¢) Idem
na sequéncia EDG77 da mesma ave, onde teria ocorrido dele¢do parcial do segmento do kDNA,
resultando no desaparecimento da curvatura em b. d) Imagem gerada a partir das curvaturas de
b com o sitio de delegéo (circulo). Em verde, gene; azul escuro, regido conservada de kDNA; azul
claro, regidao variavel de kDNA; amarelo, regido de microhomologia. A sequéncia quimera
analisada esta representada no esquema abaixo do grafico.
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O alinhamento de sequéncias do parental e da progénie mostrou homologia
de 250 pb da regido variavel de kDNA (Figura 35). Porém, o kDNA da progénie tinha
a sequéncia mais longa que a encontrada no parental. A analise Blastn revelou
homologia do kDNA integrado com E-value 2e'"® e identidade de 98%. Sequéncias
de regides variaveis idénticas (170 pb) também foram documentadas em aves F2 da
Familia 1, mostrando que houve a heranga vertical (Mendeliana) da mutagao (Figura
36). Neste caso, a regido variavel de kDNA foi identificada no banco de dados com

grau de similaridade E-value 8e™? e identidade 94%.

EDG-24
EDG-32 AATCCACTAACCTCC TTATATCACACCAACCCCAATCGAACCCCACCTCCCGTAAC
EDG-24
EDG-32 ACACCCCATTTTCGGGCATATAATGTACGGGTGAGATGCATGATTTTTCGGGCCCA
EDG-24 GAA CCC CTCCCAAAACCAATATTTCACGAATCTCCATACCTCATACTCC

EDG-32 ~  TTTGAA CCCTCTICCCAAAACCAATATTTCACGAATCTICCATACCTCATACTCC
EDG-24 GTAACCATAACACAAACACAATCATACAACCCCATTAACCAAATATATAAACTGTA
EDG-32 GTAACCATAAC [CAAACACAATCATACAACCCCATTAACCAAATATATAAACTGTA
EDG-24 ATATAACTCTAATTATACAAACTTAAACCACCTACCAAACTGTAACTCACACGATA
EDG-32 ATATAACTCTAATTATACAAACTTAAACCACCTACCAAACTGTAACTCACACGATA
EDG-24 [TAAACTCACATACATCATCTTAAACATATTCAATAAGTTATA CACCAGTAATCTA
EDG-32 TAAACTCACATACATCATCTTAAACATATTCAATAAGTTATA 'ICACCAGTAATCTA
EDG-24 NN A C CAACCC CAA T C GAAC CEYNEINAW . V.V.V.NdE
EDG-32 I A C CAACCC CAA TCGAAC CENEINHJ V. V.V\dE
Sl WA GAAAACCAAACCAAAACAAAGTTCACGTCTATACTTCAAAAAACAAACAAACAAA
SplOXPRA GAAAACCAAACCAAAACAAAGTTCACGTC TATACTTCAAAAAACAAACAAACAAA
S eI MAGCTATTTTTTTCTC TCACAATAINC TTCACAGTGCINTACAAAACATTTAGTTACAG
IR A GC TATTTTTTTCTCTCACAATAIEBCTTCACAGTGCWTACAAAACATTTAGTTACAG
S N C AT T TC TGACAAAGTAGTATTGGTCACAATGGCAAACTTGCTTAATACTAAAATTG
KPR CATTTC TGACAAAGTAGTATTGGTCACAATGGCAAACTTGCTTAATACTAAAATTG
EDG-24 ENNSENE A ENEISIEIeFNSRFENEY. VN

EDG-32 ENNSENE CENEISIEYEFN [\ [N ENEXWN

Figura 35. Heranga de kDNA integrado no gene da distrofina. Alinhamento da sequéncia
EDG24 da ave FO k1-527 e da sequéncia EDG32 da ave F1 k1-202. Note a integragdo no
mesmo nucleotideo (transigdo da microhomologia em amarelo para o gene em verde), € a
identidade quase perfeita nas sequéncias variaveis do KDNA (azul). As homologias estado
coloridas.

EDG-76 [SEEII IV IV IV IV I\ 17 G || S C BEEE SRS T S -
EDG-77 GAACCCCCCTCCCAAAACCAAAC TAGGAAGAAGTTGAATC CTGAATAGACCAATA CA
EDG-76 GGCTCTGATACACATACACCAACCC AATCGAACCACCACC TCCC [TAAACACACCCCA
EDG-77 GGCTCTGATACACATACACCAACCC AATCGAACCACCACC [CCC  TAAACACACCCCA
EDC-76 NN C H S ©. C CAACCCCAATCGAACCEYNEENE N
EDG-77 NN T E SIS EEEEENER A C - - CAACCCCAATCGAAC CEVNEINEVN
[Pl MAACCAGAMNAACCAAACCAAAACAAAGTTCACGTCTATACTTCAAAAAACAAACAAACAA
Pl A AACCAGABAACCAAACCAAAACAAAGTTCACGTCTATACTTCAAAAAACAAACAAACARA
Sl A ANC TATTTTTTTCTCTCACAATAACTTCACAGTGCTTACAAAACATTTAGTTACAGCA
[ A AAGC TATTTTTTTCTCTCACAATAACTTCACAGTGCTTACAAAACATTTAGTTACAGCA
[l M TTTC TGACAAAGTARNTATTGGTCACAATGGCAAACTTGCTTAATACTAAAATTGAACAG
S AT TTC TGACAAAGTA[EMTATTGGTCACAATGGCAAACTTGCTTAATACTAAAATTGAACAG
EDG-76 [EFX:NEISIE]E | [GRFNEY VN

EDG-77 [EXNEIIEIEFNSLFNEY VN

Figura 36. Mutagbes similares no gene da distrofina em aves F2. Alinhamento das sequéncias
EDG76 da ave k1-638 e EDG77 da ave k1-884 descendentes de parental F1 k1-202 e k1-207.
Note que a integragdo ocorreu no mesmo ponto (base 999) do gene da distrofina (verde), e
que a sequéncia variavel do kDNA tem similaridade quase total (azul). Em amarelo,
microhomologia.
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Ao se comparar os dados obtidos aqui com as integragdes na distrofina em
células somaticas (Guimaro, 2012), viu-se que as sequéncias da Figura 36 também
pareavam com aquela de origem somatica do clone DG156 da ave k1-202 (Figura
37). Na sequéncia na célula somatica, ha evidéncia de hitchhiking (Guimaro, 2012),
onde segmento de DNA de um segundo cromossomo hospedeiro aparece na cor

vermelha.

EDG-24 (k1
DG156 (K1-
EDG-32 (k1 - 202)

EDG-24 (k1 - 527)
DG156 (K1-202)
EDG-32 (k1 - 202)
EDG-24 (k1 - 527)
DG156 (K1-202)
EDG-32 (k1 - 202)
EDG-24 (k1 - 527)
DG156 (K1-202)
EDG-32 (k1 - 202)
EDG-24 (k1 - 527) IR A, C C AACC CCAA TCG AAC CEVNEINEISV.VN
DG156 (K1-202) N A, C C AA CC CCAA T GG AAC CEVNEINGISV.VN
EDG-32 (k1 - 202) —ACCAACCCCAATCGAACCA
EDG-24 (k1 - 527)
DG156 (K1-202) CG
Sl kP (R IRA CCAGAAAACCAAACCAAAACAAAGTTCACGTCTATACTTCAAAAAACAAACAAACAAAAGCTATTTTTTT
=l LN (YN C TCT CACAATAACTTCACAGTGCTTACAAAACATTTAGTTACAGCATTTCTGACAAAGTAGTATTGGTCAC
PIGEOO I C TCT CACAATAACTTCACAGTGCTTACAAAACATTTAGTTACAGCATTTCTGACAAAGTAGTATTGGTCAC
EDG-32 (k1 - 202) CTCT(‘A(‘AATAGC TTCACAGTGCCTA(’ AAAACATTTA(‘ TTACAGCATTTCTGACAAAGTAGTATTGGTCAC
EDG-24 (k1 - 527)
DG156 (K1-202)
EDG-32 (k1 - 202)

EDG-24 (k1 - 527)
DG156 (K1- 202)

EDG-32 (k1 -202)
EDG-24 (K1 )
DG156 (K1-20: SAG - CTGGGAGCCAATGCTTTTTGG)
EDG-32 (k1
EDG-24 (k1 - 527
DG156 (K1-202)
EDG-32 (k1 - 202)

TACCCAACCACACATGGANTCTTTGGGTGATGAAGAGTGGGAGCCAACATTTTGGGTACCCAACCACACCT

Figura 37. Identificagdo de mutacdo similar em células germinativas e somaticas de aves
congénicas. Alinhamento das sequéncias de gametas EDG-24 do parental FO (galo k1-527) e da
progénie F1 EDG-32 (galo k1-202) com a sequéncia oriunda de célula somatica DG-156 do
mesmo galo F1 k1-202. As regides variaves de kDNA (azul) das trés sequéncias sao similares e
estdo integradas no mesmo ponto (base 999) do gene da distrofina (verde). A sequéncia DG156
da célula somatica mostra segmento de outro cromossomo (vermelho) carreado com fragmento
de kDNA mediante hitchhiking. Microhomologia em amarelo.
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V. Discussao

