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RESUMO

As publicacbes de pesquisadores do Laboratério Multidisciplinar de
Pesquisa em Doenca de Chagas, na Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia, sugerem que a patogénese da doenca de Chagas pode ser
explicada pela auto-imunidade de origem genética (Nitz e cols, 2004; Hecht e
cols, 2010; Teixeira e cols, 2011). A hip6tese que levou as investigacdes sobre
transferéncia de DNA do Trypanosoma cruzi para o0 genoma do hospedeiro
mamifero foi feita depois que se observou que coelhos tratados com a droga
tripanocida benzonidazol desenvolveram lesbes destrutivas no coragcdo com
intensidade semelhante aquela encontrada nos coelhos chagasicos que nédo
tinham recebido a droga. Entretanto, pesquisadores de outros centros
consideram que o tratamento das infec¢des pelo T. cruzi com o nitroderivado
benzonidazol é eficaz nos casos agudos da doenca. Ademais, ha os que tratam
chagasicos com a infeccado crbnica, na expectativa de aliviar sintomas e
melhorar o prognostico do caso. Nao obstante, varios autores sugerem que o
tratamento com o nitroderivado ndo elimina a infeccdo pelo T, cruzi e néo
melhora o quadro da doencga clinica. Esta polémica tem mais que importancia
semantica, pois, se a quimioterapia da doenca de Chagas fosse satisfatoria
poderia esclarecer os papéis das infeccdes persistentes e da autoimunidade na
patogénese da doenca. Os estudos prévios de Nitz e cols., 2004; Hecht e cols,
2010; Teixeira e cols, 2011, mostram que sequéncias de minicirculo de DNA
mitocondrial de T. cruzi (kDNA) integram frequentemente em retrotransposons
LINE-1 no genoma hospedeiro, e sugerem que clones de linfécitos
geneticamente modificados atacam e destroem o coragdo chagasico. Este
estudo foi iniciado com o propdsito de tentar falsear a teoria da origem genética
da autoimunidade na doenca de Chagas. Para isto, empregaram-se varios
esquemas terapéuticos pelos quais grupos de camundongos com as infeccdes
recentes pelo T. cruzi eram tratados com o nitroderivado benzonidazol, em
dose quatro vezes acima (43 mg/kg) daquela usada para tratar a doenca em
humanos, e que era utlizado, alternativamente, em combinacdo com

zidovudina (AZT) e ciprofloxacino (CIPRO), respectivamente, inibidores da



transcriptase reversa e da Topoisomerase Il. Essas enzimas bloqueiam vias
metabdlicas essenciais na integracdo do kDNA do T. cruzi no genoma (Rosa,
2005). Os resultados da investigacdo mostraram que 0S grupos de animais
chagasicos tratados apenas com benzonidazol, ou em combinacdo com os
inibidores, tiveram diminuicdo da quantidade de tripomastigotas de T.cruzi no
sangue. Entretanto, jamais se observou cura parasitolégica e imunolégica
(auséncia de anticorpos especificos) nos animais submetidos aos diferentes
esquemas terapéuticos. Ademais, todos o0s animais nos grupos tratados
obtiveram positividade nos exames PCR especificos para identificacdo de DNA
nuclear (nDNA) e de (kDNA) do protozoario. Diante desses resultados, foram
conduzidos experimentos para avaliar se o0s esquemas terapéuticos
empregados tinham bloqueado a integragdo do kDNA no genoma dos
camundongos, infectados e infectados-tratados. Os resultados desses
experimentos mostraram integracdes de KDNA em retrotransposons LINE-1 do
genoma de animais chagasicos que foram submetidos aos varios esquemas de
tratamento, com frequéncias similares aquelas documentadas nos genomas
dos camundongos controle positivos, infectados com T. cruzi e deixados sem
tratamento. As populacées de linfécitos T citotoxicos CD8", vd, e B (VB e VB1)
atacam e destroem o coragdo chagasico. O conjunto de resultados desses
experimentos mostra que nao foi possivel refutar (negar) a teoria auto-imune
da patogénese da doenca de Chagas. Lamentavelmente, confirmou-se que o

tratamento das infec¢des pelo T. cruzi com o nitroderivado é insatisfatorio.



ABSTRACT

The investigations conducted at the Chagas Disease Multidisciplinary
Research Laboratory at the Faculty of Medicine of the University of Brasilia
suggest that the origin of the pathogenesis of Chagas Disease may be
explained by the genetically driven autoimmune rejection of the target host
tissues. Early experiments had shown that chagasic rabbits treated with the
anti-Trypanosoma cruzi nitroderivative benznidazole developed destructive
lesions in the heart similar to those found in chagasic, but untreated animals.
This observation led to the hypothesis that the parasite DNA retained in the
body could call out autoimmune mechanisms in Chagas disease. This
hypothesis spurted further investigations on the transfer of T. cruzi DNA to the
host's genome. Inasmuch some researchers continue to believe that the
treatment of the T. cruzi infections with the nitroderivative benzonidazole cure
the Chagas disease, and others argue that the treatment should benefit those
with the acute T. cruzi infections; prescriptions of the nitroderivative to treat the
chronic infections aim at the prevention of disease outcome, aleviation of
symptoms, and improvement of prognostics are recommended. Nevertheless,
experimental and clinical investigations have shown that the treatment with the
nitroderivative does not eradicate the T. cruzi infections and, therefore, the
prognosis of the disease remains unchanged. This study subject bears practical
importance, because it can show whether or not the chemotherapy of Chagas
disease is satisfactory. Furthermore, its investigation in a suitable animal model
may demonstrate any role played by the parasite persistence in the
pathogenesis of the disease. Previous studies (Nitz e cols, 2004; Hecht e cols,
2010; Teixeira e cols, 2011) showed that the mitochondrial DNA minicircle
sequence of T. cruzi integrates frequently into LINE-1 of the host's genome, and
they suggest that clones of cytotoxic T lymphocytes, undergoing genotype
modifications, attack and destroy the chagasic heart. This study was
undertaken with the aim of falsifying the theory of the genetically driven
autoimmune rejection of the heart in Chagas disease. We used several groups
of mice with the T. cruzi infections, which were treated with the nitroderivative



benznidazole four fold (43 mg/kg) above the dose used to treat human Chagas
disease. Also, groups of chagasic mice were treated with benznidazole
(43mg/ml) combined with either zidovudine (AZT) or ciprofloxacino (CIPRO), or
with both, inhibitors of reverse transcriptase and of topoisomerase
Il,respectively. These enzymes were used to halt metabolic pathways for the
integration of KDNA minicircle sequences into the host cell genome (Rosa,
2005). The results of these investigations showed that animals treated with
benznidazole alone, or in combination with AZT, CIPRO, or with both inhibitors,
diminished the number of T.cruzi trypomastigotes in the blood. However, the
parasitologic cure was never achieved, for specif anti-parasite antibodies
remained in tissues,regardless of the therapeutic regime used. Moreover,
treated mice yielded positive PCR exams that identify the T. cruzi nuclear DNA
(nDNA) and kDNA. Accordingly, further experiments were carried on to finding
out whether the therapeutic regimes used had prevented the kDNA integration
into the chagasic mice genome. These results revealed that the kKDNA minicircle
sequences integrated into retrotransposons LINE-1 of mice, which had received
the therapeutic regimes, in a frequence not different from that observed in the
positive control group of T. cruzi-infected mice, which did not receive any
therapeutic regime. It was further shown that subsets of cytotoxic T
lymphocytes CD8+, yd, and B (VB and VB1) attacked and destroyed the
chagasic heart. The results of these experiments reveal that it was not possible
to falsify (deny) the genetically driven auto-immune theory that explains the
pathogenesis of Chagas disease. Unfortunately, it was confirmed that the
treatment of the T. cruzi infections with the nitroderivative benznidazole is

unsatisfactory.
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INTRODUCAO

A Tripanossomiase Americana é uma zoonose causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi. A zoonose € encontrada nas Americas entre 0s
paralelos 42° N, na Califérnia, EUA, e 42° S, em Chubute, na Argentina. A
complexa cadeia de fatores que promove a circulagdo do T. cruzi na natureza
inclui cerca de 40 espécies de insetos-vetores (Hemiptera:Reduviid) e 180
espécies de mamiferos sabidamente permissivos as infec¢des pelo protozoario
flagelado (Diotaiuti, 2009; Noireau e cols., 2009). Mas acredita-se que até 1150
espécies de mamiferos podem fazer parte dessa cadeia (Patterson, 1994). No
inicio, as infeccBes enzodticas teriam sido adquiridas pela via oral quando
mamiferos onivoros ingeriam triatomineos contaminados com o T. cruzi. Mas, a
medida que muitos mamiferos tornaram-se infectados, sua transmissao pelos
insetos hematéfagos passou a ter papel preponderante na propagagdo da
zooantropoose (Diotaiuti, 2009). Estima-se que essa via de transmisséo tenha
sido iniciada ha cerca de 90 milhdes de anos, quando os elementos que
sustentam a cadeia de transmissdo ja estavam estabelecidos nos
ecossistemas terrestres. Porém, foi a hematofagia dos triatomineos que teria
feito com que o parasito fosse adquirido durante ingestdo de sangue mamiferos
ja infectados pelo T. cruzi (Teixeira e cols., 2006)

O homem teria entrado nesta cadeia de transmissdo possivelmente ha
menos de 50 mil anos, como sugerem fésseis datados que indicam a presenca
de Homo sapiens no continente americano (Guidon e Delibrias, 1986; Bahn,
1993). No deserto de Atacama, foi encontrado cadaver de amerindio,
mumificado ha nove mil anos, com evidéncia de cardiopatia similar a chagasica
sugerida pela analise de DNA positiva para T. cruzi (Aufderheide e cols., 2004).

A doenca de Chagas humana é endémica na América Latina, mas sete
casos autéctones de doenca de Chagas foram encontrados nos Estados
Unidos (Castro e cols., 2009; Bern e cols., 2011). Em aproximadamente um
terco dos casos de infeccbes chagasicas registradas na populacdo humana
sdo detectadas as manifestacdes clinico-patolégicas conhecidas como doenca
de Chagas (Prata, 2001).
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No que diz respeito a endemia chagasica humana, as principais
espécies de triatomineos transmissores do T. cruzi sao: Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata, Triatoma brasiliensis, e
Triatoma sordida (Diotaiuti, 2009). Esses triatomineos, contaminados durante o
repasto de sangue em mamiferos infectados pelo T. cruzi, transmitem a
infeccdo ao homem pela contaminagdo do sitio da picada com os dejetos
contendo as formas metaciclicas do protozoario. A transmissdo do T. cruzi
também pode ocorrer pela ingestdo acidental de alimentos contaminados, mas
acredita-se que a transmissdo pelos triatomineos tem maior importancia
epidemiolégica nas areas endémicas (Chagas, 1909a; b; Brasil, 2005a; b;
Yoshida, 2009).

As infecgdes pelo T. cruzi também séo transmitidas via placentéria, da
mae chagasica para o filho, e pela transfusdo de sangue de chagasico. Além
disso, pode ocorrer transmissdo do T. cruzi por transplante de 6rgdos e
acidentalmente em laboratérios de pesquisa, bancos de sangue, e hospitais
(Prata, 2001; Schmunis, 2007). A migracdo de chagéasicos das regides
endémicas para 0s cinco continentes tém feito com que as infeccdes pelo T.

cruzi assumam grande interesse na saude publica global (Castro e cols., 2009).

Aspectos Epidemioldgicos

Dados do primeiro Inquérito Sorolégico Nacional sobre a Doenca de
Chagas revelaram prevaléncia de anticorpos anti-T. cruzi em 6% da populagéo
do Brasil. Naquela época, a populacdo brasileira era de 100 milhdes de
habitantes (Camargo e cols., 1984), e a populacdo humana nos demais paises
da América Latina era cerca de 300 milhdes. Entdo, estimou-se que o total de
chagésicos era de 18 milhdes. Considerando-se apenas a populacédo de areas
endémicas, onde havia transmisséo ativa pelo T. cruzi, foi estimado que 100
milhGes de pessoas estivessem sob risco de adquirirem as infec¢des pelo
protozoario flagelado. Detalhes sobre essas estimativas sdo encontrados em
publicacdes da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2002; 2007). Tendo em
conta que as infec¢des agudas pelo T. cruzi geralmente sdo assintométicas e
que cerca um terco dos infectados falecem em consequéncia da doenca de

Chagas, geralmente trés ou mais décadas depois da aquisicdo da infec¢ao, € a
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doenca crbnica que impde 6nus econbmico e social aos paises da regido. O
panorama existente hoje em dia ndo deve ser muito diferente daquele de 1985,
exceto pelo aumento exponencial da populacdo e pelo desalojamento do T.
infestans domiciliado nas choupanas nos ecossistemas do cerrado e caatinga
(WHO, 2002). Nao obstante o perfil conhecido de morbidade-mortalidade,
publicagcbes recentes tém sugerido que existiiam apenas 7,7 milhdes de
pessoas com as infec¢des pelo T. cruzi (WHO, 2007). Essa discussdo nao €
semantica e tem seu valor pratico: As primeiras estimativas (WHO, 2002) eram
de 21 mil mortes/ano em consequéncia da doenca de Chagas, enquanto que
as estimativas recentes sdo de 12,5 mil mortes/ano (WHO, 2007). Essa
diferenca de estimativa precisa ser analisada criticamente, pois, ainda que a
transmissao vetorial tenha sido reduzida pelo desalojamento de uma das
principais espécies (T. infestans) transmissora do T. cruzi, o curso natural da
doenca demanda, na maior parte dos casos, mais que apenas duas décadas, e
s6 entdo seria possivel registrar queda espetacular nos indices de morbidade e
mortalidade pela doenca de Chagas humana. Uma explicacédo l6gica para tal
disparidade pode ser devida ao desencontro entre os métodos de analises
(WHO, 2002; 2007).

Por outro lado, ndo traz beneficio & salude publica as declaracbes de
“territério livre da transmissdo da doenca de Chagas pelo seu principal vetor
peridomiciliar, o Triatoma infestans” (Schofield e cols., 2006; WHO, 2007).
Mesmo porque, sem que seja possivel evitar que os triatomineos transponham
fronteiras a partir do ecossistema vizinho, onde as vérias espécies de
triatomineos continuam a vicejar, o conceito de territorio livre ndo tem base
cientifica. Ainda, mesmo que se desaloje apenas uma espécie de triatomineo
ficam quarenta outras que transmitem o T. cruzi. E, por ultimo, o desalojamento
de uma espécie de triatomineo domiciliado em uma regido pode ndo ser
suficiente para produzir efeito espetacular em outras regides onde a mesma
espécie mantém habitos silvestres. As investigacdes precisam continuar, pois,
sabe-se que o T. infestans e quarenta outras espécies de triatomineos
continuam a transmisséo ativa do T. cruzi, sem limite preciso entre a cidade e o
campo (Teixeira e cols., 2006).

Pela razdo exposta, € aconselhavel registrar que houve expressiva

reducao da transmissado das infec¢des pelo T. infestans naqueles ecossistemas
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onde essa espécie era o principal vetor do T. cruzi nos domicilios. Talvez fosse
justo rememorar que a dificuldade em processar dados oriundos de diferentes
regides seja devida ao emprego de diferentes metodologias, produzindo
resultados heterogéneos que ndo satisfazem o entendimento da realidade
presente, e que pode ser explicada pelo conhecimento cientifico disponivel
sobre a complexa cadeia de transmissao das infec¢cées pelo T. cruzi, sua
persisténcia ao longo da vida do hospedeiro e, principalmente, a histdria natural
da doenca que afeta uma parcela dos individuos infectados décadas depois da
infeccao inicial (WHO, 2007).

Diante dessas consideracdes, as estimativas de transmissédo vetorial
continuam inaceitavelmente altas no Brasil e demais paises da América Latina.
Ademais, a populacéo brasileira duplicou nas ultimas trés décadas, mas néo
temos dados atualizados sobre o crescimento demografico e sua influéncia

sobre o total de individuos infectados pelo T. cruzi e doenca de Chagas.

O Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario flagelado da familia Trypanosomatidae,
ordem Cinetoplastidae. Esta familia inclui o grupo de protozoarios pertencentes
aos géneros Trypanosoma e Leishmania (T. cruzi, T. brucei e Leishmanias sp.,
entre outros), de grande importancia para a medicina humana e veterinaria
(Teixeira e cols.,, 2006). As Leishmanias sdo encontradas nos Varios

continentes. O T. brucei é restrito ao continente Africano e o T. cruzi é

encontrado comumente no continente Americano.

Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi possui ciclo de vida que alterna entre hospedeiros vertebrados
e invertebrados. A cadeia que sustenta a circulagdo do T. cruzi na natureza
possui um riquissimo nicho de hospedeiros, compreendendo varias classes de
mamiferos com cerca de 180 espécies ja identificadas, incluindo o homem
(Noireau e cols., 2009). Os invertebrados sdo hospedeiros intermediarios,
enguanto que os répteis que podem albergar o T. cruzi em infeccbes cripticas

(Ames e cols., 1954; Neves e De Castro, 1970). Com grande capacidade
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adaptativa, verifica-se que o T. cruzi infecta e multiplica-se numa grande
variedade de células nos tecidos de hospedeiros vertebrados (Diotaiuti, 2009;
Teixeira e cols., 2011b). Evidéncias mostram que esse protozoario pode ter
reproducdo sexuada em certas ocasides (Sturm e cols., 2003).

Existem quatro estagios de desenvolvimento do T. cruzi: as formas
amastigota e tripomastigota, encontradas nos hospedeiros vertebrados; e os
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos nos insetos vetores (Figura 1).
Estes estagios diferem tanto em aspectos morfolégicos quanto bioquimicos
(Fernandes e Andrews, 2012).

Em resumo, o triatomineo ingere as formas tripomastigotas do T. cruzi
durante o repasto sanguineo em hospedeiro infectado. No intestino médio, o
protozoario se transforma em epimastigota e se divide. Posteriormente, ocorre
migracdo para o intestino posterior onde ha transformacdo em tripomastigota
metaciclico. Durante novo repasto sanguineo, as formas metaciclicas
eliminadas nas fezes do inseto penetram pela abrasédo feita na pele pela
picada, ou podem contaminar as mucosas dos olhos e da boca. As formas
tripomastigotas invadem células no local e, apds ciclos de multiplicacdo
intracelular, ganham a corrente circulatéria e sdo levadas para outros tecidos
no corpo. Quando no citosol da célula hospedeira, as tripomastigotas
diferenciam-se em amastigotas que dividem por fissdo binaria. Ao final de
cerca de nove ciclos de replicacdo (Dvorak e Hyde, 1973), as amastigotas
preenchem o citoplasma da célula hospedeira e voltam a se transformar em
tripomastigotas, antes de serem liberadas. As tripomastigotas iniciam novos
ciclos de infeccdo em outras células de varios tecidos do corpo.
Ocasionalmente, podem ser sugadas pelo triatomineo e transmitidas para o
préximo hospedeiro (Teixeira e cols., 2011b).

No curso da infecgdo o T. cruzi interage com moléculas receptoras na
superficie das células e estimula vias metabélicas dependentes de Ca®" que
produzem remodelamento do citoesqueleto celular e recrutamento com fusao
de lisossomos no sitio de entrada na célula hospedeira (Tardieux e cols., 1994;
Andrade e Andrews, 2004; Woolsey e Burleigh, 2004; Tyler e cols., 2005).

A indugdo da entrada do T. cruzi na célula acontece com o
desenvolvimento de um vacuolo parasitéforo, formado pela invaginacdo da

membrana plasmatica fusionada com os lisossomos recrutados. O parasita
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envolvido pela membrana vacuolar pode permanecer ali por longo tempo ou

evadir-se para o citosol (Nogueira e Cohn, 1976; De Araujo-Jorge, 1989).

Hospedeiros g ‘
Vertebrados A f @ q»__/ Formas encontradas em
Amastigota Tripomastigota DEopEs G LT
Primatas

Marsupiais Répteis

Hospedeiros \\ 3 7 '_(h K‘*\\ Formas encontradas

Invertebrados no vetor

Epimastigota  Tripomastigota
metaciclico

Triatomineos
Trypanosoma cruzi

Figura 1. Principais hospedeiros vertebrados e invertebrados do

Trypanosoma cruzi e formas encontradas em cada um deles.

Organizacao Genémica

O genoma do isolado CL Brener de T. cruzi ja foi sequenciado e €
utilizado como referéncia (RefSeq). As espécimes de T. cruzi Esmeraldo e
Sylvio X10/1 também foram seqiienciados e seus genomas estado parcialmente
montados e disponibilizados (El-Sayed, 2005; NCBI, 2005) .

Ainda que a montagem final (assembly) das sequéncias ndo esteja
concluida, estima-se que o0s genomas dos diferentes espécimes exibem
consideravel diferenca de tamanho: 55 Mb para CL Brener e 44 Mb para Sylvio
X10/1 (El-Sayed, 2005; Franzen e cols., 2011). Variagbes no numero de
cromossomos foram documentadas e consideradas como resultantes de
aneuploidias (Gibson e Miles, 1986; Vargas e cols., 2004; Weatherly e cols.,
2009; Minning e cols., 2011).

Os tripanossomos, da Ordem cinetoplastida, ttm como caracteristica
fundamental uma estrutura em forma de disco em sua Unica mitocondria
localizada numa regido especializada, adjacente ao corpusculo basal do
flagelo. Esta organela, designada de cinetoplasto, é constituida por um
intrincado arranjo de DNA, Unico entre os eucariotos (Figura 2), que concentra
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entre 20 e 25% do conteudo total de DNA da célula (Souza, 2003). A
arquitetura singular de moléculas circulares de DNA do cinetoplasto (kDNA),
composta por maxicirculos e minicirculos, estid organizada em rede

concatenada e altamente condensada (Simpson, 1973).
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Figura 2. Ultraestrutura do Trypanosoma cruzi. A: Microscopia de
varredura de tripomastigotas de T. cruzi (Menna-Barreto e cols., 2009).
B: Microscopia eletronica de amastigota de T. cruzi dentro de uma célula
muscular (Teixeira e cols., 2011b). C: Cinetoplasto e base do flagelo de
uma forma tripomastigota de Trypanosoma brucei (Liu e cols., 2005). D:
A esquerda - rede de kDNA de Crithidia fasciculata contendo
maxicirculos (seta) e minicirculos. A direita - KDNA tratado com

topoisomerase Il (Liu e cols., 2005). K, cinetoplasto; N, nucleo; F, flagelo.

Os maxicirculos sdo macromoléculas com tamanho variando entre 21 a
39 kb, presentes em algumas duzias de cépias por parasita (Westenberger e
cols., 2006). Além disso, suas sequéncias apresentam consideraveis variacées
tanto entre diferentes espécies de tripanosomatideos como entre cada

linhagem (Westenberger e cols., 2006). De certa maneira, os maxicirculos

25



assemelham-se ao DNA mitocondrial convencional de mamiferos ou leveduras,
possuindo sequéncias codificadoras para RNAs ribossémicos (rRNAs) e
proteinas envolvidas na producdo de energia pela mitocéndria (Leon e cols.,
1980; Affranchino e cols., 1986; Torri e cols., 1996). A maioria dos transcritos
dos maxicirculos passa por um processo especial de editoracdo de suas
sequéncias, onde trechos variaveis de residuos de uridina sdo inseridos ou
retirados de sitios especificos (Shaw e cols., 1988; Blum e cols., 1991; Lukes e
cols., 2002; Hajduk e Ochsenreiter, 2010).

Os minicirculos do T. cruzi existem em milhares de cépias que possuem
aproximadamente de 1,4 kb de tamanho. Cada minicirculo tem quatro regides
com sequéncia conservada de 122 pb, intercaladas por quatro sequéncias
variaveis de aproximadamente 238 pb. As regifes variaveis tém altissima
dissimilaridade num mesmo ou em minicirculos diferentes. Cada regiao variavel
transcreve, potencialmente, uma molécula de RNA guia (QRNA). Esses gRNAs
estdo envolvidos na editoracdo dos mRNAs dos maxicirculos, Unica fungéo
conhecida dos minicirculos (Lukes e cols., 2002).

O Modelo Murino da Doenca de Chagas

O curso da infecgéo pelo T. cruzi em camundongos varia de acordo com
fatores genéticos do parasito e do hospedeiro. A infeccdo aguda produz
intensa parasitemia que pode, em alguns casos, levar a morte nas primeiras
semanas poés-infeccdo. A parasitemia cede e a infeccdo subclinica, na
auséncia de sintomas, significa que poucos ninhos de amastigotas podem ser
encontrados na musculatura cardiaca, esquelética e em outros tecidos.
(Brener, 1973). Talvez, a falta de sistematizacdo na conducdo dos
experimentos expligue a enorme discrepancia nos achados clinicos e
histopatoldgicos relatados no modelo murino. Mas, em geral, a infeccdo do T.
cruzi em camundongos produz pico de parasitemia entre 0 9° e 0 45° dia pés-
infeccdo (Olivieri e cols., 2005; S&, 2008; Medeiros e cols., 2009). A medida
que a infecgdo cronifica, registram-se casos de cardiomiopatia chagasica com
infiltrados de células mononucleares do sistema imune e dano tecidual. No
curso da infec¢do cronica registram-se os efeitos da cardiomiopatia chagasica:

focos inflamatorios confluentes; dano tecidual e preenchimento de areas
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danificadas por tecido fibroso. Este progressivo acometimento do coracdo é
tido como o principal fator debilitante da doenca crénica e responsavel pela
insuficiéncia cardiaca. (Dos Santos e cols., 2001)

Imunologia

Apos a infeccdo, o grande numero de parasitas encontrados no sangue
€ logo controlado por mediadores microbicidas produzidos por macrofagos e
células natural killer. O reconhecimento de ancoras de glicofosfatidilinositol e
de DNA do parasito, pelos TLR 2 e 9, ativa vias dependentes de MyD88 e TRIF
que propiciam a montagem de uma resposta pro-inflamatéria contra o T. cruzi
que controla a infecc¢éao inicial (Campos e cols., 2004; Bafica e cols., 2006)

A imunodominancia de certo repertério de linfocitos T CD4" e CD8"
(Martin e cols., 2006) € importante na reducdo do numero de parasitas, mas
também contribui para a persisténcia do T. cruzi que também se utiliza de
diversos mecanismos para se evadir do sistema imune do hospedeiro (Argibay
e cols., 2002; Alcaide e cols; 2004; DaMatta, 2007).

Recentemente, foi sugerido que o T. cruzi induz células sanguineas a
aumentar a producao de microvesiculas que se ligam a C3 convertase, inibindo
a opsonizacao, a lise deste parasito e formacao das anafilotoxinas C3a e Cbha
(Cestari e cols., 2012).

O papel da autoimunidade, mediada por linfocitos T CD4" e T CD8", na
iniciacdo e progressdo das lesbes ao coragdo tem sido documentado por
muitos autores (Dos Santos e cols., 2001; Tekiel e cols., 2005; Bixby e
Tarleton, 2008). Ja foi relatada maior predominancia de linfocitos T CD8" que T
CD4" nos focos inflamatdrios cardiacos na fase crénica. A distribuicdo dos
linfocitos CD4" ou CD8" no miocardio reflete um perfil de expressdo
CD62L"""LFA-1"9"VLA-4"'9" presente em linfécitos periféricos. As moléculas de
adesdo expressas pelo endotélio vascular e pelo miocardio contribuem para a
entrada e manutencgdo destas células no tecido inflamado. Estes linfocitos tém
padrao de producao e secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias Thl, em especial
de IFN-y. A le&o tec idual pode ser observada tanto em areas contendo

antigenos de T. cruzi como também livre deles (Dos Santos e cols., 2001).
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Em camundongos, ocorre uma reducdo no numero absoluto de
moléculas de TCRapB, CD8 e CD3 em linfocitos T CD8" parasito-especificos
presentes no bago e sangue periférico de camundongos chagasicos cronicos
(Grisotto e cols., 2001). Essas células ndo apresentam perfil de marcadores de
ativagdo, nao secretam citocinas espontaneamente e se comportam como
células de memoria quando estimuladas por antigenos de T. cruzi ligadas a
células apresentadoras de antigenos, APCs (Grisotto e cols., 2001; Bixby e
Tarleton, 2008). Em contraste, as células de memoéria T CD8" produtoras de
IFN-y tém sido relacionadas as formas clinicas severas da doenca de Chagas
em pacientes cronicos (Fiuza e cols., 2009).

Ja foi relatada expansdo preferencial de linfécitos T CD4*, CD8" e
CD4'CD8" periféricos com cadeias VB5 e VB12 de TCR em camundongos
chagasicos cronicos C57BL/6 e BALB/c (Leite-De-Moraes e cols., 1994;
Mendes-Da-Cruz e cols., 2003).

Tratamento da Doenca de Chagas

Até o inicio da década de 60, ao menos 27 compostos e 30 antibi6ticos
conhecidos j& haviam sido experimentados como agentes quimico terapéuticos
contra o T. cruzi (Brener, 1968). Dentre as compostos que demonstraram acéo
sobre a parasitemia se destacou a pesquisa com 0s nitrofuranos e, mais tarde,
com as nitrofurazonas. Experimentos em camundongos utilizando a
nitrofurazona  5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona (Furacin), administrada
oralmente por 53 dias, promoveram suposta cura em 62 dos 65 animais
tratados (95,4%). Todavia, a administracdo dessa droga em pacientes
chagasicos foi acompanhada de severos efeitos adversos, que obrigaram a
interrupgdo do seu uso na terapia clinica (Coura e cols., 1961; Coura e cols.,
1962; Cancado e cols., 1964).

No inicio da década de 70 surgiram dois novos compostos com potente
atividade tripanocida in vitro e in vivo. O nifurtimox, 3-metil-4-(5"-
nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido, foi comercializado
pelos laboratérios Bayer sob 0 nome comercial de Lampit®. O benzonidazol, N-
benzyl-2-nitroimidazol acetamida, foi fabricado e comercializado pela Roche

como Rochagan® (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura molecular dos principais medicamentos ja
utilizados contra a doenca de Chagas. Imagens obtidas no

ChemSpider (www.chemspider.com).

Apesar de reduzirem a parasitemia na fase aguda, esses medicamentos
nao possuem eficacia sobre a fase cronica da doenca. A progressdo das
lesBes encontradas no coracdo dos chagasicos nao € alterada com o uso deste
medicamento (Lauria-Pires e cols., 2000; Caldas e cols., 2008; Santos e cols.,
2012).