1. Mapeamento de sequéncias de minicirculos de kDNA de Trypanosoma

cruzi integradas em células germinativas de Gallus gallus

A demonstracdo do fendmeno de transferéncia lateral de minicirculos de
kDNA introduzidos no genoma de Gallus gallus mediante inoculagdo do T. cruzi no
ovo fértil tem implicagbes biolégicas e médicas, no que concerne a evolugdo e a
doencga de Chagas. Certamente, a transferéncia génica vertical tem o significado da
heranga das mutagdes, que s6 podem ser transmitidas para a geragao seguinte via
células da linhagem germinativa (Strachan e cols, 1999). A demonstracao clara dos
fendbmenos TGH, subsequentes ao contato do parental com o T. cruzi, e TGV pela
heranga das mutagdes foi possivel com o emprego do modelo trans-filo, pois a ave
torna-se refrataria a infecgdo apds a primeira semana de vida do embrido (Nitz e
cols 2004; Teixeira e cols 2011a). Neste estudo, a refratariedade das aves
originadas de ovos inoculados com T. cruzi foi confirmada pela inexisténcia de nDNA
nas aves que retiveram apenas o kDNA do parasito (Figura 11). Na auséncia de
NDNA ndo pode haver infeccdo ativa e o KDNA retido s6 poderia persisistir se
integrado ao genoma. Com alta sensibilidade a técnica PCR confirmou a integracéo
do kDNA na auséncia da infeccdo, mesmo porque os exames que utilizaram primers
especificos para o DNA nuclear pode detectar até 10 fg de nDNA, ou seja,
quantidade 24 vezes menor que o DNA total de um so tripanosoma dipldide (Teixeira
e cols 2011a).

O mapeamento do kDNA integrado foi feito mediante emprego da tpTAIL-
PCR (Figura 14), e os eventos de integragdo documentados confirmam e ampliam o
conhecimento sobre um fendmeno que ndo pode ser considerado como raro na
natureza, visto que TGH e TGV foram documentados inexoravelmente em todas as
aves parentais eclodidas de ovos inoculados com T. cruzi e nas progénies. Neste
estudo, os eventos de integracao identificados pela {pTAIL-PCR foram sequenciados
e as identidades reconhecidas em banco de dados servem de apoio a informacgao de
que os fendbmenos TGH e TGV ocorrem, até agora, em todos os casos em que um
individuo é infectado pelo T. cruzi. Eventos de TGH sempre ocorreram na natureza,
e os resultados discutidos neste trabalho documentam e expandem ao detalhe a

adaptabilidade e a flexibilidade existentes do genoma (Teixeira e cols, 2011b).
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A base da discussao dos dados desta dissertagcao repousa no fato de que
sequéncias de minicirculos de kDNA foram encontradas em aves nascidas de ovos
inoculados com T. cruzi, cujas sequéncias retidas no genoma foram transferidas
para todas progénies de trés familias estudadas (Figura 11). O kDNA persistente
nas geracbes F1, F2 e F3 é a heranga transmitida do parental para os
descendentes. As andlises das células da linhagem germinativa (ovécitos e sémen)
que se procederam neste estudo, permitiram a documentacdo da heranca do DNA-
exdgeno transferido do parental FO para as progénies F1, F2 e F3.

As integracbes de minicirculos de kDNA foram encontradas com frequéncia
nos elementos transponiveis do genoma da ave. Entre esses, foram mais frequentes
as integragdes nos elementos ndo-LTR (Tabela 3), principalmente no elemento CR1.
29% das integragbes ocorreram em regides codificadoras do genoma.
Interessantemente, em 9% dos casos, as integragdes ocorreram em elementos CR1
contidos numa regiao génica (Figura 13). A documentagdo de grande numero de
eventos de integracdo de kDNA em elementos retrotransponiveis indica que esta é
uma regiao preferencial de insercéo. Esse fato pode estar relacionado as alteragdes
intragendmicas que antecipam possiveis disturbios de ruptura de tolerancia
imunoldgica e autoimunidade (Tighe, 2002; Goodnow, 2007). Ademais, os dados
obtidos neste estudo corroboram os dados em humanos que mostram que o
elemento retrotransponivel LINE-1 é sitio preferido de TGH (Hecht e cols 2010,
Teixeira e cols, 2011b). E possivel que este conhecimento venha a ser ampliado
com a obtencao do sequenciamento total de genomas, visto que a abordagem deste
estudo empregou primers especificos para retrotransposons na reagao de tpTAIL-
PCR.

A distribuicdo da frequéncia dos sitios de integracdo nos diversos
cromossomos das células germinativas da galinha foi semelhante a encontrada para
células somaticas (Guimaro, 2012). Entretanto, o numero de integracbes no
cromossomo 1 (Figura 12) foi maior neste estudo (26%) do que nas células
somaticas (16%). A frequéncia elevada de integracdes neste cromossomo tem duas
possiveis explicagdes. Primeiro, 0s macrocromossomos sS40 mais ricos em regides
de elementos transponiveis (Burt, 2005), e isto favoreceria integracbes de kDNA
nestes cromossomos. Segundo, foram encontradas varias integragcbes no mesmo
locus em aves das trés familias. O caso mais interessante € o do gene da enzima

malica NADP-dependente mitocondrial, localizado no cromossomo 1. As 15
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mutagdes encontradas neste gene indicam que este € um hotspot para a insergao
do kDNA. Este achado explica porque houveram tantas integragées no cromossomo
1.

Em adicao as integragdes frequentes no gene da enzima malica, varias outras
aves tiveram um alto indice de integragdo de KDNA em regides especificas do
genoma (Figuras 19 e 20). Algumas dessas aves nao tinham parentesco, e, entdo, a
integracdo do kDNA naqueles sitios, independentemente da familia de sua
procedéncia, significa que se tratava de hotspot. Eventos deste tipo foram
documentados no locus NW_003763668.1 que codifica a proteina PTHB1 (Figura
19), relacionada a ciliogénese (Nachury e cols, 2007), e no locus NW_003763785.1
que transcreve o fator SOX-6, relacionado ao desenvolvimento muscular esquelético
e cardiaco (Cohen-Barak e cols, 2001). O papel que os eventos de integragao
nesses sitios de integragcdo poderiam ter na patogénese da doenga de Chagas nao
pode ser subestimado. Por exemplo, o fator de transcricdio SOX-6 tem se
apresentado como um supressor da transcricdo durante a miogénese. O knockout
deste gene leva a um aumento na expressdo de varias proteinas estruturais
importantes no desenvolvimento da musculatura cardiaca (miosina-6 e troponina T
tipo 2) e esquelética. A perda de Sox6 é relevante em doengas musculares
degenerativas e em cardiopatias (An e cols, 2011). Mutagcdes neste gene se
associam a miopatias (Hagiwara e cols, 2000). Desta forma, as integragbes de
kKDNA nas sequéncias do SOX6 podem ser um dos fatores de reverséo do estado
fisiolégico para o fisiopatolégico e de promog¢do de doengas associadas com
alteragdes genéticas.

As analises das sequéncias quimeras nos sitios das mutagdes quase sempre
tinham regido de microhomologia de sequéncia com complementaridade de kDNA-
DNA hospedeiro. A microhomologia rica em CA sempre correspondia aos blocos de
motivos repetidos (CSB1, CSB2, ou CSB3) na regido conservada do KDNA. Esses
sitios de complementaridade do DNA hospedeiro podem ser considerados
definidores do sitio de integragdo do kDNA no genoma. A Figura 26 ilustra
microhomologia no genoma hospedeiro semelhante aquelas da regido conservada
do kDNA, verdadeiro sinal aberto para integragcdo de DNA exdgeno. A estrutura e o
mecanismo de integracdo de kKDNA exibe carater parcialmente semelhante ao de
LINE-1 (Figura 7). A Figura 38 mostra um modelo de integracdo do kDNA,

sustentado na integracdo no gene da enzima malica (Figura 26). O modelo
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apresentado pode ser adaptado na expectativa de servir para varios outros eventos,

identificados ou ainda ndo-identificados, de integracdo de DNA exdgeno.

CACAGCTTTCTCATAAACCCAGCCCAATCCAACCCTAACCACCTTC

GIGTCGAAAGAGTATTTGGGTCGGGTTAGGTTGGGATTGGTGGAAG

l Quebra de Dupla Fita

TAAACCCAGCCCAATCCAACCCTAACCACCTTC
CACAGCTTTCTCA
GATTGGTGGAAG

GTGTCGAAAGAGTATTTGGGTCGGGTTAGGTTGG
¢ Pareamento da microhomologia

TAAACCCAGCCCAATCCAACCCTAACCACCTTC

J GATTGGTGGAAG
NNNNNNNNNNNNATGTGGTTGGGGTTAGCTTGG
\ )
T
CSB1

l Finalizagdo da integragao

TACACCAACCCCAATCGAACCCTAACCACCTTC

Lttt

NNNNNNNNNNNNATGTGETTGGGCTTAGCTTGGCGATTGGTGGAAG

Microhomologia

Figura 38. Provavel mecanismo de integragdo do minicirculo de KDNA no genoma do
hospedeiro. Modelo construido com base na Figura 26, cujo evento de integragdo ocorreu no
locus NW_003763650.1. A quebra de dupla fita possibilita o pareamento da regido conservada
do minicirculo com microhomologia no genoma hospedeiro. Verde: genoma da galinha; azul
claro: regidao variavel do kDNA; azul escuro: regido conservada do kDNA; Em amarelo,

microhomologia.