O T. cruzi é um organismo deficiente em certas vias de detoxificacdo de
espécies reativas de oxigénio e tanto o benzonidazol como o nifurtimox atuam
supostamente pela formacao de radicais livres e metabdlitos eletrofilicos. Sob
acao de diversas nitroredutases, o radical nitro NO, é reduzido a radical amino
NH,. A reacdo é inicialmente catalisada pela NADPH citocromo P450 redutase
(EC 1.6.2.4) que forma o intermediario com radical nitro (R-NO,) e formacao
de hidroxilamina (R-NHOH). No nifurtimox, o oxigénio é reduzido e forma o ion
superéxido O?". Esse ion pode ser captado pela superéxido dismutase (EC
1.15.1.1) e gerar peroxido de hidrogénio (H.O,). Hidroxila (OH") formada na
presenca de fons Fe* é o principal radical livie que promove o efeito
tripanocida por ligacdo aos lipideos, proteinas e ao DNA. No caso do
benzonidazol, o radical nitro NO* se liga covalentemente a&s macromoléculas
do tripanosomatideo, independente da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Mason e Holtzman, 1975; Docampo e cols., 1981a; Docampo

e cols., 1981b; Docampo e cols., 1981c; Moreno e cols., 1982; Docampo e
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Moreno, 1984; Diaz De Toranzo e cols., 1988; Temperton e cols., 1998;

Romanha e cols., 2002; Maya e cols., 2003; Maya e cols., 2007).

Benzonidazol Nifurtimox
R-NO, R-No2
Proteinas
. Lipideos 2H
Nitroredutases DNA Hitarisaa SoD r%g'g Nitroredutases
“+OH—== 02 + H,05
Y 1
GSH GSSG Metabolicos
R-NH,=— R-NO/ R-NHOH R-NO;~—=> . R-NH
Y T(SH)zw T(S)2 Nitro &nion fadieclff)rd'hcos 2
Tibéis conjugados Tibis conjugados

Figura 4. Mecanismo de acéo de benzonidazol e nifurtimox e vias de
detoxificacdo do Trypanosoma cruzi. GSH, glutationa; T(SH),,
tripanotiona; GSSG, dissulfeto de glutationa; T(S),, dissulfeto de
tripanotiona [reproduzido de (Dias e cols., 2009)].

A baixa seletividade de vias bioquimicas destes medicamentos acaba
afetando também o paciente que recebe o tratamento (Docampo, 1990; Irigoin
e cols., 2008). Entre os efeitos adversos do benzonidazol existem as reacdes
de hipersensibilidade como dermatites, erupcdes cutaneas, edemas e dores
articulares e musculares; alteracées hematologicas graves como neutropenia,
agranulocitose, pupura trombocitopénica e até mesmo depressdo da medula
O0ssea; e danos neurologicos periféricos, polineuropatias como parestesias,
polineurite e até convulsdes (Coura e De Castro, 2002).

Em decorréncia da producédo de radicais livres e metabdlitos reativos
sobre o DNA, o benzonidazol possui atividades mutagénicas comprovadas
(Walton e Workman, 1987; Walton e cols., 1989). Além disso, ha varios relatos
sobre aparecimento de tumores malignos em cobaias tratadas com
benzonidazol (Ferreira e cols., 1988; Teixeira e cols., 1990a; Teixeira e cols.,
1990c; Santos e cols., 1994).

A administracdo de benzonidazol em chagéasicos submetidos a
transplante de coracdo coincide com maior incidéncia de neoplasia maligna
(Bocchi e cols., 1998). Em adicdo aos efeitos mutagénicos, o benzonidazol

também tem efeito imunossupressor que facilita o desenvolvimento de tumores,
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especialmente quando combinado com outros imunossupressores como a
ciclosporina (Andrade e cols., 2003).

A partir dos anos 80 o Nifurtimox teve sua comercializagcdo
descontinuada no Brasil e em outros paises da América Latina. Mas, o0
benzonidazol ainda é indicado no tratamento da doenca de Chagas ([Brazilian
Consensus on Chagas disease], 2005). Tudo isso parece ser uma contingéncia
do exiguo mercado de consumidores que nao justifica investimento da industria
farmacéutica para sintetizar novas drogas para tratar a doenca de Chagas. Ja
se faz mais de 100 anos desde a descoberta da doenca por Carlos Chagas e
ainda ndo ha um unico medicamento seguro e eficaz para o tratamento deste

mal.

Tratamento Multidrogas da Doenca de Chagas

No nosso Laboratério, verificou-se que a digestdo de DNA de
macrofagos murinos infectados com T. cruzi com a enzima Nsil gera
fragmentos de 0,36; 1,2; 1,8 e 2,2 kb que hibridizam com sonda radioativa de
regido conservada de KDNA de T. cruzi. A banda de menor tamanho
corresponde ao trecho do minicirculo clivado quatro vezes. Ja as bandas de
maior tamanho servem de indicativo de evento de integragdo de KDNA no
genoma dos macrofagos (Simoes-Barbosa e cols., 2006). Entretanto, o
tratamento destes macréfagos com ciprofloxacina, inibidor de topoisomerase II,
preveniu a formacdo das bandas de 1,2; 1,8 e 2,2 kb ap6s a infec¢do. A
modificacdo do padrdo de bandas no DNA do hospedeiro clivado pela Nsil
sugeriu que o inibidor de topoisomerase Il preveniu a transferéncia do kDNA
exdgeno para a célula hospedeira (Rosa, 2005).

A ciprofloxacina (1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-piperazino-1-iyl-quinolina-
3-acido carboxilico) € um derivado carboxiquinoléico fluorinado com amplo
espectro como bactericida, tendo seu principal uso no tratamento de infec¢des
sistémicas e do trato urinario. Como inibidor da topoisomerase Il previne a
replicacdo do DNA em procariotos. O mesmo efeito também pode ser
observado em tripanosomatideos tratados com ciprofloxacina (Rosa, 2005). A
topoisomerase Il é muito importante na regulacdo da estrutura do DNA do

cinetoplasto, onde a reorganizacdo da armacéo concatenada de minicirculos e
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maxicirculos é fundamental nos processos transcricionais e replicativos. A acao
do farmaco sobre a enzima produz consideravel reducéo no crescimento do T.
cruzi (Zuma e cols., 2011).

Ana de Cassia Rosa (2005), também mostrou que o tratamento do T.
cruzi com Zidovudina, antes da infeccdo da célula hospedeira, impede a
transferéncia lateral de KDNA para os macréfagos in vitro. A zidovudina (3'-
Azido-2',3'-dideoxi-3,4-diidrotimidina), ou AZT, € um analogo nucleosideo da
timidina e um dos primeiros medicamentos utilizados na terapia antiretroviral
em pacientes com HIV. Este farmaco sofre sucessivas fosforilagcbes dentro da
célula e compete com a timidina trifosfato na incorporacdo das cadeias
crescentes de DNA complementar produzidas pela transcriptase reversa viral
(Langtry e Campoli-Richards, 1989). Por este mecanismo de agéo, a
zidovudina inibe, também, a retrotransposicao de LINE-1 em células humanas
(Jones e cols., 2008).

O
HN CH;
)\ | 0 0
.'a + - A k/NH
HO N=N=N
Zidovudine Ciprofloxacin

Figura 5. Estrutura molecular da zidovudina e do ciprofloxacina.
Imagens obtidas no Chemspider (www.chemspider.com).

Patogénese da Doenca de Chagas

O achado histopatoldgico caracteristico da doenca de Chagas (Rossi,
1995; Teixeira e cols., 2009; Teixeira e cols., 2011b) é uma miocardite difusa,
com infiltrado de células inflamatorias mononucleares, miocitolise e fibrose. Tal
achado é verificado na cardiomiopatia e nos megas chagasicos. Entéo, existem

duas teorias que tentam explicar os mecanismos relacionados com a origem
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das lesdes na doenca de Chagas. Essas teorias sdo discutidas, brevemente, a

sequir.

Persisténcia do Parasito

Esta teoria sugere que a divisao das formas amastigotas intracelulares
produziria a ruptura mecénica da célula hospedeira e que a inflamacédo
subsequente € importante para a limpeza dos residuos do parasito e do tecido
destruido pelo T. cruzi. Desta maneira, as células do sistema de defesa que se
infiltram no coragdo seriam importantes para o controle da infecgéo local e
reabsorcdo de material liberado pelas células rompidas (Vianna, 1911; Torres,
1930; Higuchi Mde e cols., 2003).

O encontro de ninhos do T. cruzi em células de varios tecidos do corpo
na fase aguda da infecgéo, ainda que o individuo ndo tenha doenca clinica
detectavel, e em cerca de 10% dos casos crénicos da doenca de Chagas, faz
com que se considere que o parasito seja a causa da destruicdo dos tecidos.

A dificuldade com essa teoria estd na falta de correlacdo entre
parasitismo e doenca, pois 0s pacientes geralmente ndo morrem de infeccao
aguda quando o parasitismo é mais intenso. Entretanto, a doenca de Chagas
cronica mata quando a infeccao torna-se criptica, trés ou mais décadas apos a
aquisicao do T. cruzi. Outra inconsisténcia € a auséncia do parasito nos sitios
das lesbes e regides circunvizinhas. Por isso, a teoria da persisténcia do
parasito tem sofrido criticas (Teixeira e cols., 2006; Teixeira e cols., 2011b).

Autoimunidade

A teoria autoimune sugere que a patogénese da doenca de Chagas esta
relacionada com a rejeicdo das células do coracdo ou de outros tecidos do
corpo pelo proprio sistema de defesa. Desta forma, células efetoras podem
destruir as fibras cardiacas e neurdnios sem que estejam parasitados (Santos-
Buch e Teixeira, 1974; Cunha-Neto e cols., 1996; Teixeira e cols., 2011a). Na
tentativa de explicar a rejeicdo da célula cardiaca pelas células do sistema
imune, foi sugerido que haveria "mimetismo" molecular entre proteinas
(antigenos) do parasito e do hospedeiro. Foram relatadas semelhancas
estruturais entre epitopos de proteinas de T. cruzi e proteinas do hospedeiro. O
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"mimetismo" entre essas moléculas induziria o reconhecimento cruzado desses
antigenos com as células imunes do proprio hospedeiro, e rejeicdo do coragao
na fase cronica da doenca (Cerban e cols., 1994; Cunha-Neto e cols., 1996;
Girones e cols., 2001; Leon e cols., 2001; Leon e cols., 2004).

Diversos modelos experimentais de doencas auto-imunes
(encefalomielite autoimune, lUpus eritematoso sistémico, diabetes) muitas
vezes se Uutilizam de animais transgénicos para avaliar caracteristicas da
patogénese. Em boa parte dos casos, esses animais sdo detentores de alelos
codificadores para certas regides especificas de moléculas de receptor de
linfécito T (TCR), ou ainda com outras estruturas peculiares que intermedeiam
a reacao autoimune (Berlo e cols., 2006; Krishnamoorthy e cols., 2009;
Stojakovic e cols., 2010).

O estudo em animais com diferentes background genéticos permite a
observar varios aspectos da doenca humana. Por exemplo, tem sido observado
que alteragcbes do sistema imune em animais geneticamente modificados
fazem-nos adequados para reagir contra alguns imundgenos, evidenciando a
patologia resultante de resposta celular usualmente envolvendo clones de
linfécitos T citotdxicos. Porém, a realidade encontrada na clinica tem suas
nuances peculiares que, as vezes, podem destoar dos resultados obtidos
experimentalmente em animais de laboratério. Por este motivo, as
extrapolacdes devem ser feitas com cautela, no sentido de se evitar os vieses
que dificultam a compreensdo sobre mecanismos de inducdo das doencas

autoimunes.

Transferéncia Génica Lateral (LGT)

A transferéncia génica lateral consiste na transferéncia de material
genético entre individuos de espécies evolutivamente distantes e que podem
ser transmitidos para as progénies pela reproducdo sexuada. O material
genético transferido € comumente o DNA, mas fortes evidéncias também
indicam a possibilidade de transferéncia de RNA (Liu e cols., 2010; Routh e
cols., 2012).

Os primeiros indicios de LGT surgiram com o0s experimentos de

transformacdo de uma cepa rugosa de Streptococcus pneumoniae em outra
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com morfologia e viruléncia distintas (Griffith, 1928). Este achado foi
inicialmente considerado mera contaminacao ou falta de controles adequados
(Downie, 1972). Porém, outros experimentos demonstraram a possibilidade de
trocas geneéticas pelo contato direto entre duas células, e o fendbmeno descrito
em Escherichia coli foi designado conjugacéao, (Lederberg e Tatum, 1946). Mais
tarde, o grupo de Lederberg mostrou que a transmissdo de DNA pode ser
realizada por um intermediario viral, independente do contato fisico entre as
duas células, fenbmeno designado transducdo (Lederberg e cols., 1951).
Foram descritos os sistemas de transducado por fagos A, e o fator de fertilidade
(F) (Lederberg e cols., 1952; Morse e cols., 1956). Assim, foram iniciados os
primeiros estudos a respeito da rapida aquisicdo de resisténcia de bactérias
aos antibidticos. Esses estudos levaram ao achado de LGT entre espécies de
Shigella e foi descrita a transferéncia de genes de resisténcia para outras
linhagens de bactérias, inclusive em E. coli (Ochia e cols., 1959). Mais tarde, foi
descrita a integracdo de DNA no gene gal de E. coli, quando se reconheceu um
efeito dos elementos de insercdo (Shapiro, 1969). A presenca desses
elementos em plasmideos conjugativos, tais como genes de resisténcia a
antibioticos foram amplamente relatados (Hedges e Jacob, 1974; Crisona e
Clark, 1977; Herrmann e cols., 1978).

As evidéncias acumuladas ao longo de décadas fundamentaram a
hipétese de que a transferéncia lateral de genes seria um fendmeno de grande
importancia biolégica associada com a historia da evolucdo de espécies
(Syvanen, 1985).

De fato, uma grande quantidade de estudos identificou eventos de LGT
entre procariotos. Em contraste, a auséncia de informacdo sobre LGT em
eucariotos, poderia ser devida a escassez de dados sobre esses genomas.
Outra explicagcdo para a falta de documentacdo sobre LGT, talvez, seja
encontrada na dificuldade de instrumentacdo cientifica adequada para
identificar o DNA que, putativamente, estaria sendo transferindo para outra
espécie e, mais especificamente, aonde o elemento exdgeno se insere no
genoma hospedeiro. Certamente, deve ser muito dificil documentar eventos de
LGT sem qualquer informacdo prévia para servir de guia ao pesquisador,
talvez, como se procurasse um chapéu preto na escuridao total. Ainda, deve-se

considerar que existe resisténcia de setores da sociedade em aceitar a
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existéncia de trocas genéticas entre eucariotos. (Stanhope e cols., 2001;
Andersson, 2005).

Transferéncia de DNA mitocondrial (Nuclear Mitochrondial DNA,
Numts)

A LGT em eucariotos geralmente ocorre de duas maneiras: a) migracao
de material genético de organelas de possivel origem endossimbidtica, numts
("new-mights") em mitocéndria e nupts ("new-peats”) em plastidios, para o
nacleo (Timmis e cols., 2004; Hazkani-Covo e cols., 2010); b) transferéncia de
DNA entre espécies filogeneticamente distantes.

Atualmente, fragmentos de DNA de organelas ja sdo reconhecidos como
um achado comum em cromossomos de eucariotos. Os numts referem-se aos
fragmentos de DNA de origem mitocondrial inseridos no genoma nuclear da
célula eucaridtica. Estudos indicaram que o genoma humano possui pelo
menos 296 numts, com tamanhos entre 106 pb e 14.654 pb, representativos de
quase toda uma alca do genoma mitocondrial (mtDNA) (Mourier e cols., 2001).
Outros estudos mostram 612 insercdes de mtDNA no genoma humano
(Tourmen e cols., 2002). Essas diferencas podem ser resultantes de diferentes
critérios empregados para identificacdo dos numts, mas, ainda assim, os dados
refletem a magnitude do conteddo genético que uma célula eucarionte pode
adquirir pela endossimbiose ao longo de éons.

Apesar do carater aparentemente neutro destas insercdes, ja foram
identificados cinco numts causadores de doencas genéticas em humanos. Em
um individuo foi encontrado numt de 251 pb inserido num sitio de splicing do
gene do Fator VII o qual foi relacionado com defeito na cascata de coagulacéo
do sangue (Borensztajn e cols., 2002). Em outro caso, identificou-se uma
insercao de 36 pb no exon 9 do gene USH1C, associado com a sindrome de
Usher tipo IC (Ahmed e cols., 2002).

Por outro lado, alguns numts também ja foram confundidos com
sequéncias defectivas do genoma mitocondrial (Thangaraj e cols., 2003; Yao e
cols., 2008). Tais achados precisam ser considerados ao longo de estudos
filogenéticos e diagnostico molecular. O mtDNA, frequentemente utilizado como

marcador molecular, ja foi considerado inadequado em alguns tipos de estudos
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filogenéticos em primatas, devido a presenca desses pseudogenes nucleares

de origem mitocondrial (Van Der Kuyl e cols., 1995; Thalmann e cols., 2004).

Transferéncia Lateral de kDNA (LKDT)

A transferéncia génica lateral de kKDNA (LKDT) envolve a integracdo de
minicirculos de DNA do cinetoplasto do parasito no genoma da célula
hospedeira. LkDT tem sido documentada em mamiferos e aves, nos quais
fragmentos de sequéncias de minicirculos de KDNA integram em sitios de
diversos cromossomos (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols.,
2011a). Postula-se que as mutacOes insercionais de KDNA geram alteracdes
genotipicas que devem estar diretamente relacionadas com a proliferacao
clonal de linfécitos citotoxicos encontrados nas injurias teciduais e com o
aparecimento subsequente de sintomas clinicos e da patologia na doenca de
Chagas (Teixeira e cols., 2011a; Teixeira e cols., 2011b).

Aqui, o problema que parece mais sensivel a critica diz respeito aos
papéis desempenhados, independentemente, pela persisténcia do parasito e
pela auto-imunidade na patogénese da doenca de Chagas. Para resolver o
impasse e definir claramente o papel da auto-imunidade foi necessario
reproduzir a doenga de Chagas num modelo experimental “limpo”. As aves s&o
refratarias a infeccdo pelo T. cruzi, e, por isso, o emprego desse modelo
poderia eliminar a persisténcia do parasito como fator contribuinte para a
patogénese da doenca de Chagas. Estudos prévios em nosso laboratorio
mostram que é possivel estabelecer a infeccdo no ovo fértil durante a primeira
semana de desenvolvimento do embrido, antes do amadurecimento do sistema
imune da ave. Mas, a partir da segunda semana, a resposta imune inata do
embrido erradica o T. cruzi; e o pintinho que eclode sem a infeccao fica apenas
com o KDNA retido no corpo. Este modelo “limpo” pode ser usado para excluir
o0 papel do parasito na génese da auto-imunidade da doenca de Chagas.
(Teixeira e cols., 2011a).

As formas amastigotas do T. cruzi multiplicam nas células do embrido
até que sdo eliminadas pela imunidade inata a partir do fim da primeira semana
de infec¢do. De grande interesse € a toler&ncia imunoldgica na ave que nasce

sem capacidade de formar anticorpos contra antigenos do T. cruzi. Devido ao
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estado de tolerancia imunoldgica encontrado nos pintos nascidos de ovos
inoculados com T. cruzi, as integracbes de KDNA que formam novas ORFs
putativas, potencialmente codificadoras de novas proteinas, ndo induzem
resposta imune especifica contra esses neo-antigenos. Esta é a explicacao
para a auséncia de resposta imune produtora de anticorpos anti-T. cruzi nessas
aves tolerizadas pela infeccdo intra-ovo (Teixeira e cols., 2011a; Teixeira e
cols., 2011b). A diferenca bésica entre experimento convencional de doenca
auto-imune e o modelo trans-filo que desenvolve cardiomiopatia chagasica em
Gallus gallus com mutacdo de KDNA é a auséncia de antigeno. De fato, as
aves nascidas de ovos infectados com T. cruzi desenvolvem a patologia na
auséncia de antigeno do parasita. O fendbmeno de tolerancia imunoldgica a
auto-antigeno surge quando a infeccdo ocorre antes do desenvolvimento do
sistema imune (Billingham e cols., 1953). Sir McFarlane Burnet também
teorizou sobre o papel de mutacBes na génese de doenca auto-imune em
animais tolerizados (Burnet, 1972).

Os pesquisadores do Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em
Doenca de Chagas notaram que o tratamento de coelhos com nitroderivado
anti-T. cruzi, nos quais a parasitemia desaparecia, desenvolviam lesdes ativas
no coracao similares aquelas documentadas nos grupos de coelhos infectados,
porém, ndo-tratados com a droga. Diante deste fato, os pesquisadores
postularam que se o DNA do parasito ficasse retido no genoma dos coelhos,
entdo, haveria a possibilidade de que as mutacdes poderiam desencadear a
rejeicdo autoimune nos animais chagésicos (Nitz e cols., 2004). Em seguida os
pesquisadores produziram cardiopatia em aves nascidas de ovos inoculados
com T. cruzi, que retinham apenas as mutacdes de kDNA no genoma (Teixeira
e cols., 2011a). Apenas as alteracBes genética (mutacdes de kDNA), na
auséncia de infecgcdo, dao origem a cardiopatia auto-imune.

A hipotese original de LKDT teve origem em observagdo sobre
experimentos conduzidos em animais tratados com droga anti-T. cruzi, mas
muitos autores sugerem que o tratamento com nitroderivados “cura” a doenca
de Chagas (Andrade e cols., 1991; Dutra e cols., 1996; Bahia-Oliveira e cols.,
2000; Romanha e cols., 2002; Bustamante e cols., 2008). Os achados desses
autores, que obtiveram cura da infeccdo chagasica pelo tratamento com

benzonidazol contrastam com aqueles de outros autores que mostram o
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tratamento com nitroderivados € insatisfatério, visto que nao elimina a infec¢céo
chagéasica (Lauria-Pires e cols., 2000; Caldas e cols., 2008; Santos e cols.,
2012). Devido a grande importancia pratica envolvida nessa questdo, esse
contraditorio precisa ser investigado por dois motivos principais: i) a cura da
doenca de Chagas € o objetivo primordial da ciéncia nessa area de
investigacdo; i) Se a cura € alcancado pelo tratamento com nitroderivado,
entdo a hipotese de autoimunidade pode ser descartada.

No sentido de esclarecer esses dois motivos principais e esclarecer a
informacéo discrepante na literatura cientifica referente a cura da infeccao
chagasica em animais tratados com nitro-derivados, decidimos fazer o
tratamento com nitroderivados, utilizando varios esquemas terapéuticos, talvez,
visando a falseabilidade (Kuhn, 1962; Popper, 1963; Chalmers, 1976) da teoria
da autoimunidade sugerida nos experimentos relatados nos paragrafos
anteriores. Essa decisédo tem a finalidade de avaliar se a teoria que propde a
doenca de Chagas tem origem genética (mutacbes de KDNA e modificacbes
genotipicas). Nesse sentido, a proposta também devera investigar se inibidores
da topoisomerase Il e da transcriptase reversa, que impede a integracdo do
kKDNA do T. cruzi em macréfagos humanos in vitro (Rosa, 2005), sdo eficazes
in vivo.

Em resumo, visando a negar que a doenca de Chagas tem origem
genética, foram elaborados esquemas de tratamento multidrogas da infeccéo
pelo T. cruzi em murino. A demonstracdo da eficacia do esquema terapéutico
multidrogas excluiria a hipétese de transferéncia lateral de DNA do T. cruzi
para o hospedeiro que fora enunciada depois que o tratamento de coelhos
chagasicos com nitroderivados ndo impediu as lesdes ativas da cardiomiopatia
chagésica (Teixeira e cols., 1990a; Teixeira e cols., 1990b; Teixeira e cols.,
1990c).

JUSTIFICATIVA

Como relatado anteriormente, ja foi demonstrada a transferéncia de
minicirculos de KDNA de T. cruzi para o genoma da célula hospedeira durante

0 curso natural da infeccdo em diversos animais vertebrados, e, também, no
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homem (Teixeira e cols., 1991; Teixeira e cols., 1994; Simoes-Barbosa e cols.,
1999; Nitz e cols., 2004; Simoes-Barbosa e cols., 2006; Hecht e cols., 2010;
Teixeira e cols., 2011a; Teixeira e cols.,, 2011b). Verificou-se que, em
mamiferos, as sequéncias integram frequentemente em elementos
retrotransponiveis LINE-1 ou L1 (Nitz e cols., 2004; Simoes-Barbosa e cols.,
2006; Hecht e cols., 2010). Em aves com mutagdes de kDNA no genoma,
documentou-se uma cardiomiopatia inflamatoria semelhante aquela da doenca
de Chagas humana, na auséncia de parasitismo (Teixeira e cols., 2011a).
Entretanto, a literatura cientifica ainda registra que o tratamento da
doenca de Chagas experimental e humana com nitroderivado tripanocida reduz
a parasitemia e diminui a mortalidade (Romanha e cols., 2002; Olivieri e cols.,
2005; Bustamante e cols., 2008). Essas diferencas precisam ser esclarecidas,
pois ndo é aceitavel impedir que chagasicos sintomaticos tenham esperanca de
obter tratamento eficaz. Mas, por outro lado, sabe-se que a droga tem efeitos
adversos severos, entre os quais se citam mutagenicidade, cancerigenicidade
além de comprovados efeitos sobre o sistema reprodutor e teratogenicidade
em animais experimentais (Favaretto e cols., 1990; Castro e cols., 2006). Se,
por um lado, a eficacia do tratamento € questionada e, por outro, a droga tem
efeitos toxicos severos, ha necessidade de a pesquisa cientifica negar o
tratamento ou confirmé-lo. O esclarecimento desta questdo entra no capitulo da

obrigacéo ética do pesquisador.
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OBJETIVO GERAL

7

O principal objetivo desta Tese € investigar se ha integracdes de
minicirculos de DNA do cinetoplasto (kDNA) do T. cruzi no genoma de
camundongos BALB/c infectados e tratados com diferentes esquemas
multidrogas, e se 0s animais tratados apresentam lesées com as mesmas

caracteristicas daquelas documentadas nos chagasicos nao-tratados.

Objetivos Especificos

e Identificar os sitios de integracdo e caracterizar as possiveis
sequéncias quimeras de minicirculos de kDNA-DNA murino;

e Avaliar possiveis variacdes no padréo das integracdes do kDNA
identificados no genoma de individuos, tratados e nao-tratados
com esquemas terapéuticos multidrogas;

e Identificar fendtipos celulares presentes no infiltrado inflamatério
cardiaco em camundongos chagasicos BALB/c;

e |solar os linfécitos com fenodtipos presentes no infiltrado e mostrar
0 seu efeito citotoxico sobre fibras cardiacas embrionarias

singénicas.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de tecidos e de DNA utilizadas nos experimentos descritos

nesta tese foram obtidas por Adriana Alves de S& (Sa, 2008).

Animais experimentais e infecgcdo com T. cruzi

Foram utilizados camundongos BALB/c com 6 a 8 semanas de idade e
peso médio variando entre 20 a 25 g. Formas tripomastigotas virulentas do
Trypanosoma cruzi Berenice foram colhidas do sobrenadante de cultura da

linhagem L6 de célula muscular esquelética de Rattus norvegicus. Os parasitos

41



foram contados em camara de Neubauer e fez-se diluicdo com DMEM para
concentracdo de 5 x 10* tripomastigotas/ml. Dessa maneira, foram inoculados
por via intraperitoneal 10* parasitas em 0,2 ml de DMEM com o auxilio de

seringas descartaveis de 1 ml, 13 x 0,45 mm, 26 G % (BD Biosciences).
Tratamento Multidrogas

As drogas foram escolhidas de acordo com atividades sobre vias
metabolicas conhecidas que afetam a multiplicacéo e a viabilidade do T. cruzi e
da célula hospedeira in vitro, conforme descrito por Rosa, 2005.

A administracdo de cada regime terapéutico foi iniciada no 5° dia apos a
infeccdo e teve duracdo de 30 ou 60 dias, conforme protocolo desenhado para
cada grupo experimental. Cada medicamento era separado em aliquotas para
administracdo diaria. Nos protocolos de associacdo terapéutica, o0s
medicamentos eram reunidos no momento da administragéo, suspendendo-os
em volume de agua destilada suficiente para que cada camundongo recebesse
0,3 ml da suspenséo por via oral. A administracdo das drogas era via gavagem
com o auxilio de uma seringa de 1 ml (BD Biosciences) conectada a sonda
uretral n° 2 (MarkMed®).

As drogas utilizadas e as doses administradas foram: benzonidazol
(Rochagan®, Roche) 43 mg/kg, (0,86 mg/camundongo/dia); ciprofloxacina (Neo
Quimica) 60 mg/kg, (1,20 mg/camundongo/dia); zidovudina (LAFEPE) 60
mg/kg, (1,20 mg/camundongo/dia).

Os seguintes grupos de dez camundongos foram empregados nos
experimentos:

1. Controles negativo (ndo-infectado);

2. Camundongos infectados, ndo-tratados;

3. Camundongos infectados tratados com benzonidazol;

4. Camundongos infectados tratados com benzonidazol +
zidovudina (AZT)

5. Camundongos infectados tratados com benzonidazol + e
ciprofloxacina

6. Camundongos infectados tratados com benzonidazol +

zidovudina + ciprofloxacina
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Coleta de Tecidos

Os camundongos foram mortos 30, 60 ou 120 dias apds o término do
tratamento. Fragmentos do  coracéo, intestino  grosso  (colon
descendente/sigmédide), musculo esquelético (quadriceps) e baco foram
retirados de cada animal. Parte de cada um desses tecidos foi utilizada para
extracdo de DNA e a outra parte foi fixada em formol 10% tamponado em PBS,

pH 7,4, para confeccdo de laminas histoldgicas.

Extracdo de DNA Gendomico

Com o auxilio de bisturis estéreis, diferentes tecidos de cada animal
foram lacerados e os fragmentos do pool de tecidos de um mesmo animal foi
incubado em 2 ml tampé&o de extracdo com proteinase K (Gibco) a 100 ug/ml
por 12 h a 37 °C. Procedeu-se, entédo, duas extragcbes com clorofane (fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico; 25: 24: 1) com proporcdo volumétrica 1:1 da
amostra em processamento, seguida de uma extracdo com clorofil (cloroférmio:
alcool isoamilico; 24:1). Em cada uma destas etapas o0s solventes foram
misturados as amostras por inversado e os tubos centrifugados a 4500 x g por
10 min. a temperatura ambiente em centrifuga Eppendorf 5804R. Em cada uma
das etapas, a fracdo aquosa foi coletada e utilizada na extracédo subsequente.