O estresse produzido pela infeccéo seria um fator de quebra (double strand
break - DSB) da fita dupla do DNA (Hecht e cols, 2010). No genoma humano, foi
demonstrado que a ocorréncia de DSB nao € aleatéria, pois seria influenciada pela
ambiéncia no local da quebra. Assim, a presenca de estruturas secundarias, do tipo
de alcas e curvaturas do DNA, também serviria como pontos eletivos de DSB e
integracdo (Kusakabe e cols, 2001; Chen e cols, 2010). Tais aspectos

configuracionais criariam sitios eletivos (hotspot) de integragédo de kDNA.
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De fato, analises da conformag¢ao do DNA do gene da enzima malica mostram
que a insercdo do kDNA se deu em um ponto com curvatura intrinseca da
sequéncia, como ilustrado na Figura 27. Ja existem relatos de que regides com forte
curvatura do DNA sao hotspots para integragdes de retroelementos LINE1 e DNA
viral. No entanto, ndo se sabe ainda o porqué da preferéncia por estes sitios. Pode
ser que o elemento a ser integrado ja reconhega os sitios dobrados, ou ainda, que a
flexibilidade do sitio alvo aumenta a eficiéncia da reagao ao diminuir a quantidade de
energia necessaria para gerar a curvatura (Noah e cols, 2006). No caso do gene da
distrofina, a insercdo se deu aparentemente de forma independente a curvatura do
DNA (Figura 34a).

2. A relevancia das integragoes nos dois sitios estudados: enzima malica

NADP-dependente e distrofina

Neste estudo, dois sitios de integragdo receberam atengéo especial. O sitio
da enzima malica NADP-dependente, mitocondrial, foi escolhido pela frequéncia de
integragcdes neste locus nas aves das trés familias. O gene da distrofina foi escolhido
devido a sua importancia na patologia da doenga de Chagas, como sugerido em
outro estudo com Gallus gallus (Teixeira e cols, 2011a).

Analises do banco de dados NCBI mostrou que o kDNA se inseriu, em ambos
0s casos, na regido do intron daqueles genes. Ainda assim, as integragées podem
interferir na fungdo génica, visto que insergdes de elementos de DNA exdgeno em
intron pode levar a quebra do gene, podendo gerar proteinas truncadas nas

extremidades, levando as altera¢des funcionais (Belancio e cols, 2009).

2.1) Integragao na enzima malica NADP dependente.

Certos produtos de tpTAIL-PCR que foram obtidos revelaram que a enzima
malica € um hotspot de integracédo do kDNA, pois a mesma mutacgao foi encontrada
em diversas aves nascidas de ovos inoculados com T. cruzi e nas progénies
(Figuras 28 a 32). A condugédo da PCR com primers especificos em ave controle
mostrou que a sequéncia do gene na quimera € homodloga a sequéncia depositada
no banco de dados do NCBI, e as poucas diferencas pontuais foram explicadas

pelas diferengas raciais (Figura 25). A mutagcdo no gene de qualquer dessas
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enzimas tem o potencial de comprometer o funcionamento de vias metabdlicas ou
anabdlicas, com repercussao na fungao do 6rgao.

A enzima malica mitocondrial NADP-dependente, também chamada de ME3,
esta envolvida no metabolismo do carbono e do piruvato (ciclo de Krebs). Estudos
mostram que sua expressao € maior no coragdo, musculo esquelético, colon, rim,
cérebro, e também tem uma expresséao significativa em ovarios e testiculos (Loeber
e cols, 1994). A principal fungdo do ciclo do acido citrico (ou ciclo de Krebs) no
coragao € oxidar grupos acetila para gerar equivalentes redutores (NADH e FADH,),
que sao usados para sintese de ATP. A deplecido deste ciclo resulta num rapido
declinio da funcéo cardiaca, com hipertrofia do miocardio e susceptibilidade a lesdes
(Gibala e cols, 2000).

Diversos estudos apontam a importancia da mitocondria na funcédo da célula
cardiaca. Esta organela €, no coragao, a principal fonte de energia na forma de ATP,
e também é a principal fonte de estresse oxidativo (Nickel e cols, 2013). O
desenvolvimento e a progressdo de doengas cardiacas tém sido comumente
associados a alteragdes energéticas do miocardio, relacionadas com uma
desregulacéo do funcionamento da mitocondria (Huss e Kelly, 2005).

A enzima malica esta intimamente envolvida neste processo, pois, € uma das
enzimas envolvidas na producdo de NADH e NADPH. Estas moléculas sao
importantes na producéo de ATP e também na eliminagdo de espécies reativas de
oxigénio (Nickel e cols, 2013). Uma mutac&do que inviabilize o funcionamento desta
enzima malica levaria a um estresse oxidativo no miocardio, e também a uma
diminuicdo na producéo do ATP. Isto resultaria numa hipertrofia das fibras cardiacas
e sintomas caracteristicos de insuficiéncia cardiaca. A desregulagao bioenergética
do miocardio e o desequilibrio de agentes oxidantes e anti-oxidantes pode ser um
dos agentes da patofisiologia da insuficiéncia cardiaca, que se instala no curso da
cardiomiopatia chagasica cronica (Baez e cols, 2011).

O coragao sadio possui diversos mecanismos de obtencédo de energia, o que
Ihe garante uma flexibilidade metabdlica. Esta flexibilidade é prejudicada quando ha
patologias do coracédo (Taegtmeyer e cols, 2004). Mecanismos que reponham o0s
intermediarios do ciclo do acido citrico tem um papel importante no coracao
hipertrofiado. Anaplerose € o nome que se da a uma via que reabastece um ciclo

metabdlico. Uma das principais enzimas envolvidas na anaplerose cardiaca é a
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enzima (ME1) malica NADP dependente citosodlica (Gibala e cols, 2000; Des Rosiers
e cols, 2011).

A enzima malica citosolica NADP-dependente € mais amplamente estudada
que sua variante mitocondrial (ME3), mas ambas apresentam similaridades
estruturais e provavelmente funcionais (Loeber e cols, 1994). Como esta enzima
apresenta uma fungado muito importante na anaplerose do coracdo, uma mutacao
que inviabilize sua funcado pode resultar em insuficiéncia cardiaca. Estudos mostram
que a desregulagdo da anaplerose pode ser um fator critico no metabolismo de
doengas cardiacas em humanos. Diversas doengas genéticas que apresentam
cardiomiopatia aguda e crénica com disfungdo contratil estdo relacionadas a um
desequilibrio entre a anaplerose e o efluxo de intermediarios do ciclo do acido citrico
(Des Rosiers e cols, 2011).

Alteracbes no funcionamento mitocondrial também foram descritas no
coracao distréfico. Estas alteracdes precedem a cardiomiopatia tipica em individuos
com mutagao no gene da distrofina (Burelle e cols, 2010). Em adigdo a mutagéo na
enzima malica, foram encontradas integragcbes em outros genes importantes do
metabolismo, como a piruvato dehidrogenase quinase (NW_001471534.2),
indicadas nas Figuras 16 e 20. A alteracdo metabdlica cardiaca, mediada pela
integracdo do kDNA em varias enzimas, pode ter um papel na patologia da doenga,

mas esses fatores ainda sao pouco estudados.

2.2) Integragao no gene da distrofina

A distrofina € uma proteina intracelular, em forma de haste, com quatro
dominios funcionais. Ela esta localizada na superficie interna do sarcolema, e
interage com os filamentos de actina em sua extremidade N terminal, e liga o
citoesqueleto na membrana celular. O dominio C-terminal esta ligado a multiplas
proteinas, formando o Complexo Proteico Associado a Distrofina (DAPC). A
integridade deste complexo proteico é crucial para que a miofibra resista ao estresse
mecanico gerado pelos sarcomeros (Rahimov e Kunkel, 2013).

Sabe-se que mutagdes no gene da distrofina resultam em danos na
membrana e necrose associados com a inflamagédo cronica e degeneragao
muscular. A mutagdo no gene da distrofina pode contribuir para a patogénese de
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca. O silenciamento da distrofina ja foi

observada em diferentes formas de cardiomiopatias adquiridas (Prado e cols, 2012).
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Como mostram os dados do presente trabalho, integracdes de kKDNA no gene
da distrofina foram encontradas em oito aves da Familia 1. Estudos com
camundongos infectados com T. cruzi mostram que os niveis de distrofina diminuem
no coragao, e isto leva depois ao desenvolvimento de cardiomiopatia (Prado e cols,
2012). E possivel que a insercdo de kDNA seja o fator da redugdo dos niveis da
distrofina que se tem observado no coragdo em modelos animais da doenca de
Chagas. Esta mutagéo estaria associada a patologia inflamatdria tipica da doenga,
fraqueza muscular, cardiomegalia e faléncia cardiaca (Teixeira e cols, 2011a). A
mutacgao no gene da distrofina se acompanha de reagao inflamatéria persistente que
acelera a progressao da doenga. Esses componentes da patologia também estao
presente nas distrofias musculares de Duchenne e Becker, cuja causa genética é a

mutagao no gene da distrofina. (Prado e cols, 2012).