O DNA genbmico foi precipitado com etanol absoluto 1:10 (v/v) a -80 °C,
precipitado e lavado 2 vezes com etanol 70% (20.800 x g a 4 °C por 15
minutos). Apdés as lavagens e evaporagdo do alcool etilico, o DNA foi
ressuspenso em tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 8.0) com RNAse
(Invitrogen) a 200 pg/ml. A quantifica&tdo das amostras foi realizada em gel de

agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

tpTAIL-PCR

A targeting primer Thermal Asymmetric Interlaced-PCR trata-se de uma
modificacdo da técnica de TAIL-PCR inicialmente descrita por Liu & Whittier
(Liu e cols., 1995; Liu e Whittier, 1995). A tpTAIL-PCR é uma técnica aninhada

que utiliza combinacdo de primers especificos de LINE-1 com primers
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sucessivamente mais internos de minicirculos de KDNA de T. cruzi, em trés
ciclos de reacbes. A tpTAIL-PCR procede com variacoes de temperatura de
anelamento dos oligonucleotideos nos diversos ciclos de cada uma das
reacoes. Cada amostra de DNA é submetida a amplificacées sucessivas de
cada uma das combinacdes de primers de KDNA e de retroelemento. O ciclos
da tpTAIL-PCR foram realizados em tampao High Fidelity (INVITROGEN)
contendo 2 mM de MgCl,; primers (IDT Technologies) a 0,4 yM cada; dNTPs (a
0,2 mM; 1,5 U de Taq Platinum (INVITROGEN) e 200 ng de DNA em
termociclador BIORAD MyCicler™. A Figura 8 é um esquema ilustrativo dos
ciclos de reacdes. Os primers utilizados nos experimentos estdo descritos nas
Tabela 1 e Tabela 2. As temperaturas empregadas nas reacoes da tpTAIL-PCR
estdo indicadas na Tabela 3. Nas reacdes de amplificagdo foram selecionadas
amostras representativas de cada um dos esquemas terapéuticos (meédia de 4

animais por grupo).

Tabela 1. Primers especificos para LINE-1 de Mus musculus.

Primer Alvo  Familia Sequéncia (5'—3")
Licam — 5 UTR F Sense 5'UTR F ACC TTC CCT GTA AGA GGA GAG
Llcam —5' UTR F Antisense 5'UTR F GCTCTCCTCTTACAG GGAAGGT
Llcam — 5 UTR A Sense 5'UTR A GAC CTC TGG TGA GTG GAT CAC
Llcam — 5" UTR A Antisense 5'UTR A GTG ATC CAC TCA CCA GAG GTC
Llicam — 5 UTR Tr Sense 5'UTR Te TTA GTC TGA ACA GGT GAG AGG
Llcam —5' UTR T Antisense 5'UTR Te CCT CTC ACC TGT TCA GAC TAA
Llcam — 5 UTR Gr Sense 5'UTR Gr GCG CCA TCT TCA GCT CCA GA
Llcam — 5 UTR Gg Antisense 5'UTR Gk TCT GGA GCT GAA GAT GGC GC
L1 cam-2 ORF1 Todas CTA TGA AAG CCA GAAGAG CCT G
L1 cam-3 ORF2 Todas ACA GCC ACA AGA ACAGAATGC
Llcam-4 3'UTR Todas GCC TAG TCG GCC ATC ACT G
L1 cam -5 (L1cam 4 Antisense) 3'UTR Todas CAG TGATGG CCG ACTAGGC
L1 cam -6 (Llcam 3 Antisense) ¥ ORF 2 Todas GCATTC TGT TCT TGT GGC TGT
L1 cam—7 (L1 cam 2 Antisense) ORF1 Todas CAGGCTCTTCTG GCTTTC ATAG
ORF2(01) Sense ORF2 Todas GAG TGC CTC CAA GAA GAA ACG
ORF2(01) Antisense ORF2 Todas CGTTTC TTC TTG GAG GCA CTC
ORF2(02) Sense ORF2 Todas TCATCC ATC CTG ACC AAG TAG G
ORF2(02) Antisense ORF2 Todas CCT ACT TGG TCA GGA TGG TGA
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Tabela 2. Primers especificos para Trypanosoma cruzi.

Primer Alvo Sequéncia (5'—3")
S 34 Minicirculo de kDNA ACA CCA ACC CCAATC GAACC
S 67 Minicirculo de kKDNA GGT TTT GGG AGG GG(G/C)
S35 Minicirculo de kDNA ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC
S 35 reverso Minicirculo de kDNA GCATCT CMC CCG TAC ATT AT
S 67 reverso Minicirculo de kKDNA GAM SSC CCC TCC CAAAACC
S 36 Minicirculo de kDNA GGT TCG ATT GGG GTT GGT G

Southern Blot

Brevemente, o0s produtos da tpTAIL-PCR foram separados
eletroforeticamente em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (0,3
pMg/ml) e observados sob luz ultravioleta. Apdés isto, utilizou-se método de
transferéncia alcalina. O método consiste na desnaturacdo do DNA contido no
gel por tratamento com solugédo de NaOH e na utilizacdo da capilaridade como
método de transferéncia dos acidos nucléicos contidos no gel para uma
membrana (Hybond™-N+, Amersham GE Healthcare) onde ficam imobilizados
(Sambrook e Russell, 2001 ).

Sonda de DNA e marcacéo radioativa

O kDNA purificado de cultura de epimastigotas de T. cruzi foi utilizado
como molde para marcacao radioativa com dATP a-*2P (PerkinElmer). Usou-se
o kit Random Primers Labelling System (Invitrogen) em reagdo com volume
final de 50,0 ul, deoxinuclotideos trifosfato dCTP, dGTP e dTTP a 20 uyM; 3 U
do fragmento recombinante Klenow de DNA polimerase I, 15,0 yl de Random
primer buffer mixture; além de 5,0 pyl de dATP radiomarcado (3000 uCi). A
reacdo durava 3 horas, seguida de purificagdo da sonda radiomarcada em

coluna de Sephadex G-25.
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Hibridizagdo com sonda radioativa

As membranas de nylon contendo DNA imobilizado passaram por
tratamento de bloqueio com solucéo de pré-hibridizacdo (PEG 800 10%, SDS
7%, SSPE 1,5% e DNA de esperma de salméo 100 pg/ml) de a 65° C por 2 h.
A hibridizacdo foi realizada também a 65° C por 12h. ApoOs este periodo,
procederam-se duas lavagens com SSC 2X (NaCl 3M, citrato de sédio 30 mM,
pH 7,0)/SDS 0,1% seguidas de mais duas com SSC 0,1X/SDS 0,1%. Todas as
lavagens foram realizadas a 65 °C por 15 minutos. Em seguida, as membranas
eram inseridas em cassetes (Kodak BioMax) para exposicdo de filmes
sensiveis a emissfes de raios X (Kodak T-MAT) e armazenadas a -80° C. A
revelacdo dos filmes foi feita com solucdes de revelacéo e fixagdo também da

marca Kodak.

Clonagem, Extracao de DNA Plasmidial e

Sequenciamento

As amostras da terceira reagdo da tpTAIL-PCR com sinais de
hibridizacdo mais intensos com sonda de kDNA foram selecionadas para
clonagem. De cada camundongo foi obtida amostra de DNA que foi subdividida
em oito aliquotas para amplificacdo. De cada reagdo foram escolhidos quatro
produtos amplificados para ligacdo. Esta foi feita em pGEM T-easy (Promega)
pela acdo da T4 ligase a 4 °C por 12 h. Escherichia coli competente da
linhagem XL10-Gold (Stratagene), tratada com cloreto de rubidio foi utilizada
para transformacéo pelo método de choque térmico (Protocols and Applications
Guide, Third Edition, 1996). As células transformadas foram inoculadas em
meio LB (USB Corp.) a 37 °C por 3 horas até atingir OD 600 entre 0,3 e 0,4. As
células foram centrifugadas e semeadas em placas de Petri com meio de
selecdo LB Luria Bertani agar (HIMEDIA Labs.) contendo X-Gal a 4,8.10%
pg/ml e ampicilina a 0,1 pg/ul .

A selecdo dos recombinantes se deu pela observagdo de colbnias
brancas resistentes a ampicilina. Essas colbnias foram transferidas para
crescimento sobre membrana de nylon, e posteriormente tratadas para

hibridizagdo com sonda de kDNA e sele¢do dos recombinantes com sinal de
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hibridizacéo intenso (Sambrook e Russell, 2001). O DNA plasmidial foi extraido
com uso do kit lllustraTM plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) para
verificagdo de tamanho dos insertos. Para liberagcdo do inserto, utilizou-se a
enzima de restricdo EcoRlI (Invitrogen) segundo recomendacdes do fabricante.
Insertos com variados tamanhos e com fortes sinais de hibridizacdo foram
enviados para Genomic Engenharia Molecular Ltda., que realizou as reacdes
de sequenciamento usando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit da
Applied Biosystems. Os produtos destas reagdes foram sequenciados em um

3130xI Genetic Analyzer da Applied Biosystems.

Analise das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram analisadas comparando-se a similaridade
destas com sequéncias de Mus musculus ou Trypanosoma cruzi depositadas
no GenBank/NCBI. As buscas foram realizadas inicialmente na base de dados
nr (antiga "non-redundant”) que abrange todo o GenBank/EMBL/DDBJ e
RefSeqs. Para isto foi utilizada a versao 2.2.25 do Blastn com parametros
gerais padrdes (e-threshold: 10; word size: 11) e 0os seguintes parametros de
calculo de escore: Match/Mismatch Scores (1,-2); Gap costs (existence: 5;
extension: 2) (Altschul e cols., 1997).

Para uma rapida identificacdo e mapeamento de repeats presentes nas
sequéncias, fez-se uso do repeat masker CENSOR (Kohany e cols., 2006). Em
algumas ocasides, a base de dados GIRI ndo da retorno a informag&o sobre a
familia de LINE-1. Para obter classificacdo, essas sequéncias foram alinhadas
contra membros de LINEs das familias A, Tr e Gg. Alinhamentos com melhores
escores usando Blastn definiram o "parentesco” dos clones. As sequéncias
referenciais foram L1Md_A2 (M13002.1) para a familia A, L1spa (AF016099.1)
para a Tg, e LIMd_GF62 (MGI:2178803) para a Gg, (Akagi e cols., 2008). O
teste One-way ANOVA-F foi empregado para a avaliagdo da variagdo na

distribuicdo das integraces entre grupos experimentais.
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Histopatologia

Orgéos dos camundongos experimentais foram coletados, lavados com
PBS 1X e fixados em solugcdo de formaldeido a 4% por 72 horas. A
desidratacdo dos tecidos foi realizada em banhos com concentracdes
crescentes de alcool etilico: incubacéo por 30 minutos em etanol a 70%; 80%;
90%; e trés banhos com &lcool etilico absoluto. A pré-diafanizacédo foi realizada
em solucdo de alcool etilico absoluto e xileno na razdo de 1. 2 (etanol:
xileno).por 15 minutos. Os tecidos diafanizados foram postos em 3 banhos de
xileno por 30 minutos cada. Apds isso, os tecidos foram incubados em parafina
em estufa a 60° C em um ciclo de 10 minutos e dois de 30 minutos. A incluséo
foi feita em parafina fundida a 60° C, e os blocos foram resfriados a
temperatura ambiente. As sec¢Bes histologicas com espessura de 4 ym foram
obtidas em micrétomo Leica RM2135 com navalhas Duraedge. As seccdes
foram montadas em laminas de vidro (Exacta). As laminas foram incubadas em

estufa a 60 °C por 1 hora para desparafinizacao.

Coloracao Hematoxilina/Eosina

Para uma completa desparafinizacdo, foram feitos trés banhos com
xileno por 5 minutos. Seguiu-se a hidratacdo com concentracdo decrescente de
alcool etilico: etanol absoluto por 5 minutos e mais quatro banhos de etanol
100%; 90%; 80% e 70% por 2 minutos cada. As laminas foram incubadas em
Hematoxilina de Harris (Newprov) por 10 minutos e lavadas em agua corrente
para remocdo do excesso. Foi feita incubacdo em diferenciador alcodlico
(etanol 95%/ HCI 5%) por 30 segundos seguido de lavagem em agua corrente.
Apoés isso, foi feita incubacdo em solu¢cdo aguosa de amoniaco a 1% por 30
segundos, seguido de lavagem em &agua corrente. Para a contra-coloracao, as
laminas foram submersas em solucdo de Eosina-Floxina B por 5 minutos.
Seguiu-se, entdo, a desidratacdo das amostras com banhos com
concentragfes crescentes de alcool etilico: etanol a 96% por 2 minutos; e trés
ciclos de etanol absoluto também por 2 minutos. Apos isso, foi feito banho

etanol absoluto:xileno (1:2) por 2 minutos seguidos de trés banhos com xileno
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por 5 minutos cada. A montagem das laminas foi feita com Entellan (Merck) e

laminulas de 24 x 60 mm (Perfecta).

Immunohistoquimica

Apés a deparafinizacdo e hidratacdo das amostras, foi realizada a
recuperacdo antigénica induzida por calor em forno de microondas.
Brevemente, as laminas foram mergulhadas em tampé&o citrato de so6dio 10 mM
Tween 20 0,05% pH 6.0 aquecido (aproximadamente 100° C) e mantidas por
20 minutos no forno de microondas em poténcia maxima. As laminas foram
resfriadas a temperatura ambiente, ainda mergulhadas no mesmo tampéao, por
20 minutos e lavadas com PBS 1X. Para o bloqueio das ligacdes inespecificas,
as amostras foram cobertas com quantidade suficiente de tamp&o de bloqueio
com leite em p6 (Molico) desnatado a 5% em PBS 1X pH 7,2 por 40 minutos.
Apos isto, 0 excesso de tampao foi removido.

Os anticorpos primarios foram utilizados em diluicdo de 1:20 em tampao
de bloqueio e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. As amostras
foram lavadas 3 vezes com PBS 1X por 5 minutos cada. A coloracdo por
hematoxilina procedeu por 1 minuto e o excesso foi removido com &gua
corrente. Para reducdo da autofluorescéncia das células cardiacas e heméacias,
emitida principalmente por lipofuscinas, as amostras foram tratadas com
CuS0O4 5 mM em tampao acetato de aménio 50 mM pH 5,0 por 90 minutos. Por
fim as amostras foram desidratadas com banhos com teor crescente de &lcool
etilico, incubadas em trés banhos de xileno por 5 minutos cada e montadas

com Entellan.

Isolamento e cultivo de cardiomiocitos

Fémeas de camundongos BALB/c entre o 15° e o0 18° dia de gestacéo,
foram mortas ap0s eutanasia em camara de CO,. Os fetos foram removidos do
Utero e os coracdes colocados em placa de Petri contendo PBS 1X gelado. Os
atrios foram descartados e os ventriculos cortados em multiplos fragmentos
com lamina de bisturi. Os fragmentos foram lavados em PBS 1X gelado e

transferidos para um béquer de 50 ml. Apds remocdo do PBS, os fragmentos
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de miocérdio foram digeridos em ciclos com 5 ml de tampéao de tripsina 0,25%
(DIFCO) pré-aquecido a 37 °C, e submetidos a agitagdo orbital em incubadora
com por 10 minutos. Ao fim de cada ciclo, os fragmentos maiores foram
deixados decantar durante 1 minuto e o sobrenadante foi cuidadosamente
aspirado e transferido para tubo Falcon contendo 5 ml de meio DMD-F12
(SIGMA) com 20 % de soro fetal bovino (SFB) inativado (Cultilab) e piruvato de
sédio a 3 mM. Apos centrifugacdo a 300 g por 5 minutos o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em 1 ml de DMEM/ SFB 10%.

As células ressuspensas em meio DMEM foram coradas com Trypan
Blue para avaliar a viabilidade (95%). As células viaveis foram semeadas em
placa de 100 x 20 mm e mantidas em incubadora a 37 °C e 5% de CO, por 2
horas. As células ndo aderidas, presentes no sobrenadante, foram contadas
camara de Neubauer (Bright-Line/SIGMA) e o total de 1x10* células foi
semeado em camaras de crescimento (chamber-slides Labtek, Nunc) com
DMEM/SFB 10 %. O meio de cultura era trocado a cada 48 horas, e as células
cultivadas formaram camadas confluentes ao terceiro dia, quando foram

usadas nos experimentos.
Enriquecimento de linfécitos T CD4" e T CDS8"

Esplendcitos de camundongos chagasicos e sadios, obtidas apos
maceracdo dos oOrgaos, foram suspensos em RPMI 1640 e passadas em
peneira (cell strainers) com poros de 70 uym (BD Biosciences). Estas células
foram lavadas com PBS 1X/BSA 0,5 %/EDTA 2 mM e ressuspensas em 1 ml
de RPMI 1640/SFB 10 % para contagem em camara de Neubauer.

O enriquecimento em fracbes celulares contendo linfécitos T CD4" e/ou
CDS8" foi realizado por selecdo negativa utilizando os reagentes MACS® CD4* T
Cell Isolation Kit Il e CD8a" T Cell Isolation Kit 1l (Miltenyi Biotec). Esses kits
contém coquetéis de anticorpos biotinilados que se ligam especificamente as
suas moléculas alvo. O coquetel para isolamento de células T CD4", por
exemplo, ndo contém anticorpos contra a molécula de CD4", logo, os linfécitos
T CD4" tendem a ndo ser marcados por estes anticorpos biotinilados.

A suspensdo celular é, entdo, incubada com microbeads, feitas de

material superparamagnético, conjugadas com anticorpos contra biotina (IgG1
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de camundongo). Esta interacdo anticorpo-biotina permite que as células
marcadas sejam retidas quando submetidas a campo magnético. As células
nao marcadas (fracdo enriquecida) foram coletadas e utilizadas para os
experimentos de imunofluorescéncia e de citotoxicidade. Todos esses
procedimentos foram realizados seguindo as recomendacdes do fabricante a
risca. Para avaliar a pureza da fragdo enriquecida, as células foram analisadas
em citobmetro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences). Os linfocitos foram
mantidos em RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino e 30 U/ml de IL-2
recombinante de camundongo (INVITROGEN).

Cocultivo de fibras cardiacas e linfocitos

Foram contados os cardiomiocitos em chamber-slides em 10 campos
sob objetiva de 10X em microscopio invertido. A estimativa de densidade
celular foi feita se considerando a area de cada campo sob a objetiva utilizada
e a area total da camara Os cardiomidcitos isolados de fetos de camundongos
foram cultivados em chamber-slides por trés dias até atingir densidade de 4,76
x10* células/cm?. Linfécitos T CD8*, isolados de baco de camundongo
chagésico crénico e camundongo controle sadio, singénicos, foram incubados
com as fibras cardiacas em propor¢édo de 1:10 (cardiomidcito: linfécito) por 12

horas.
Immunofluorescéncia

Foi removido o meio de cultura das chamber-slides que foram lavadas
duas vezes com PBS 1X por 1 minuto para remocao das células nao aderidas.
A fixacdo foi realizada com metanol a -20 °C por 10 minutos. As amostras
foram coradas com eosina por 5 minutos. O excesso do corante foi lavado com
alcool etilico a 95% por 2 minutos e mais uma lavagem com PBS 1X por 2
minutos.

Apés incubacdo com tampdo de bloqueio PBS1X/BSA 0,5% por 30
minutos as laminas foram incubadas com anticorpos primarios diluidos 1:10 no
mesmo tampdo a temperatura ambiente por 40 minutos. O excesso de

anticorpos foi removido por duas lavagens com PBS 1X por 2 minutos seguido
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da incubacdo com os anticorpos secundarios diluidos 1:100 em PBS 1X/BSA
0,5% no escuro e a temperatura ambiente em camara Umida por mais 40
minutos. O excesso de anticorpos secundarios também foi lavado duas vezes
com PBS 1X por 2 minutos. A montagem foi feita com glicerina tamponada pH

8.4 a qual se adicionou DAPI em concentracao final de 3 nM.

Anticorpos

Foram utilizados os seguintes anticorpos anti-camundongo: CD4 PE-Cy7
(Rat 1gG2b K, cloneGK1.5); CD8 PE-Cy5 (Rat IgG2a k, 53-6.7); TCR B PE
(Armenian hamster IgG, clone H57-597); TCR yd FITC (Armenian hamster 1gG,
clone UC7-13D5); Rat IgG2b « isotype control PE-Cy7; Rat IgG2a « isotype
control PE-Cy5 e Armenian hamster IgG isotype control FITC adquiridos da
eBioscience, San Diego, CA, USA. Anti-mouse CD25 FITC (Rat IgG1,
clonePC61.5.3) e F4/80 FITC (Rat 1gG2b k, CI:A3-1) da AbD serotec, Oxford,
UK. Anti Troponin I-C (goat polyclonal) e mouse anti-goat IgG FITC da Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA.

Também foram utilizados: CD8a FITC (Rat IgG2a Kk, 53-6.7); TCR af
(Armenian hamster IgG, clone H57-597); TCR yd (Armenian hamster IgG, clone
UC7-13D5); CD19 PE (Rat IgG2a k, 6D5); CD45RB PE (Rat IgG2a K,
C363.16A) e CD69 (VEA) R-PE (Armenian hamster I1gG, H1.2F3) da
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA.

Adicionalmente, foram testados 0s seguintes anticorpos biotinilados anti-
chicken: CD4 (mouse IgG1 k, CT-4); CD8a (mouse IgG2b k, EP-72); CD28
(mouse IgG1 k, AV7); CD45 (mouse IgM k, LT40) da SouthernBiotech,
Birgminham, AL, USA. Para evidenciar a ligacdo destes anticorpos primarios,
foi feita incubacdo com streptavidina conjugada com FITC (GIBCO). Além
disso, foram testados anti-chicken CD8a FITC (mouse IgG1l k, CT-8); CD44
FITC (mouse 1gGl k, AV6); Monocyte/macrophage FITC (mouse IgGl Kk,
KULO1 da SouthernBiotech, Birgminham, AL, USA.

Todos os anticorpos biotinilados ou conjugados a fluorocromos foram
utilizados em razéo 1: 20. A streptavidina conjugada com FITC foi utilizada em
razao 1: 100.
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Analises ao microscopio
As imagens histologicas e fluorescentes foram capturadas por uma

camera DP72 (Olympus) acoplada a um microscépio BX51 (Olympus) e auxilio

do software CellSens verséao 1.5 (Olympus).
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RESULTADOS

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar se o tratamento de
camundongos com altas doses do nitroderivado benzonidazol modifica o curso
da infeccdo pelo T. cruzi e traz beneficio ao individuo, a medida que reduz
morbidade e mortalidade, melhorando o prognéstico das infeccoes.
Concomitantemente, o estudo visou a re-avaliar os dados da literatura (Nitz e
cols., 2004; Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011b) que sugerem a origem
da patogénese da doenca de Chagas esta relacionada com modificacdes
genotipicas decorrente da integracdo de kDNA do T. cruzi no genoma do
hospedeiro. Os resultados apresentados a seguir mostram que marcadores
genéticos de nDNA e de kDNA persistem indistintamente em grupos de
animais infectados e em animais infectados-tratados com dose do nitroderivado
benzonidazol quatro vezes (43 mg/kg peso) acima daquela empregada no
tratamento de chagasicos. Nos animais tratados verificou-se a presenca de
amplicons de nDNA e de kDNA de T. cruzi, mostrando que o tratamento néo
eliminou a infeccdo e, também, ndo interferiu sobre a morbidade e a
mortalidade dos animais infectados e tratados, visto que os amplicons eram
encontrados nos grupos controles, infectados mas nao-tratados. Os resultados
deste estudo mostram que o regime terapéutico que associou o benzonidazol
com inibidores de topoisomerase Il e de transcriptase reversa também né&o
produziram a cura e os marcadores genéticos da infeccdo e da integracéo de
KDNA continuaram presentes (Figura 6).
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Figura 6. Radioautografia de produtos de PCR obtidos de DNA de
camundongos chagasicos dos grupos experimentais e do grupo controle.
Painel acima kDNA : Hibridizacéo de produtos de PCR de DNA do cinetoplasto
(kDNA) do Trypanosoma cruzi com sonda de KkDNA total. Painel abaixo
(nDNA): Hibridizacdo de produtos de PCR de DNA de origem nuclear (kDNA)
do Trypanosoma cruzi com sonda especifica. B, Branco (reacao sem DNA); C1
e C2, camundongos nao infectados; Benzo, benzonidazol; AZT, zidovudina;

Cipro, ciprofloxacina.

A Figura 7 mostra que o tratamento multidrogas das infeccoes
chagasicas nao preveniu as lesdes tipicas da doenca de Chagas no coracao
dos camundongos.

55



Benzo
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Benzo + Benzo + Benzo +
AZT Cipro AZT + Cipro

SR

Figura 7. Caracteristicas do infiltrado inflamatério no coracdo de

camundongos infectados com Trypanosoma cruzi e tratados com
coquetel de drogas: Benzo, benzonidazol, AZT, zidovudina; Cipro,
ciprofloxacina (Barra = 50 ym). Note que a inflamacdo destrutiva esta
presente no coragdo de camundongo tratado com Benzo, Benzo + AZT
Benzo + Cipro, e Benzo + Cipro + AZT.

Emprego da tpTAIL-PCR para identificar mutacbes de

kDNA no modelo murino

Trabalhos prévios mostraram que coelhos e humanos chagéasicos
provenientes de diferentes regides do Brasil, ttm sequéncias de minicirculos de
KDNA do T. cruzi integradas no genoma (Nitz e cols., 2004). O principal sitio de
integracdo do kDNA é o retrotransposon LINE-1 situado em diversos
cromossomos (Hecht e cols., 2010). Esses achados prévios orientaram o
presente estudo que teve como um objetivo mostrar se o tratamento das
infeccBes chagésicas no modelo murino impede a integragcdo do kDNA do T.

cruzi no genoma. Com esta finalidade, as mutacbes de KDNA foram
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identificadas com o emprego da técnica de tpTAIL-PCR e as insercdes de
sequéncias de minicirculos no genoma de Mus musculus foram mapeadas
(Anexo | - Tabela Suplementar 1).

A facil manipulacdo e o relativo baixo custo da manutencdo de
camundongos justificam o uso desse modelo animal na presente investigacao.
Além disso, grande parcela do investimento das empresas de biotecnologia
ligadas a pesquisa basica é conduzida em Mus musculus para facilitar a
reproducdo dos experimentos em outros laboratérios. Ademais, a investigacéo
é facilitada pela disponibilidade comercial de reagentes especificos para

analises de respostas imunes neste modelo animal.

Obtencao de Primers de LINE-1 Murino

Cada familia de LINE-1 de camundongo possui um tipo de promotor
situado a montante (upstream) da extremidade 5' UTR. Cada promotor é
composto por um monémero especifico que, juntamente com a regido 5' UTR,
€ a porcdo mais importante na caracterizacdo da familia do elemento
identificado (Padgett e cols., 1988). Existem varias familias diferentes de LINE-
1 nos genoma de camundongo, tais como: A; F; V; e, mais recentemente foram
identificados as familias T e Gf (Padgett e cols., 1988; Adey e cols., 1991;
Schichman e cols., 1992; Schichman e cols., 1993; Adey e cols., 1994; Hardies
e cols., 2000; Goodier e cols., 2001; Mears e Hutchison, 2001). Os promotores
A ou F, particularmente, sdo formados por monémeros de aproximadamente
200 pb. A estrutura do promotor V é incerta devido a pequena quantidade de
elementos tipo V caracterizados, que apresentam extensa fragmentacéo
(Padgett e cols., 1988; Adey e cols., 1991; Schichman e cols., 1993; Hardies e
cols., 2000; Mears e Hutchison, 2001).

De posse destas informacbes e de consensos gerados para O0S
monémeros das familias F (Adey e cols., 1994); A (Loeb e cols., 1986; Shehee
e cols., 1987), Tr (Deberardinis e cols., 1998) e G (Goodier e cols., 2001), os
bancos de dados de nucleotideos GenBank, EMBL e DDBJ foram pesquisados,
visando a identificar depdsitos de sequéncias das diferentes familias destes
elementos, inclusive truncados. O conjunto de depésitos de membros de cada

uma das familias permitiu alinhamentos completos que produziram consensos.
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Tais consensos serviram de "iscas" para a identificacdo e extracdo de novas
sequéncias de elementos L1, particularmente dos monémeros especificos de
cada familia, ainda ndo anotadas no assembly do genoma de Mus musculus
Build 37.1 (NCBI, 2007). A grande quantidade de trechos de contigs que foi
obtida permitiu a escolha de primers para anelamento especifico, em regides
caracteristicas de cada uma das familias (Figura 8A) ou compartilhadas entre

elas (Tabela 1).

A
Primer L1 L1 ORF2(01) ORF2(02) L1
familia-especifico cam-2 cam-3 sense sense cam-4
— — — — — —
> 5 UTR ORF1 ORF2 3 UTR b
SDR \_|_f - - - - - SDR
Mondmeros L1 L1 ORF2(01) ORF2(02) L1
do Promotor cam-7 cam-6 antisense antisense cam-5
B Cc
Regido variavel
(~238 pb) 1°Ciclo  $34/s67—>
GRNAN (diluigao 1:40)
¥
Minicirculo de kDNA = 20 Cicl
de Trypanosoma cruzi Regido conservada Ciclo  s35/s35as
14 kb (~122 pb) I
(1,4 kb) (diluigao 1:10)
¥

3° Ciclo s67as/s36 —

-

‘csB3 cSB2 csB1

S34 S35 S67as
P — —_—
- - -

S36 S35as S67

Figura 8. Uso da tpTAIL-PCR na identificacdo de sitios de insergao
de KDNA de Trypanosoma cruzi no genoma de Mus musculus. A:
Esquema ilustrativo de um elemento LINE-1 de M. musculus e posi¢cao
dos primers delineados (setas pretas). A representacdo ndo estd em
escala. O numero de mondémeros mostrado é arbitrario. B: Minicirculo de
KDNA de T. cruzi mostrando as regides variada e conservada e a
posicédo de cada um dos CSBs C: Ciclos de reamplificacdo empregados
na tpTAIL-PCR. A cada ciclo de amplificacéo dilui-se o produto para uso
na reacdo posterior com primers mais internos de KDNA. SDR, short
direct repeat; 5' e 3' UTR, 5' e 3' untranslated region; ORF1 e ORF2,
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open reading frame 1 e 2; A,, cauda poli-A. CSB, conserved sequence
block; gRNA, guide RNA. Azul, minicirculo de KDNA do T. cruzi; verde,
DNA de camundongo.

Os oligonucleotideos obtidos de regides do retroelemento LINE-1 foram
utilizados em conjunto com primers especificos para a regido conservada de
minicirculo de KDNA de T. cruzi em trés reacdes consecutivas de
reamplificacdo. Os primers de LINE-1 foram empregados em concentracao 10
vezes menor que os de kDNA.

Tabela 3. Ciclos empregados nas amplificacfes da tpTAIL-PCR.