Nao obstante o encontro de mutagcdes de kDNA em genes que transcrevem
proteinas com importantes fungdes no crescimento e diferenciacao celulares, e,
também, na fisiologia das celulas musculares, particularmente nas células do
coracao, muitas aves com essas mutacdes nao apresentavam repercussao clinicas.
Aves que apresentaram cardiomegalia possuiam mutagdes multiplas detectadas
pela tpTAIL-PCR principalmente nos genes da enzima malica, distrofina, fator de
transcricdo SOX6, proteina PTHB1, teneurina, tirosina fosfatase mu, proteina tipo
retinoblastoma 1, piruvato dehidrogenase quinase, em retrotransposons CR1,
Gypsy e Hitchcock e em transposons de DNA. Nao foi detectada nenhuma ave com
todas estas mutagdes, mas em todas as aves com aumento do peso do coragao
pelo menos duas destas mutagdes estavam presentes. Essa relagdo sugere que a
patogenia é desencadeada pela integragdo de KDNA em multiplos /oci do genoma, e

nao apenas em um /ocus especifico.

3. A heranga do kDNA: estudo em familias

Como as geragdes F1, F2 e F3 das aves ndo tiveram em contato com o
Trypanosoma cruzi, as sequéncias de minicirculos de KDNA retidas nestas aves
devem ter sido transmitidas verticalmente pelos parentais que as adquiriram

intraovo. Desta forma, seria esperado encontrar as mesmas mutag¢des nas aves da
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mesma familia de acordo com a herangca Mendeliana. Entretanto, os produtos de
ipTAIL-PCR com primers especificos de elemento CR1 ou com primers em genes
especificos revelaram integracées de kDNA no mesmo /ocus de aves da mesma
familia, mas, na maioria dos casos, a regido variavel do minicirculo do kDNA
integrado era diferente. Quando diferentes regides variaveis eram documentadas em
parental e nas progénies da mesma familia, tal diferenga era considerada como
heranga ndo-Mendeliana. A explicagdo para a heranga ndo-mendeliana (sequéncia
variavel de minicirculo integrado no parental diferente daquela na progénie) pode ser
devido a transposi¢gdo e recombinacédo do DNA exdgeno na progénie, ou o KDNA
integrado e mobilizado durante a transposicdo do elemento ativo determinou
recombinagdo e remodelamento na estrutura do minicirculo ou parte da quimera. A
diferenca ainda pode ter ocorrido pela integracdo de minicirculos diferentes de

kKDNA. Os proximos itens discutem essas possibilidades em casos especificos.

3.1. A sequéncia de minicirculo integrada no parental pode nao ser a mesma

encontrada na progénie.

E sabido que no cinetoplasto do T. cruzi existe uma heterogeneidade de
cépias de minicirculos (Myler, 1993). Assim, durante a infecgéo, € possivel que uma
grande variedade de minicirculos de KDNA seja inserida nas células embrionarias
até o oitavo dia, quando o parasito € eliminado do organismo. A formagao das
gbnadas ja é visivel desde o dia 3,5 do estagio embrionario (Smith e Sinclair, 2004),
mas a diferenciagdo de ovdécitos e espermatogbnias sé ocorre no 8° e 13° dia,
respectivamente (Nakamura e cols, 2013). Desta forma, é possivel que cada gameta
numa mesma ave apresente integracdes de diferentes minicirculos de kDNA em
suas células germinativas primordiais. Este aspecto de mosaico genético é sugerido
nas Figuras 17 a 20.

Nos hotspots de integracdo podem ocorrer integragdes de minicirculos com
diversidade de sequéncias em células primordiais diferentes que dardo origem a
espermatogbnia e a ovogbnia. Sendo assim, os gametas terdo pouca chance de
apresentar os mesmos minicirculos integrados no genoma. A medida que as
integragbes encontradas no parental e na progénie tém origem em células

germinativas com imensa diversidade de regides varidveis nos minicirculos
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integrados, a diversidade genética procede sem limite conhecido. Em outras
palavras, cada gameta ja tem seu padrao diferenciado de sequéncia de minicirculo
antes da fecundacgao, e a grande quantidade de diferentes padrées de mutagdes de
KDNA caracteriza a possibilidade de diversidade genética quase infinita. Essa
interpretacédo dos resultados tem base na apreciagcdo da presenca de regides
variaves de kDNA constantemente diferentes nas mutag¢des detectadas pela {pTAIL-
PCR. Essa € uma explicacao possivel para a observacado de diferencas entre as
sequéncias variaveis de KDNA nas aves da mesma familia. A Figura 39 esquematiza
esta hipdtese. Adicionalmente, a imensa diversidade de sequéncias variaveis de
kKDNA observada nas mutagdes também pode ser potenciada pela integragdo de
diferentes minicirculos em fitas opostas de dois pares de cromossomos.

No exemplo esquematizado na Figura 23a, mutagdes no mesmo locus de
células somaticas e germinativas tinham as sequéncias de kDNA diferentes. As
sequéncias do esquema foram oriundas da ave k1-527 nascida de ovo inoculado
com T. cruzi no estagio de epiblasto, antes da incubagdo. Como é esperado que
esta ave seja um mosaico genético, é perfeitamente possivel que estas sequéncias
representem dois eventos de integracdo em alelos diferentes do mesmo /ocus no par
daquele cromossomo. A Figura 23b ilustra o mesmo fendmeno, mas a sequéncia de
minicirculo de kDNA integrada originada do esperma da ave FO e da célula somatica
da ave F1 pode ter seguido o padrdo sugerido na Figura 39. Por fim, o cenario
apreciado no mapeamento do genoma das aves mutadas pode ser apenas uma
parcela do total das mutagdes no mosaico genético produzido pela diversidade de
minicirculos de KDNA do T. cruzi. O reconhecimento total do mosaico requer o

sequenciamento completo do genoma de cada parental e progénie.
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Infeccdo intra-ovo e desenvolvimento do embrido
(antes do 8° dia)

“~ ™\

Células Germinativas :
Primordiais

Integragao

Linhagem 1 Linhagem 2
l Fecundacao

Detectado pela
tpTAIL-PCR

i

| seq. minicirculo 1 | seq. minicirculo 2

Figura 39. Diversidade de minicirculos integrados no mesmo locus genético. Durante a
infecgdo intra-ovo, sequéncias de minicirculos diferentes integram em células germinativas
primordiais do embrido, produzindo linhagens diferentes de gametas. Na fecundagédo, dois
gametas (ovoécito e espermatozoide) de linhages desconhecidas contribuem com minicirculos
diferentes que se integram em alelos hotspots em alelos de cada cromossomo, do mesmo par.
Entdo, a integragdo detectada na progénie pela técnica da {pTAIL-PCR pode gerar duas
integragdes diferentes no mesmo /ocus do par de cromossomo.

Iwo
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3.2) Mobilizagao do kDNA integrado

O mesmo minicirculo identificado pela sua regido variavel foi encontrado
integrado em Joci diferentes da mesma ave, em células germinativas (Figuras 21 e
22) ou em células somaticas e germinativas de parental e progénie (Figura 24). E
possivel que essas quimeras kDNA-DNA hospedeiro com a mesma sequéncia de
minicirculo sugira a eletividade de familias de minicirculos para eventos de
integracio.

Mas a translocacdo do kDNA de um Jocus para o secundario ja foi
documentada (Simbes-Barbosa e cols 2006). Esta atividade dependente de
transcriptase reversa endégena em CR1, o que deveria ser rara devido a presenca
de apenas poucas copias desse elemento ativo no genoma de aves (ICGSC, 2004).
Entretanto a mobilizagdo do minicirculo para o segundo locus pode ser identificada
pela presenga de microhomologias (principalmente aquelas ricas em CA) nos blocos
CSB1, CSB2, e CSB3 nas regides conservadas do kDNA e no genoma da ave
(Teixeira e cols, 2012).

A atividade mobilizadora dos elementos retrotransponiveis esta associada a
origem de mutagdes produzidas endogenamente, como aquelas que aparecem em
algumas doencgas genéticas. Nesses casos se tem sugerido que a patologia resulta
de rupturas de ORFs e perda da fungdo ou regulagdo do gene. Tem sido observado
que esta atividade mutagénica é mais frequente em células germinativas que em
células somaticas (Belancio e cols, 2009). No nosso estudo a média de mutagdes
em células germinativas (4,3 + 2,1 por ave) foi similar aquela (5 = 3 por ave) obtida
em células somaticas (Guimaro, 2012).

E possivel que o kDNA integrado tenha atividade similar aquela de elemento
transponivel ndo auténomo, locomovendo-se de uma regido para outra do genoma.
A documentacao de hitchhikings mostra a mobilizacdo do kDNA continuo com
fragmento truncado de LINE-1 (Sim&es-Barbosa e cols 2006; Hecht e cols 2010), de
maneira similar a SINEs.

Em camundongos, foi demonstrado que eventos de retrotransposi¢cao séo
comuns durante a embriogénese (Kano e cols, 2009). Também, a presenca de
transcritos de CR1 foi documentada em embrides e ovario de galinha (Shapira e
cols, 1991). Como a infecgdo com o T.cruzi e, consequentemente, a integragdo do

KDNA ocorreria durante a embriogénese, a atividade de transposi¢cado dos elementos
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transponiveis também pode significar fator de disseminagédo do kDNA por todo o
genoma (Figuras 21, 22 e 24). Este fator também contribuiria para a presenca da
mesma sequéncia de KDNA em genes diferentes na mesma ave FO, e também nas
progénies F1, F2, F3. Como mostra a Figura 21, em muitos dos casos encontrou-se
integracdo da mesma sequéncia variavel de minicirculos em retrotransposon CR1.
Talvez este retrotransposon tenha carregado aquela sequéncia para integragdes de
novo no embrido. A atividade de retrotransposons foi observada em gansos e outras
aves aquaticas (John e Quinn, 2008). Sobre a possibilidade de ativagdo de CR1
antes inativo mediante integragdo do kDNA, ndo ha como descarta-la.