12 Amplificagao 22 Amplificagao 32 Amplificagéao
Passo 1 1x 194 °C 5 min Passo 1 1x  194°C 5 min Passo 1 1x 194°C 5 min
94°C  30s 94°C 30 94°C  30s
Passo2  5x |64°C  1min 849G 1min Passo2 20x |45°C  1min
0 i 0 i
72°C 2 min 72°C 2 min 72°C 2 min
94°C  30s .
94 °C 30s Passo 2 12x 64 °C 1 min Passo 3 1x |72°C 7 min
Passo 3 1x [25°C 1 min 72°C 2 min Passo 4 | 4°C o0
72°C 2 min 94 °C 30s
45°C 1 min
94 °C 30s )
64 °C 1 min 72°C 2 min
72°C 2 min
94°C  30s Passo3 1x [72°C 7 min
Passo 4 12x [64°C 1 min
72°C 2 min Passo 4 | 4°C o0
94°C  30s
44 °C 1 min
72°C  2min
Passo 5 1X 172°C 7 min
Passo 6 | 4°C 0O
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Figura 9. Eletroforese e radioautografia dos produtos obtidos do terceiro
ciclo da tpTAIL-PCR. A: Ultimo ciclo da tpTAIL-PCR de amostras de DNA de
camundongos tratados com benzonidazol, cada amostra de DNA é amplificada
com 8 combinagfes diferentes de primers. Pogos 1 a 8, amostra C,(60)I; 9 a
16, C3(60)I; 17 a 24 C,(120)I; 25 a 32, C3(120). B: Amplificacdo obtida de
camundongos tratados com benzonidazol em associagdo com zidovudina ou
ciprofloxacina. Pogos 1 a 8, G1(60)I; 9 a 16, G,(60)I; 17 a 24, H3(60)I; 25 a 32,
H.(60)I. Esquerda em A e B: bandas resolvidas em gel de agarose 1,3%
corado com brometo de etidio. Direita em A e B: radioautografia das
membranas hibridizadas com sonda radiomarcada especifica para kDNA. M,
marcador de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

A Figura 9 mostra produtos de kDNA obtidos pela tpTAIL-PCR a partir
de DNA molde de camundongos infectados com T. cruzi, tratados ou nao-
tratados com esquema terapéutico multidrogas

A tpTAIL-PCR néo produz amplicons quimeras de kDNA e DNA a partir

de amostras de camundongos néo infectados, e ndo forma bandas de kDNA na
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radioautografia. Os testes tpTAIL-PCR foram convalidados pela adicdo de DNA
de T. cruzi as amostras de DNA de camundongos controles, n&o-infectados
(Figura 10). Os resultados mostram que n&o se formam sequéncias quimeras
kDNA-DNA hospedeiro. Ou seja, as quimeras sado encontradas apenas no DNA
do camundongo chagasico. O sequenciamento dos produtos do ultimo ciclo da
tpTAIL-PCR mostram amplificacdo de trechos de DNA do hospedeiro ou de

minicirculos de kDNA, mas nunca quimeras.

Controle Controle+T. cruzi

12 3 456 7 89 101112 13 14 15 16

Figura 10. Validacao da tpTAIL-PCR. Radioautografia do terceiro ciclo
da tpTAIL-PCR usando DNA de camundongo néo infectado (pocos de 1-
8) ou adicionado de 300 pg de DNA de T. cruzi.

Mapeamento das integracdes de KDNA no genoma murino

Foram obtidas 78 sequéncias quimeras kDNA-DNA murino com
tamanho médio de 504 + 260 nts em 22 amostras de DNA de camundongos

chagasicos, distribuidos nos diferentes grupos experimentais, identificados na
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Tabela 4. 6 camundongos crbnicos, ndo tratados, renderam 26
sequéncias. Outras 20 sequéncias foram obtidas de 4 camundongos tratados
com benzonidazol; 3 camundongos tratados com benzonidazol + zidovudina
(AZT) renderam 15 sequéncias. Também, foram obtidas 10 sequéncias de 3
animais tratados com benzonidazol + ciprofloxacina e 7 sequéncias foram
clonadas de 3 animais tratados com benzonidazol + zidovudina +

ciprofloxacina.
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Tabela 4. Integracdes de KDNA de Trypanosoma cruzi nos diferentes

grupos experimentais

: : Integracdes Tamanho
Grupo experimental Animal clonadas médio (pb)

B1 (30) II 11 524

B2 (30) II 4 558

B1 (60) II 1 542

Nao tratado B1 (120) Il 2 242

B1 120 IV 1 387

B2 (120) V 9 246

Subtotal 28 417

C2 (30) Il 1 905

C1 (60) | 2 321

Benzonidazol C3(60) I 10 593

C3 (120) 1Nl 6 418

Subtotal 19 560

_ G1 (60) | 10 634

Benzonidazol + G2 (60) | 4 465
zidovudina

Subtotal 14 550

H1 (60) | 5 831

Benzonidazol + H3 (60) | 2 601

ciprofloxacina H5 (60) Il 3 377

Subtotal 10 603

J1 (30) Il 2 561

Benzonidazol + J2 (30) Il 4 314
zidovudina +

ciprofloxacina J1(60) Il 1 686

Subtotal 7 520

Total 78 504

Os resultados apresentados na
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Tabela 4 mostram que os diferentes esquemas de tratamento
multidrogas ndo impediu que sequéncias de KDNA do T. cruzi integrassem no
genoma de células sométicas dos camundongos chagésico. Particularmente,
0s resultados mostram que o uso de dose elevada do nitroderivado
benzonidazol ndo eliminou a infeccdo, ndo impediu a transferéncia do kDNA, e,
portanto, ndo teve qualquer efeito benéfico nos varios grupos experimentais.
Analise Oneway ANOVA-F test ndo revelou diferenca estatistica significativa
(p= 0,9414) na distribuicdo das integracdes do kDNA nos diferentes grupos
experimentais de camundongos que receberam diferentes combinacéo
multidrogas e que foram analisados (Figura 11A). A persisténcia da parasitemia
e a transferéncia do kDNA observada nos grupos de camundongos infectados-
tratados mostram que ndo houve qualquer efeito benéfico que pudesse ser
creditado aos esquemas terapéuticos empregados nos diferentes grupos

experimentais (Figura 11A).
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Infectados 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Numero de clones
Figura 11. Integracdes de sequéncias de minicirculos de kDNA do

Trypanosoma cruzi em retrotransposons LINE-1 em diversos
cromossomos do genoma murino. A: Integracdes de kDNA nos
diferentes grupos experimentais (p=0,9414), tratados e nao-tratados. Os
valores indicados sdo a média e a barra mostra desvio padrédo. Benzo,
AZT,

disperséo das integracdes de KDNA no genoma de M. musculus.

benzonidazol, zidovudina; Cipro, ciprofloxacina. B: Ampla
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Com o uso da tpTAIL-PCR foi possivel identificar fragmentos de
minicirculos do KDNA de T. cruzi integrados no genoma dos camundongos
chagasicos. Entretanto, observou-se que os primers para familias especificas
de LINE-1 tiveram um rendimento baixo, pois, apenas uma sequéncia foi obtida
com primer para regidao 5' UTR da familia F de LINE-1 murino. Em contraste, os
pares de primers obtidos da regido de ORF2 foram mais eficientes e
identificaram sequéncias quimeras kDNA-DNA em todos os camundongos
chagasicos. Entretanto, o locus especifico da insercdo ndo foi encontrado em
53% desses clones. Talvez, o grande numero de copias de elementos LINE-1
no genoma murino e sua distribuicdo em todos os cromossomos tenham sido
fatores impeditivos para fazer o mapeamento das mutacdes de kDNA. Ainda
assim, foram identificadas integracdes em véarios cromossomos (Figura 11B).

Diferente do que foi obtido nas analises das integracdes nos genomas
de Homo sapiens (Hecht e cols., 2010) e de aves (Teixeira e cols., 2011a), as
integracbes do KDNA no genoma de camundongos ndo tinham preferéncia
para regides codificadoras, e, possivelmente, isto se deve ao fato de que quase
todas elas ocorreram em retroelementos. As andlises das sequéncias
repetitivas no genoma murino, feita com emprego do repeat masker CENSOR,
revelaram que, em adi¢cao aos elementos LINE-1, o KDNA do T. cruzi integrou
também em regifes contendo trechos de retrovirus endégeno (ERV), incluindo
um IAP (intracisternal particle A), e em retrotransposon LTR (long terminal
repeats) ndo autbnomo (Tabela 5).

Tabela 5. Elementos repetitivos associados as sequéncias de KDNA integradas
Nno genoma murino.

Classe Tipo Repeat Fragmentos
L1 MM 50
L1P_MA2 18
LINE-1 A -
Lx7_3end 3
Retrotransposon
L1 Mur3_orf2 3
nao-LTR
LINE-1 Te Lx3B_3end 2
LINE-1 Gg L1B_MM 1
LINE-1 F L1Md_F_5end 1
LTR Mouse putative LTR RLTR27_MM 2
ERV Intracisternal A-type IAPLTR4_I 2
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Mouse virus-like 30S LTR RLTR6_MM 1

Sem repeats 11

Total 94

A Figura 12 mostra que a maior parte das integracbes de KDNA foi
localizada em elementos LINE-1 da familia A (79%). Os membros de outras
familias de LINE-1 contendo integracdes de KDNA somaram 4% do total. Em
apenas 11 sequéncias quimeras (kDNA-DNA murino) ndo foram encontrados
trechos repetitivos, a excecdo de CSB1, CSB2 e CSB3 caracteristica da regiao
conservada de KDNA.

IAPLTR4_|
RLTR6_MM 2%

RLTR27_MM
2%
Sem Repeats

LIMd_F_5end 12% mLINE-1 A
0,
1% mLINE-1TF
L1B_MM
% mLINE-1 Gf
1x3B_3end W LINE-1F
2% mLTR
ERV

L1_Mur3_orf2

3% Sem repeats

Lx7 3end
3%

Figura 12. Elementos repetitivos encontrados nos sitios de integracGes
de sequéncias de kDNA no genoma de camundongos chagasicos. LINE-
1, long interspersed nuclear element 1; HAL1, half-LINE-1; LTR, long

terminal repeat; ERV, endogenous retrovirus.

Recombinacdo homéloga por microhomologia rica em

A/C intermedeia a integracdo do kDNA no genoma murino

Foi interessante observar que as integracdes de sequéncias de
minicirculos de kKDNA no genoma murino devem ter utilizado o mesmo

mecanismo padrdo de recombinacdo homodlogo mediado por microhomologia
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como nos casos descritos em humanos (Hecht e cols., 2010) e em aves
(Teixeira e cols., 2011a). Em geral, verificou-se que os sitios de integra¢do sao
ricos em nucleotideos A/C (adenina/citosina), e que essas microhomologias
sdo encontradas no DNA hospedador e nos blocos de regido conservada
(CSBs) dos minicirculos de kDNA. Esses trechos compartilhados de DNA
tinham em média 14 + 8 pb. Algumas sequéncias quimeras KDNA-DNA murino
estdo ilustradas na Figura 13. A andlise também permitiu identificar consensos
ricos em A/C nos flancos 5' e 3' da quimera kDNA-DNA murino (Figura 14A e
B).
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ORF2 (02) sense

1 TCATCCATCC TGACCAAGTA GGTTTTATTC CAGGAATGCA GGGATGGTTT AATATTCGAA AATCCATCAA TGTAATCCAT
81 TATATAAACA GACTCAAAGA CAAAAACCAC ATGATCATCT CGGTAGATGC AGAAAAAGCA TTTGACAAGA TTCAAGACCC
16l ATTCATGATA AAAGTTTTGG AAAGATCAGG AATTCAAGGC CCATACCTAA ACATGATAAA AGCAATCTAC AGCAAACCAG
241 TAGCCAACAT CAAAGTARAT GGAGAGAAGC TGGAAGCAAT CCCACTAAARA TCAGGGACTA GACAAGGCTG CCCACTTTCT
321 CCCTACCTTT TCAACATAGT ACTTGAAGTA TTAGCCAGAG CAATTCGACA AGAAAAGGAG ATCAAGGGGA TACARATTGG
401 AARAAGAGGAA GTCAAAGTAT CACTTTTTGC AGATGATATG ATAGTATATA TAAGTGACCC TAAAAATTCT AACAGAGAAC
481 TCCTARACCT GATAAGCAGC TTCGGTGAAG TAGCTGGATA TAAAATAAAC TCAAACAAGT CAATGGCCTT TCTCTATACA
561 AAGAATAAAC AGGCTGAGAA AGARATTAGG GARACAACAC CCTTCTCAAT AGTCACAAAT AATATAAARAT ATCTTGGCGT
641 GACTCTAACT AAGGAGGTGA AAGATCTGTA TGATAARAAAC TTCAARATCTC TGAAGAAAGA AATTAAAGAT CTCAGAAGAT
721 GGAAAGATCT CCCATGCTCA TGGATTGGCA GGATCAACAT TGTAAAAATG GCTATCTITGC CGAAAGCAAT CTACAGATTC
801 AATGCAATCC CCATCAAAAT TCCAACTCAA TTCTTCAACG AATTAGAAGG AGCAATTTGC AAATTCATCT GGAATAACAA
881 ARARCCTAGG ATAGCAAAAA GTCTTCTCAR GGATAARAGA ACCTCTGGTG GAATCACCAT GCCTGACCTA AAGCTTTACT
961 ATAGAGTAAT TGTGATAAAA ACTGCATGGT ACTGGTATAG AAACAGACAA GCAGACCAAT GGAATAGAAT TGAAGACCCA
1041 [GAAATGAACC CCCCTCCCAA AACCAAGACT CCTGGAATTT CCAACCCCAT TTTTATGTAG ACAACAACAT AGTAACAATA
1121  TCCAATCACC CCTTACCCCA CAACACCCAA CAGTATATAG TATAATAATT ACATATTAAC CACTAAACTA AACATAACAA
1201 TTTACAGAAC AACCTATCAC ATCGAGTTAT AATATTCTCA GTTCACAATT CTATAATACC ACATACATTC AAATCTATAT
1281  TTAACATTTT CCATATTTAC CCAACCCTAT ATGTTACACC AACCCCAATC GAACC

E3 $36

ORF2 (01) sense
1 GAGTGCCTCC AAGAAGAAAC GGGAGAGAGC ACATACTAGC AGCTTGACAA CACATCTAAR AGCTCTAGAA ARARAGGAAG
81 CAAATTCACC CAATAGGAGT AGACGGCAGG AAATAATCAA ACTCAGGGGT GAAATTAACC AAGTGGAAAC AAGAAGAACT

161 ATTCAAAGAA TTAACCAAAC TAGGAGTTGG TTCTTTGAGA AAATCAACAA GATAGATAAA CCCTTAGCTA GACTCACTAA
241 AGGGCAAAGG GACAAAATCC TAATCAACAA AATCAGAAAT GAAAAGGGAG ACATAACAAC AGATCCTGAA GAAATCCAARA
321 ACACCATCAG ATCCTTCTAC AAAAGGCTAT ATTCAACAAA ACTGGAAAAC CTGGACGAAA TGGACAAATT TCTGGACAGA
401 TACCAGGTAC CAAAGTTGAA TCAGGATCAA GTTGAACTTC TAAACAGTCC CATATCCCCT AAAGAAATAG AAGCAGTTAT
481 TAATAGTCTC CCAGCCAAAA ARAGCCCAGG ACCAGACGGG TTTAGTGCAG AGTTCTATCA GACCTTCAAA GAAGATCTAA

561 TTCCAGTTCT GCACAAACTA TTTCAGAAGA TAGAAGTAGA AGGTACTCTA CCCAACTCAT TTTATGAAGC CACTATTACT
641 CTGATACCTA AACCACAGAA AGATCCAACA AAGATAGAGA ACTTCAGACC AATTTCICTT ATGAATATCG ATGCAAAAAT
721 CCTTAATAAA ATTCTCCCTA ACCGAATCTA AGAACACATT AAAGCAATCA TCCATCCTGA CCAAGCAGGT TTTATTCCAG