As nossas observagdes e as citagdes acima descrevem mosaicismos mais
frequentes em células tronco primordiais durante a embriogénese. A presencga de
mosaicismo significa heranga ndo-Mendeliana porque sua estrutura nas progénies
foi modificada pela atividade de retrotransposicdo, recombinagdao e remodelamento
do genoma no locus mutado (Kano e cols 2009). Com essa explicagao, € possivel

compreender a presenga de quimeras diferentes nos progenitores e na prole.

3.3) Recombinagdes nas quimeras

Neste estudo, foram encontradas mutagdes similares em aves da mesma
familia e também numa mesma ave, porém, com indicio de algum tipo de
recombinacao (Figuras 30, 31, 33). Talvez, a explicagao para a recombinagao esteja
na estrutura da regido variavel do KDNA rica em motivos de nucleotideos repetidos.
Nota-se alto teor de C+G nas regides deletadas (linha verde das Figuras 32 e 34).
Sabe-se que motivos de DNAs repetitivos servem como substratos para rearranjos,
delecbes, inversbes e translocagdes (George e Alani, 2012). Os elementos
repetitivos tendem a formar estrutura tridimensional no DNA, tais como grampos,
triplexes e tetraplexes (Wells e cols, 2005). Tais estruturas promovem quebra de
dupla fita de DNA (DSB) em sitios eletivos de integragado, recombinagao e rearranjos
que antecedem remodelamento do locus genémicos (Bacolla e cols, 2006). Estes
rearranjos, incluem os eventos de expansdo, delecdo, replicacdo e reparo de
sequéncias do DNA recombinado. A instabilidade da sequéncia replicada,
decorrente de motivos repetidos, geralmente € considerada o maior fator

influenciador das recombinagdes genéticas.
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Adicionalmente, o deslizamento de fitas de DNA repetitivo complementar leva
a formacao de algas (loops) em forma de grampo (hairpins) que atrasam a atividade
da DNA polimerase, facilitando o aparecimento das mutagdes (Wells e cols, 2005).
Particularmente, nas células germinativas, a taxa de mitose e meiose ¢ alta, e isto
possibilita as recombinagbes. Estudos em linhagens germinativas mostraram que
sequéncias repetitivas tem propensao a instabilidade, condicido essa que propicia
remodelamentos (Bacon e cols, 2001). Isto pode explicar o rearranjo do kKDNA em
células germinativas de um mesmo individuo, no parental ou na progénie.

A analise in silico das sequéncias das Figuras 31 e 33 mostrou que a regiao
deletada de kDNA correspondia a uma curvatura na dupla fita do DNA (Figuras 32 e
34). Na sequéncia, os motivos estruturais repetidos em fase com a hélice do DNA
formam moléculas de DNA intrinsicamente curvadas. A curvatura é gerada pelas
pontes de hidrogénio entre os nucleotideos repetitivos (Crothers e cols, 1990). A
conformacado do DNA é importante para o funcionamento de diversos processos
bioldgicos e os sitios com curvaturas (bends) estao relacionados com regides onde o
DNA e proteinas interagem (Gimenes e cols, 2008). Tais bends foram identificados
como sitios preferenciais de ligagdo de proteinas que clivam o DNA, inclusive a
topoisomerase Il (Milot e cols, 1992). Interessantemente, esta enzima também ¢é a
responsavel pela decatenagdo da rede de minicirculos no cinetoplasto (Liu e cols,
2005; Shapiro e Englund, 1995) e seu papel no mecanismo de integracdao do kDNA
no genoma do hospedeiro fica assegurado.

As Figuras 32 e 34, entretanto, mostram que a regiao de curvatura dupla fita
do minicirculo ou do DNA hospedeiro pode ser deletada. Ja existem relatos que
correlacionam as curvaturas intrinsecas com eventos de recombinagdo de DNA,
além de facilitar eventos de replicagdo, transcricdo (Man-Li e cols, 2002) e
compactagao do nucleossomo (Kiyama e Tifonov, 2002). As curvaturas sao sitos de
instabilidade (sitios frageis) onde ocorrem quebra, dele¢cdo e recombinagao (Palin e
cols, 1998; Barbosa e cols, 2008). A organizagdo espacial de um gene no nucleo
pode definir hotspots de eventos que antecipam o remodelamento final. Neste
sentido, sabe-se que o0 gene da distrofina tem um hotspot para dele¢do num loop de
DNA na matriz nuclear (larovaia e cols, 2006).

O evento de duplicagdo de uma regido variavel inteira de kKDNA foi
documentado na Figura 30. Ndo se pode afirmar se a duplicagéo ocorreu na geragao

F2, como mostra a sequéncia ENG71, ou se ocorreu nas geragdes anteriores, e
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apenas nao foi detectada por meio da {pTAIL PCR. A esse respeito, o evento mostra
que o kDNA integrado no genoma passa por uma série de eventos que inclui
translocacao, delecédo, recombinacido e remodelamento nas sequéncias quimeras no
sitio da mutagédo. O produto final exibe o que resultou da integragdo da sequencia
original do DNA exdgeno, constantemente sujeito a outros eventos engenheirados
na ultima ambiéncia do hotspot atual. Em resumo, a discussdo acrescenta
informacgéo sobre a diversidade genética sem limite sobre o tipo de heranga nao-

Mendeliana nas aves das familias analisadas.

3.4) Heranga e fixagcao do kDNA

As Figuras 29 e 35 mostram dois casos onde foi possivel verificar a mesma
mutagcdo de kDNA no gene parental e na progénie: uma no gene da enzima malica,
e outra no gene da distrofina. Ao que tudo indica, tais sequéncias encontradas nas
aves F1 ou F2 foram herdadas integralmente de seu ancestral, comprovando a
transmissdo vertical do kDNA. Também foi encontrada duas integracbes com a
mesma sequéncia de KDNA no gene da distrofina entre aves irmas (Figura 36).
Estas aves devem ter herdado estas mutacbes de um mesmo ancestral comum.

Estes resultados mostram que existe a fixagdo da mutagcdo do kDNA no
genoma hospedeiro. Mostra também que a mutagcdo é transmitida via células
germinativas para a progénie, onde podem ser localizadas nas células das linhagens
germinativa e somatica na progénie (Figura 37). Nao obstante a raridade de
mutagdes iguais nos parentais e na progénie, nas familias do estudo, foi possivel
revelar tais mutagdes quando a (pTAIL-PCR foi conduzida com aneladores
especificos para sequéncias de genes, direcionando a copia para aquela regiao
previamente mutada. Neste estudo, o achado da mesma mutacado no parental e na
progénie comprova que, ocasionalmente, o padrdo de heranga Mendeliana do DNA

exdgeno pode ser encontrado.
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VI. Conclusoes

1. A andlise do DNA de células germinativas de aves congénicas de trés
familias mostrou que sequéncias de minicirculos de kDNA de Trypanosoma cruzi
integram em varios loci e que as mutagdes fixadas no genoma podem ser herdadas
pelas progénies. Entretanto, foi observado que frequentemente as mutagdes num
mesmo locus de integracdo eram estruturalmente diferentes. O fato documentado
sugeriu a heranga ndo-mendeliana do KDNA. Porém, ocasionalmente, raros eventos
de integragcdes em genes especificos mostram padrdo Mendeliano de herancga.

2. Algumas mutagdes analisadas foram mobilizadas para um segundo local
do genoma, pela transposi¢gao do minicirculo integrado para o mesmo ou para outro
Cromossomo.

3. As caracteristicas estruturais do kDNA integrado em regibes de
microhomologias no genoma hospedeiro explicam a mobilizagdo, recombinagao,
delecdo, truncamento e remodelamento das sequéncias integradas. No conjunto,
essas modificagdes sao importantes para aumentar a diversidade genética.

4. A andlise da integragdo do kDNA no locus da enzima malica NADP-
dependente mitocondrial revelou este hotspot eletivo de insercdo. Diversas
implicagdes clinicas e fenotipicas podem surgir a partir desta integracéo. Estudo
clinico e bioquimico-molecular genético pode revelar o real signficado fisiopatolégico
desta mutacgao.

5. A combinagao de multiplas integragdes em diferentes /oci foi observada em
muitas aves, podendo orquestrar efeito fisiopatoldgico que nao ocorreria em ave

com uma ou duas mutacgoes.
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VIIl. ANEXO |

Tabela A1. Sequéncias de DNA de Gallus gallus com integragdo de minicirculo de kDNA de T. cruzi.

Familia

Ave

K1-527(F0)

K1-583(F1)

K1-207(F1)

K1-224(F1)

K1-202
(F1)

Clone

EG13

EG14

EG15

EG16

EG18

EG21

EG22

EG25

EG211

EG214

EG33

EG35

EG11

kDNA

415-742

185-470

189-468

173-459

76-130

53-346

1-62

1-73

1-250

1-192

117-185

1-245

898-1241

Gallus
Gallus DNA

1-449

1-197

1-197

1-185

1-104
1-63

53-323

53-153

233-393

178-260

1-127
222-514

1-914

Micro-homologia

TATAATGTACGGGTGAGATGC

GACGCCCCCTCCC

CCCCCTCCC

GACGCCCCCTCCC

ACCAATTTCACATCACAACCCAAAC
CCAT

AAGACCGCCCC

CAATCGAACC

TACACCAACCCCAATCGAACC

ACCAACCCCAATCGAACC

GTACGGGTGAGATGC

TACACCAACCC
GTCGAACGCCCCTCCCAAAACCAA

GAACCCCCCTCCCAAAA

KDNA
E-value

3e-20

2e-140

9e-09

3e-139

7e-19

3e-137

5e-20

2e-20

3e-67

9e-79

7e-16

de-144

3e-75

Cromos-
somo

5

Ind

15

Ind

Locus

NW_003763785.1
( Fator de
transcricdo SOX-6)
NW_003763668.1
(Proteina PTHB1)
NW_003763668.1
(Proteina PTHB1)
NW_001471668.2
(Provavel
palmitoiltranserase
ZDHHC14
isoforma 1 ou 2)
NW_003763735.1
(Indeterminado)
NW_003763785.1
(Indeterminado)
NW_003763650.1
(Teneurina-4)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_001471673.2
(Indeterminado)
NW_003763482.1
(Indeterminado) -
684pb préx a
protease serina 6
transmembrana
NW_003771790.1
(Indeterminado)
NW_003763985.1
(Indeterminado)
NW_003780056.1
(Indeterminado)

E-value

0.0

2e-84

2e-77

2e-84

3e-31

9e-24

2e-125

2e-33

6e-71

5e-25

2e-41

3e-121

0.0

Identidade

98%

95%

92%

98%

91%
98%

98%

96%

98%

92%

91%
99%

97%
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Familia

Ave

K1-202
(F1)

K1-603
(F2)

K1-884
(F2)

K1-638
(F2)

Clone

EG12

EG45

EG48

EG51

EG53

EG38

EG40

EG42

EG43

EG44

EG62

EG65

EG66

EG68

EG70

EG71

kDNA

108-810

1-79

1-83

1-83

1-141

263-556

153-444

58-350

1-39

299-600

1-284

1-169

1-276

115-400

132-417

399-688

Gallus
Gallus DNA

1-121

58-167

63-583

55-125

107-293

1-286

1-162

1-73

39-330

1-321

272-684

153-348

267-391

1-124

1-140

1-420

Micro-homologia

CCCTTCCCAAAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

ACCAACCCCAATCGAACCCCA

ACCATAACACCAACCCCAATCGAA
CCCCA

AATATAACTCTAATTACACCAACCC
CAATCGAACC

CTGAACCCCCCTCCCAAAACCGCA

GAACGCCCCT

TGAAAGCCCCCTCCCAA
G

CAGGAACGATGAAGCCCCCTCCC

CCCCAATCGAACC

CCAACCCCAATCGAACC
CAATCGAACC
GAACCCCCCT

GACCCCCCC

GAACGCCCCTCCCAAAACCAAA

KDNA
E-value

1e-86

7e-14

1e-23

3e-24

2e-42

5e-143

1e-143

5e-147

7e-145

8e-147

2e-04

6e-57

2e-70

2e-140

2e-140

6e-137

Cromos-
somo

14

28

2

13

Ind

25

Locus

NW_001471454 1|
Gga_WGA202_2
(Similar a proteina
KIAA1691)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_001471673.2
(Indeterminado)
NW_003764302.1
(Indeterminado)
AB556723.1
(Sequéncia
repetitiva do
centrémero)
NW_003763673.1
(Indeterminado)
NW_003763812.1
(Similar a atractina
1, isoforma 2)
NW_003763464.1
(Indeterminado)
NW_003763735.1
(Indeterminado)
NW_003763812.1
(Indeterminado)
NW_003764074.1
(Adenilato quinase
8)
NW_003763840.1
(Indeterminado)
NW_003763785.1
(Tetraspanina 18)
NW_003763912.1
(Indeterminado)
BX640540.3
(Indeterminado)
NW_003764242.1
(Indeterminado)

E-value

3e-40

4e-37

0.0

3e-06

4e-90

3e-120

9e-76

5e-21

2e-12

3e-152

0.0

1e-91

9e-56

1e-40

6e-39

0.0

Identidade

98%

92%

99%

92%

97%

94%
99%
90%
94%
98%
98%
98%
99%
91%
86%

97%
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Familia

1

Ave

K1-636(F2)

K1-616
(F2)

K1- 652
(F2)

Clone

EG73

EG74

EG76

EG77

EG78

EG82

EG83

EG84

EG87

EG92

EG93

EG94

kDNA

78-177

204-284

1-201

1-258

1-278

39-326

264-551

30-317

1-607

1-150

1-265

1-433

Gallus
Gallus DNA

1-95

1-210

91-300

238-337

267-433

1-49

1-277

1-37

588-637

146-798

237-666

417-624

Micro-homologia

GAAGGCCCCTCCCAAAAC

CATAATG

TACACCAACCCCAATCGAACC

TACACCAACCCCAATCGAACC

CCCAATCGAACC

GACGGCCCCTC
GAACGCCCCTCCCA
GAAGGCCC

ACACCAACCCCAAACGAACC

ATGCA

GATACACATACACCAACCCCAATC
GAACC

CCAACCCCAATCGAACC

KDNA
E-value

5e-29

4e-27

Reg
variavel

9e-126

1e-140
2e-141
1e-141

0.0

8e-54

7e-104

3e-171

Cromos-
somo

14

2

12

17

Locus

NW_003763931.1
(xilosiltransferase
1)
NW_003763661.1
(Indeterminado)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763680.1
( Similar a proteina
tirosina fosfatase
mu semelhante a
receptores)
NW_003763735.1
(Indeterminado)
NW_003763892.1
(Indeterminado)
NW_003763748.1
(Indeterminado)
NW_003763496.1
(Indeterminado)
NW_001471673.2
(Peptodil-prolil cis-
trans isomerase
FKBP1B)
NW_003764074.1
(Adenilato quinase
8)

NW_003763785.1
(Inositol-
trifosfatase 3-
quinase A)

E-value

1e-31

1e-103

3e-35

1e-35

1e-74

2e-12

2e-135

2e-07

5e-05

0.0

0.0

4e-94

Identidade
93%

100%

91%

94%

98%

94%
99%
97%

86%

98%

96%

97%
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Familia

Ave Clone

EG97

EG98

K1- 581

(FO) EG100

EG102

EG103

K1- 8378

(F1) EG104

EG105

EG107

EG108

EG112

EG114

kDNA

141-405

151-757

1-98

1-39

1-241

1-130

1-201

1-130

1-150

1-264

1-216

Gallus
Gallus DNA

1-159

1-169

79-272

16-105

224-419

120-219

195-296

120-295

134-683

242-437

200-395

Micro-homologia

GACCCCCCCTCCCAAAACC

GACGCCCCCTCCCAAAACC

CAACCCCAATCGAACCCACC

AACCATAATGTACGGGTGAGATGC

CCAACCCCAATCGAACCC

TACACCAACCCCAATCGAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

CCATCGAACC

CCAACCCCAATCGAACC

CCAACCCCAATCGAACCCACCAT

CCAACCCCAATCGAACC

KDNA
E-value

1e-105

0.0

1e-33

9e-10

6e-71

6e-53

1e-71

3e-53

9e-46

4e-79

1e-72

Cromos-
somo

Ind

Locus

NW_001471534.2
(Piruvato
dehidrogenase
(lipoamido)
quinase, isoenzima
3, mitocondrial
NW_003776158.1
(Indeterminado)
NW_003763840.1
(Indeterminado)
NW_003763482.1
(Indeterminado) -
684pb préx a
protease serina 6
transmembrana
NW_003763840.1
(Indeterminado)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763680.1
( Similar a proteina
tirosina fosfatase
mu semelhante a
receptores)
NW_003763785.1
(Indeterminado)
NW_003763840.1
(Indeterminado)

NW_003763840.1
(Indeterminado)

E-value

1e-67

1e-51

1e-89

2e-25

2e-90

2e-36

2e-36

3e-73

0.0

2e-91

1e-91

Identidade

96%

88%

98%

92%

98%

92%

94%

97%

99%

98%

98%
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Familia

Ave

K1- 454
(F1)

K1- 669
(F1)

K1-618

Clone

EG115

EG125

EG127

EG116

EG117

EG118

EG119

EG120

EG121

EG215

EG217

kDNA

1-283

1-158

1-265

31-308

303-585

36-318

74-346

278-533

835-927

43-318

1-179

1-102

Gallus
Gallus DNA

269-351

141-250

249-244

1-38

1-315

1-43

1-82

1-277

522-846

1-45

173-431

99-755

Micro-homologia

GTACGGGTGAGATGC

TACACCAACCCCAATCGA

CCAACCCCAATCGAACC
CCCCTCCC

GACGCCCCCTCCC

GACGGCCC

GAACGCCCCTCCCAAAACC

GAACGCCCTCCCA

GGGAGAAGAGTT
GACGCCCCTCCC
TCC

GAGATGC

ATGC

KDNA
E-value

5e-109

1e-41

2e-133

1e-138

2e-05

3e-137

3e-97

1e-32

7e-62

9e-50

1e-25

Cromos-
somo

27

21

12

Locus

NW_003763482.1
(Indeterminado) -
684pb préx a
protease serina 6
transmembrana
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763840.1
(Indeterminado)
NW_003763740.1
(Indeterminado)
NW_003763493.1
(Indeterminado)
NW_003764296.1
( Canal de cation
1, sensivel a
amilorida,
neuronal)
NW_003764143.1
(Citidina
desaminase)
NW_003763892.1
(Indeterminado)
NW_003763812.1
(Indeterminado)

NW_003763748.1
(Indeterminado)
NW_003763785.1
(Indeterminado)

NW_001471673.2
(Peptodil-prolil cis-
trans isomerase
FKBP1B)

E-value

7e-25

1e-33

2e-90

8e-05

2e-143

2e-11

1e-27

7e-132

1e-154

0.012

9e-50

0.0

Identidade

92%

90%

98%
89%

96%

98%

96%

98%

98%

83%

100%

98%
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Familia

Ave

K1-844

K1-853

K1-661

Clone

EG218

EG222

EG177
EG179

EG180

EG229

EG233

EG130

EG132

EG133

EG134

EG135

EG136

kDNA

1-265

1-442

264-554
383-494

1-76

1-296

1-84

271-347
101-392

98-387

264-555

265-556

62-353

362-653

Gallus
Gallus DNA

246-297

422-786

1-277
1-104

58-172

279-475

85-273

1-112

1-104

1-277

1-286

1-74

1-369

Micro-homologia

ACCAACCCCAATCGAACCC

TATAATGTACGGGGGAGATGC

GAACCCCCCTCCCA
TATAATGTACGGGTGAGATGCA

GCAGATAATGTACGGGTGA

CCAACCCCAATCGAACCC

TCC

GAAGGCCCCTCC

GACCGCC

GAACGCCCCTCCCA

GAAGCCCCCTCCCAAAACCACA

GAAGCCCCTCCC

GAAGCCCC

KDNA
E-value

5e-127

2e-98

2e-117
7e-39

3e-45

7e-134

4e-24

3e-26
8e-145

1e-141

1e-143

1e-144

9e-144

4e-145

Cromos-
somo

12

12

Locus

NW_001488830.2
(Succinil-CoA: 3-
cetoacido-
coenzima A
transferase 1,
mitocondrial)
NW_003763785.1
(Fator de
transcricdo SOX-6)
NW_003763892.1
(Indeterminado)

NW_001471673.2

NW_003763881.1
(Preproproteina
colagenase tipo IV
72kDa)
NW_003763840.1
(Indeterminado)
NW_003763903.1
(Proteina ndo
caracterizada
LOC416093)

NW_003763482.1
(Indeterminado)
NW_001471710.2
(RAC-alfa proteina
serina/treonina
quinase)
NW_003763892.1
(Indeterminado)
NW_003763673.1
(Indeterminado)
NW_001471743.2
(Proteina ndo
caracterizada
LOC769332)

NW_003763739.1
(Indeterminado)

E-value

1e-08

0.0

3e-134
0.0

1e-23

7e-90

1e-12

1e-47

2e-44

3e-134

8e-128

2e-25

0.0

Identidade

87%

97%

99%
98%

92%

98%

72%

98%

99%

99%

96%

96%

99%
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Familia

2

Ave

k1-633

K1-647

Clone

EG193

EG194

EG139

EG140

EG141

EG142

EG143

EG144

EG145

EG148

EG195

EG196

EG164

EG166

EG168

EG173

kDNA

52-343

175-463

68-417

235-526

382-673

394-690

268-559

382-673

620-911

404-695

156-447

264-555

1-149

1-130

1-100

68-250

Gallus
Gallus DNA

1-59

1-180

1-91

1-253

1-397

1-414

1-285

1-397

1-638

1-421

1-164

1-277

129-238

110-219

85-704

1-93

Micro-homologia
GAAGGCCC
GAACCC
CACATAATGTACGGGGGAGATGCA
GAACGCCCCTCCCAAAACC
GAAGGCCCCTCCCAAA
TTTGCGAAGGCCCCTCCCAAA
GACCCCCCCTCCCAAAAC

GAAGGCCCCTCCCAAA

GAAGGCCCCTCCCAAAAC

GAACGCCCCTCCCAAAAC
GACGGCCCC

GAAGGCCCCTCCCA

TACACCAACCCCAATCGAACC

TACACCAACCCCAATCGAACC

GTACGGGGGAGATGCA

CACATAATGTACGGGTGAGATGCA
TG

KDNA
E-value

2e-138

9e-139

5e-09

1e-144

1e-144

2e-143

1e-143

3e-140

3e-143

2e-143

9e-145

3e-139

2e-54

5e-30

2e-80

Cromos-
somo

5

12

15

15

4

11

12

12

15

Locus

NW_003763785.1
(Indeterminado)
NW_003763892.1
(Indeterminado)
NW_001471461.2
(Indeterminado)
NW_003763985.1
(Indeterminado)
NW_003764323.1
(Indeterminado)
NW_003763865.1
(Indeterminado)
NW_003763664.1
(Indeterminado)
NW_003764324.1
(Indeterminado)
NW_003763668.1
(E3 ubiquitina
proteina ligase
HECW1)
NW_003763449.1
(Indeterminado)
NW_003763484.1
(Indeterminado)
NW_003763892.1
(Indeterminado)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763903.1
(forkhead box
protein P1)
NW_001471461.2
(Indeterminado)

E-value

3e-17

4e-87

2e-33

1e-119

0.0

0.0

6e-136

0.0

0.0

0.0

4e-74

2e-135

2e-35

2e-36

0.0

1e-33

Identidade
93%
100%
97%
98%
97%
98%
98%

96%

96%

95%
98%

99%

91%

92%

98%

96%
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Familia

2

Ave

k1-654

k1-672

K1-686

Clone

EG175

EG176

EG149

EG152

EG153

EG156

EG157

EG158

EG160

EG161

EG163

EG199

EG238

EG244

kDNA

256-465

1-100

185-476

49-385

185-474

1-109

1-111

1-197

629-827

427-675

160-308

1-42

1-276

1-133

Gallus
Gallus DNA

1-289

93-344

1-197

1-97

1-197

76-281

99-515

194-599

1-641

1-633

1-163

33-276

255-365

117-667

Micro-homologia

TAGCACAATCCGACCCCCCCTCCC
AAAAC

GAGATGCT

GACGCCCCCTCCC

GAACCTCCCCTGGCACAACTTCAA
CCATCACCTCTCCTTCTGTTGCTG

GACGCCCCCTCCC

CACCAACCCCAATCGAACCGTTTT
CTCCCCTAAA

CCCCAATCGAACC

ACCA

GAAGCCCCCTCCC

ATAATG

CATA

GAGATGCATA

CTACACCAACCCCAATCGAACC

CCAACCCCAATCGAACC

KDNA
E-value

4e-80

1e-34

5e-142

2e-122

1e-142

7e-30

2e-21

5e-49

4e-77

3e-39

2e-38

3e-09

5e-46

5e-49

Cromos-
somo

2

20

Ind

17

17

13

a

Locus

NW_003763664.1
(Indeterminado)
NW_003764128.1
(Indeterminado)
NW_003763668.1
(Proteina PTHB1)
NW_003764322.1
(Indeterminado)
NW_003763668.1
(Proteina PTHB1)
NW_003779328.1
(Indeterminado)
NW_003764074.1
(Adenilato quinase
8)
NW_003764074.1
(Adenilato quinase
8)
NW_003763913.1
(Carreador de
soluto familia 25
membro 48)
NW_001471743.2
(Indeterminado)
NW_001471534.2
(Piruvato
dehidrogenase
(lipoamido)
quinase, isoenzima
3, mitocondrial)
NW_003763661.1
(Indeterminado)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)

NW_003763785.1
(Indeterminado)

E-value

9e-133

3e-119

2e-89

2e-32

1e-86

2e-93

0.0

0.0

0.0

0.0

8e-68

1e-116

3e-36

0.0

Identidade
98%
98%
97%
93%
96%

97%

97%

98%

97%

99%

96%

98%

92%

99%
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Familia

Ave

k1- 630

K1-759

K1-760

k1-308

K1-667

Clone

EG204

EG253

EG254

EG182

EG184

EG186

EG187

EG189

EG257

EG260

EG263

EG265

kDNA

1-200

1-132

1-150

185-314

318-448

121-425

1-339

1-285

1-187

1-279

1-543

1-304

Gallus
Gallus DNA

183-274

112-307

139-673

1-197

1-329

1-123

318-416

265-374

180-224

262-480

525-728

275-387

Micro-homologia

ACCAACCCCAATCGAACC

CCAACCCCAATCGAACCCACC

GGGTGAGATGCA

GACGCCCCCTCCC

GAAGGCCCCTC

AAC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

TACACCAACCCCAATCGAACC

TGAGATGC
CCAACCCCAATCGAACCA

CACCAACCCCAATCGAACC

TACACCAACCCCAATCGAACCCTA
ACCACC

KDNA
E-value

3e-35

4e-60

1e-51

5e-53

4e-67

2e-97

5e-141

6e-74

2e-108

2e-75

1e-117

Cromos-
somo

20

Ind

Locus

NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763840.1
(Indeterminado)
NW_003763693.1
(Proteina tirosina
fosfatase tipo IVA
3 isoforma 1)
NW_003763668.1
(Proteina PTHB1)
NW_003764126.1
(Proteina tipo
retinoblastoma 1)
NW_003764319.1
(Indeterminado)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1
(Indeterminado)
NW_003763686.1
(Indeterminado)
NW_003779328.1
(Indeterminado)

NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)

E-value

3e-34

1e-90

2e-114

2e-89

1e-156

3e-06

1e-34

3e-36

8e-09

7e-90

1e-83

2e-32

Identidade

96%

98%

99%

97%
98%

71%

94%

92%

91%
93%

94%

89%
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Familia

3

Ave

k1-690

K1-765

Clone

EG266

EG269

EG276

EG277

EG278

EG279

EG283

EG285

EG286

EG289

EG291

EG292

kDNA

1-167

1-716

1-280

1-333

1-217

1-588

156-522

1-150

1-90

98-152

1-105

1-219

437-550

Gallus
Gallus DNA

146-258

697-832

272-386

325-431

220-744

573-655

1-162

142-248

72-627

1-106

88-283

202-436

537-593

Micro-homologia

ATACACCAACCCCAATCGAACC

ATAATGTACGGGGGAGATGC

TGAGATGCA

TGAGATGCA

GTACGGGTGAGATGC

GAAGGCC
TGAGATGC
CCAACCCCAATCGAACCAA
TGCATCTCA

CCAACCCCAATCGAACCC

ACTCACTTCTCACTTCCTCCCTTCC
C

TCTCACTTNCTCCC

KDNA
E-value

1e-44

0.0

9e-77

3e-76

4e-70

6e-124

3e-83

8e-54

2e-29

2e-15

1e-39

2e-78

2e-10

Cromos-
somo

12

15

Locus

NW_003763650.1
(Enzima malica
NADP-
dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1
(Fator de
crescimento D
derivado de
plaqueta)
NW_003763584.1
(Indeterminado)
NW_003763584.1
(Indeterminado)
NW_003763785.1(
Indeterminado)
NW_003763482.1
(Indeterminado) -
684pb préx a
protease serina 6
transmembrana
NW_003763484.1
(Indeterminado)
NW_003763584.1
(Indeterminado)
NW_003763785.1
(Indeterminado)
NW_003763584.1
(Indeterminado)
NW_003763840.1
(Indeterminado)
NW_003763903.1
(Proteina ndo
caracterizada
LOC416093)

NW_001471461.2
(citospina-A)

E-value

6e-37

4e-52

2e-44

1e-45

0.0

2e-23

3e-20

4e-45

0.0

4e-42

1e-91

1e-12

6e-09

Identidade

92%

96%

97%
98%

98%

90%

92%
98%
93%
95%

98%

70%

93%
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Familia

Ave

K1- 880

Clone

EG294

EG295

EG298

EG299

EG300

EG301

EG302

EG304

kDNA

1-80

164-379

495-564
1-285

1-150

304-610

252-381

1-290

1-160

142-320

Gallus
Gallus DNA

81-170

380-501

263-340
135-212
1-317
1-265

285-456

142-373

1-152

Micro-homologia
CCCTCCC

CCCTCCC

CCTACACCAACCCCAATCGAACC

CAACCCCAATCGAACC
GAACGCCCCTCCCA
GAAGCCCCCTCCCA

ATAATG

GACCCCCCCTCCCAAAACC

GACGCCCCCTC

KDNA
E-value

8e-27

1e-80

3e-137

5e-43

4e-06

6e-47

3e-46

9e-26

7e-44

Cromos-
somo

4

Locus

NW_003764324.1
(Indeterminado)
NW_003764324.1

z (Indeterminado)

NW_003764128.1
(Indeterminado)
NW_003764128.1
(Indeterminado)
NW_003764127.1
(Indeterminado)
NW_003763892.1
(Indeterminado)
NW_003763650.1
(Indeterminado)
NW_001471534.2
(Piruvato
dehidrogenase
(lipoamido)
quinase, isoenzima
3, mitocondrial
NW_001471534.2
(Piruvato

1 dehidrogenase
(lipoamido)
quinase, isoenzima
3, mitocondrial

20

20

20

12

E-value

0.26

1e-05

7e-25

5e-24

5e-157

2e-127

5e-142

1e-67

9e-49

Identidade

70%

71%

94%

92%

99%

98%

99%

96%

87%
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IX. ANEXO I

Tabela A2. Sequéncias de DNA de Gallus gallus com integragéo de minicirculo de kDNA de T. cruzi no locus NADPME

Familia

Ave

Clone

kDNA

Gallus
Gallus DNA

Micro-homologia

KDNA E-
value

Cromos
somo

Locus

E-value

Identida
de

K1-
527(F0)

K1-
207(F1)

K1-
224(F1)

K1-202
(F1)

K1-603
(F2)

K1-884
(F2)

ENG 65

ENG 66

ENG 67

ENG 11

ENG 12

ENG 15

ENG 16

ENG 69

ENG 17

ENG 18

ENG 19

ENG 22

1-720

1-477

1-309

1-328

1-265

1-250

1-247

1-263

1-231

1-200

1-154

1-226

699-1275

456-963

292-793

292-794

244-749

229-735

239-744

244-747

269-716

183-685

134-639

205-709

TACACCAACCCCAATCGAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

ACCAACCCCAATCGAACC

ACCAACCCCAATCGAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

ACACCAACCCCAATCGAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

ACCAACCCCAATCGAACC

TACACCAACCCCAATCGAACC

ATACACCAACCCCAATCGAACC

0.0

2e-35

1e-128

7e-131

4e-102

1e-102

7e-93

1e-120

1e-102

1e-102

1e-102

2e-100

1

NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,
mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima
malica NADP-dependente,

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

98%

98%

97%

98%

97%

98%

98%

97%

98%

98%

98%
97%
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mitocondrial)
NW_003763650.1 (Enzima

ENG 23 1-104 94-600 ATACACCAACCCCAATCGAACC 9e-27 1 malica NADP-dependente, 0.0 98%
mitocondrial)
KA- NW_003763650.1 (Enzima
636(F2) ENG 71 1-601 582-1086 TACACCAACCCCAATCGAACC 0.0 1 malica NADP-dependente, 0.0 98%
mitocondrial)
K1-616 NW_003763650.1 (Enzima
(F2) ENG 72 1-288 268-772 TACACCAACCCCAATCGAACC 1e-134 1 malica NADP-dependente, 0.0 97%

mitocondrial)
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X. ANEXO il

Tabela A3. Sequéncias de DNA de Gallus gallus com integragdo de minicirculo de kDNA de T. cruzi no locus Distrofina

- Gallus Gallus . . KDNA E- Cromos Identida
Familia Ave Clone kDNA DNA Micro-homologia value Somo Locus E-value de
K1- NW_001471534.2 ;
1 s2ro) EDG21  1:99 76-291 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-31 1 Distrofing) 6e-101  98%
EDG24  1-263 246-461 ACCAACCCCAATCGAACC 9e-11 1 NW(—[‘))ig:r‘gilgf“'z 3e-100  98%
1 KI-  Epg4as 194 77-292 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-34 1 NW_001471534.2 5. 99  98%
224(F1) (Distrofina)
EDG44  1-466 249-664 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-146 1 NW(—[())ig:r‘gilgf“'z 1e-100  98%
ACCAACCCCAATCGAACTACACCAA NW. 001471534.2 .
EDG45  1-170 133-368 A 5e-27 1 Distrofing) 6e-102  99%
EDG47  1-264 246-461 ACCAACCCCAATCGAACC 1e-125 1 Nw(gg:r‘é:ilgf“'z 8e-102  99%
1 K1-202  epga2  1-773 755-970 ACCAACCCCAATCGAACC 0.0 1 NW_001471534.2 1e96  97%
(F1) (Distrofina)
K1-603 NW. 001471534.2 .
1 (2 EDGES 143 76-291 ACCAACCCCAATCGAACC 5e-32 1 Distrofing) 1696  99%
K1-884 NW. 001471534.2 .
1 2y EDGT7  1-167 150-365 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-47 1 Distrofing) 3e-100  98%
EDG78  1-75 51-274 GGAGATGCACAACCCCAATCGAACC 2e-19 1 Nw(gg:r‘é:ilgf“'z 46-102  99%
1 K1-638  tpg7a  1-151 134-349 ACCAACCCCAATCGAACC 8e-50 1 NW_001471534.2 1698  97%
(F2) (Distrofina)
EDG75  1-265 248-463 ACCAACCCCAATCGAACC 16-99 1 NW(—[())ig:r‘gilgf“'z 3¢-100  98%
EDG76  1-169 152-367 ACCAACCCCAATCGAACC 1e-48 1 NW(—[())ig:r‘gilgf“'z 5697  97%
1 Ki1- EDGO  1-486 467-683 ACACCAACCCCAATCGAACC 2e-27 1 NW_001471534.2 ¢ 99 98%
636(F2) (Distrofina)
EDG 11 1-317 300-515 ACCAACCCCAATCGAACC 7e-57 1 NW(—[‘))ig:r‘gilgf“'z 56-99  98%
1 K1-652  Epga  1-209 192-406 ACCAACCCCAATCGAACC 7e-49 1 NW_001471534.2° 4. 99  98%
(F2) (Distrofina)
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