801 GGATGCAGGG ATGGTTTAAT ATACGAAAAT CCATCAATGT AATCCATTAT ATAAACAAAC TCAAAGACAA AAACCACATG
881 ATCATCTCGT TAGATGCAGA AAAAGCATTT GACAAGATCC AACACCCATT CATGATAAAT GTCTTGGAAA GATCAGGAAT
961 TGAACGCCCC TCCCAAAACC AAGATTTCCG GAAAATTCTA CCCCTTACTA ACCAACAAAA TTATTATAAT AAACAAATAA
1041 TGAACATGTT ATAACATCAG TATATAATCT ACATATAGTT ACTACTCACA CTTTATCTTG TTTGTCTCAT ATCATTCACA
1121 TAAATACCAC TATATACCCA TAACATACTC AATCATATTC CACCITACCC CAAACCCCAT CTATATTACA CCAACCCCAA
1201 TCGAACC

S36

ORF2 (01) sense

1 GAGTGCCTCC AAGAAGAAAC GGGAGAGAGC ACATACTAGC AGCTTGACAA CACATCTAAA AGCTCTAGAA ARRAGGAAGC
81 AAATTCACCC AAGAGGAGTA GACGGCAGGA AATAATCAAA CTCAGGGGTG AAATCAACCA AGTGGAAACA AGAAGAACTA
161 TTCAAAGAAT TAACCAAACG AGGAGTITGGT TCTTTGAGAA AATCAACAAG ATAGATAAAC CCTTAGCTAG ACTCACTAGA
241 GGGCACAGGG ACAAAATCCT AATTAACAAA ATCAGAACTG AAAAGGGAGA CATAACAAGA GATCCTGAAG AAATCCAAAA
321 CACCATCAGA TCCTTCTACA AAAGGCTATA CTCAACAAAA CTGGAARACC TGGACGAAAT GGACAAATTT CTGGACAGAT
401 ACCAGGTACC AAAGTTGAAT CAGGATCAAG TTGACCTTCT AAACAGTCCC ATATCCCCTA AAGAAATAGA AGCAGTTATT
481 AATAGCCTCC CAACCAAAAA AAGCCCAGGA CCAGACGGGT TTAGTGCAGA GTTCTATCGG ACCTCCAAAG AAGATCTAAT
561 TCCAGTTCTG CACAAACTAT TTCACAAAAT AGAAGTAGAA GGTACTCTAC CCAACTCATC TATATTACAC CAACCCCAAT
641 CGAACCCCAC CTCCCATAAA CGCACCCCAT TTTCGGCCAA ATAATGTACG GGTGGGATGC ATGAATTTTC CGGCCCAAAT
721 TTGAACGCCC CTCCCARAAC CAGGATTTCC CAGAAATTCC ACAGCTCTTA CCCCAACAAA TTTCATAACC CACCTCAACC
801 CCACARCACA ACACCTATAC CAATAAGATA ACTATAATAA TCGATAATAA ACTCTATAGT ATTCATCAAA TAATCTATCT
881 AATTCTTACC TCACTAGTAT CATACCTTGT TATCATTCAA TTATCACATT CACTAACTAC CATATCTACA TTCTTARATT
961 CACACCTAAC ACACAGCCCC TATATTACAC CAACCCCAAT CGAACC

[) S36

ORF2 (01) antisense
1 CGTTTCTTCT TGGAGGCACT CAGAGCTATG AGTTTCCCTC TTAGARATGC TTTCATTGTG TCCCAAAGGT TTGGGTACGT
81 TGTGGCTTCA TTTTCATTAA ACTCTAAAAA GTCTTTAATT TCTTTCTTTA TTCCTTCCTA GACCAAGATA TCATTGAGARA

161 GAGTGTTGTT CAGTTTCCAC GTGAGTGTTG GATTTCTGTT ATTTTTTTTT GTTATTGAAG ATCAGCCTTA GTGCATGGTG
241  ATCTGATAGG ATACATGGGE CAATTTCAAT ATTTTTGAAT CTGTTGAGGC CTGTTTTGTG ACCTATTATG TGGTCAATTT
321 TGGAGAAGGC CCCTCCCAAA ACCAATATTT CACGAATTTC CATACCTCAT ACTCCGTAAC CATAACACGA ACACAATCAT
401 ACAACCCCAT TAACCAAATA TATAAACTGT AATATAACTC TAATTATACA AACTTAAACC ACCTACCAAA CTGTAACTCA
481 CACGATATAA ACTCACATAC ATCATCTTAA ACATACTCAA TAAGTTATAT CACCAATATT CTACTAATCC ACTAACCTCC
561 TTATATTACA CCAACCCCAA TCGAACCCCC ACTTCCCTGG AAAATCCACA AAATCCCAAA AATAATGTAC GGGGGAGATG
541 CATGAATTTT CCGGCCCAAA TTTGAACGCC CCTCCCAAAA CAAGAATTTC TGGATTTTAG GTAGCATTTT ATTACAGCAA
721 TATTTGCCAA TCTCACCACC AACACCTCCA TACCTAAACA AACATACACA CTAAATAAAA TAATAACCGT TAATTCAAAG
801  ACACAAGTAA CTATATACAT TCTCACATTT CAACTATCAA CCTCCACTTT TGTACTATCA TCATCATAGT AGTATCACAG
881 TAATCTAACA TACACAARAC TCTAAACTAT CATTCTAAGC ACCCCTAATA TTACACCAAC CCCAATCGAA CC

536

Figura 13. Quimeras formadas pela integracdo de sequéncias de
minicirculos de kDNA no genoma de camundongos chagasicos. A:
Clone AC195 amplificado no DNA do camundongo Cs3(60)l tratado com
benzonidazol. B: Clone AC219 amplificado no DNA do camundongo

G1(60)I tratado com benzonidazol mais zidovudina. C, e D: Clones AC236
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e AC237, respectivamente, amplificados a partir de DNA do camundongo

H1(60)I tratado com benzonidazol mais ciprofloxacina. Em verde, DNA de

camundongo; azul, DNA de T. cruzi; amarelo, microhomologia. Os primers

especificos para LINE-1 de M. musculus ou para KDNA de T. cruzi estao
sublinhados e aparecem em negrito, respectivamente, nas cores verde e

azul.
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Figura 14. AIinhamento de sitios de integracdo de kDNA no

genoma de Mus musculus. Consensos gerados por alinhamentos das

flanqueadoras

regides

microhomologias (contorno em preto) e

presentes no sitio de integracdo de (Thompson e cols., 1994). A:

Padrées encontrados no flanco 5 do kKDNA integrado. B: Padrdes

encontrados no flanco 3' do kDNA integrado. Nucleotideos em azul,

kDNA: nucleotideos em verde, DNA de M. musculus; nucleotideos em

cinza, mismatches; CSB, constant sequence block 1, 2 e 3.
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Identificacdo dos Fendtipos de Células Imunes que

Rejeitam o Coracéo na Doenca de Chagas Experimental

A incubacdo das seccdes histologicas com anticorpos monoclonais
mostrou a presenca de subtipos de linfocitos T, mais frequentemente CD8",
nas areas de lesdes de fibras musculares cardiacas. Nos infiltrados linfocitarios
sdo identificados subsets de CD8" a e B e, também, linfocitos com fenotipos
TCR B e yd. Todos esses subtipos de linfocitos T CD8+ podem aderir a
cardiomidcitos nado parasitados, produzindo lise (Figura 15). Com esses
resultados, foram usados marcadores de moléculas de superficie de linfécitos T
CD8+ no sentido de identificar os subtipos de linfocitos citotoxicos que aderem
as fibras cardiacas in vitro. Os resultados desses experimentos s&o
consistentes com a teoria auto-imune que associa citotoxicidade timo-
dependente e auto-imunidade no coracdo chagéasico que rejeita suas fibras
cardiacas ndo-parasitadas. A Figura 15 mostra os fendétipos dos principais
clones de linfécitos citotdxicos que destroem células cardiacas na doenca de

Chagas experimental murina.
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Figura 15. Aspectos histopatoléogicos da miocardiopatia

inflamatdéria na doenca de Chagas murina. Al: Miocardite com
destruicdo de fibras por células mononucleares do sistema imune. A2:
Unidades confluentes de rejeicdo na miocardite difusa. A3: Detalhes de
unidades minimas de rejeicdo onde se véem restos de fibras musculates
(asteriscos) destruidas pelas células imunes efetoras. A4: Histologia do
coracdo de camundongo controle, normal. B1: Presenca de linfocitos
CD8pB em ledbes de coracdo chagasico por identificados pelo anticorpo
monoclonal especifico. B2: Aspecto da mesma regido corada pela
hematoxilina. B3: Miocardite com linfécitos efetores CD8'TCRyd
fenotipados pelo anticorpo monoclonal. B4: Mesma regido corada pela

hematoxilina. B5: Acima, Coracdo normal tratado com anticorpo anti-
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CDS8 fluoresceinado. Abaixo, mesma regido corada com hematoxilina.
C1: Infitrado de linfocitos CD8'TCRP identificado pelo anticorpo
monoclonal marcado com isotiocianato de fluoresceina. C2: Idem,
coloracdo com hematoxilina. C3: Miocardite com células efetoras CD8a
marcadas pelo anticorpo monoconal especifico. C4: A mesma regido
corada com hematoxilina. C5: Acima, coragdo normal corado com
anticorpo fluoreceinado anti-CD8a. Abaixo, mesma regido corada com

hematoxilina.
Experimentos de Citotoxicidade in vitro

Adesdo de Linfécitos e Lise de Célula Cardiaca de Feto de

Camundongo Isogénico Sadio

A populacdo de células imunes nos grupos de camundongos: i)
chagéasicos sem tratamento; ii) chagasicos tratados com benzonidazol; iii) ldem,
tratados com o nitroderivado associado a zidovudina; iv) Idem, tratados com o
nitroderivado mais ciprofloxacina; e, ainda, v) grupo controle sadio, foram
usadas em experimentos de citotoxicidade. Os linfocitos dos grupos
experimentais e controles foram obtidos do baco aos seis meses de idade, ou
seja, sessenta dias apOs o tratamento. O total das células esplénicas de
camundongo foi obtido pela dissecacdo do baco e filtragem do pool de células
em mechas de 70 um, conforme descrito em materiais e métodos. Aliquotas
dessas células com fenotipos CD4" e/ou CD8" foram obtidas de camundongos
chagasicos cronicos submetidos aos diferentes regimes terapéuticos, mediante
selecdo negativa utilizando beads magnéticas Miltenyi Biotec® (Vide métodos).
No experimento controle foi empregado 0 mesmo protocolo de separacdo de
linfécitos esplénicos de camundongos chagasicos.

Os linfécitos de chagasicos e controles foram entdo incubados com as
fibras cardiacas singénicas em cultivo (proporcao cardiomidcito: linfécito) 1: 10,
pelo periodo de 12 horas. Apés este periodo, as células no sobrenadante foram
descartadas e as demais aderidas nas fibras cardiacas ndo foram removidas
apos duas lavagens em PBS, pH 7,4. Entdo, linfocitos e células cardiacas
singénicas fortemente aderidos foram fixados em metanol. Depois da secagem
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ao ar livre, as preparacfes foram coradas com eosina e, em seguida, tratadas
com anticorpo monoclonal primario anti-CD8 ou anti-CD4, e, posteriormente
marcados com anticorpo secundario acoplado a fluorocromo Cy3.

Nesses experimentos as subpopulacgdes de linfocitos CD8" e CD4" de
camundongos chagasicos ou de controles sadios foram usadas para avaliar
citotoxicidade de linfécitos efetores contra células cardiacas. Quando linfocitos
CD4" chagasicos foram empregados, raramente eram vistos aderidos na
membrana dos cardiomiocitos. Entretanto, quando a mesma quantidade de
linfécitos T CD8" foi incubada com os cardiomidcitos, verificou-se intensa
interacdo da célula efetora com o alvo (Figura 16A e B). Os resultados desses
experimentos revelam que apenas linfocitos T CD8" de chagasicos exibiram
maior reconhecimento e lise da fibra cardiaca alvo. Esses experimentos
também mostraram que linfocitos T CD8" de camundongos tratados com
combinacdo de benzonidazol com drogas que inibem a integracdo do KDNA in
vitro também aderiram as fibras cardiacas de maneira idéntica aquela descrita
para os grupos de camundongos chagasicos sem tratamento ou tratado
apenas com benzonidazol. No experimento controle raramente eram
encontrados linfocitos aderidos nas fibras cardiacas singénicas. Em resumo,
apenas linfocito de camundongo chagasico adere e lisa célula alvo. Linfocitos
nao reativos eram eliminados durante as lavagens das laminas com PBS. Os
experimentos com células imunes de linfonodos axilares de camundongos
chagéasicos incubados com células cardiacas singénicas in vitro tiveram

resultados similares aqueles obtidos com células esplénicas.
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Chagas
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Pool
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Figura 16. Aspectos da adesao e da destruicdo das fibras cardiacas de

feto murino de 16 dias de gestacdo pelos linfocitos efetores de
chagasicos singénicos in vitro. Al: Fibras de coracdo apoés trés dias de
cultivo. Fotografia em campo claro. A2: O mesmo campo mostra ndcleos
das células coradas com DAPI apds incubacdo com células do baco de
camundongo chagasico. A3: Idem, tratadas com anticorpo monoclonal anti-
CD8+ e marcadas com o fluorocromo Cy3. A4: Merge das imagens
anteriores: azul, com DAPI; vermelho, Cy3. B1l: Aspecto das fibras do
coracdo de feto murino apds trés dias em cultivo. B2: O mesmo campo
mostra nucleos azuis (DAPI) em cardiomiocitos e linfécitos CD8" isolados
de bagco de camundongo chagasico. B3: Idem, identificadas em vermelho
pelo anticorpo monoclonal anti-CD8 e marcado com o fluorocromo Cy3. B4:
Merge do azul com vermelho nas imagens das células marcadas com DAPI
e Cy3. C1: Campo claro mostrando fibras cardiacas de feto murino apés
trés dias em cultivo. C2: Mesmo campo mostrando cor azul dos nucleos de
cardiomiocitos marcados com DAPI apés incubacdo com linfocitos CD8*
isolados do baco de camundongo controle, n&o-infectado. C3: Idem,
identificadas com anticorpo monoclonal anti-CD8" marcado com o
fluorocromo Cy3. C4: Merge das imagens anteriores marcadas com DAPI e

Cy3. Barra = 50 pym.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostram que camundongos BALB/c
infectados pelo T. cruzi e tratados com benzonidazol, associado com inibidores
de topoisomerase Il e ciprofloxacina, ndo erradicam as infec¢des e, portanto,
nao curam a doenga de Chagas. Foi interessante observar que o tratamento
especifico com o benzonidazol, na dose quatro vezes acima daquela usada
para o tratamento da doenca em humano, ndo curou as infec¢des e nao evitou
as lesdes no coracdo dos animais chagasicos. Esses resultados mostram que
o tratamento experimental de animais com o benzonidazol ndo melhora o
prognostico do chagasico. Ou seja, as lesdes destrutivas no cora¢do chagasico
persistem e evoluem com as mesmas caracteristicas de rejeicdo destrutivas
nos animais chagasicos infectados-tratados e ndo-tratados.

A documentacao da miocardiopatia em animais chagasicos com genoma
modificado pelas mutacdes de KDNA de T. cruzi sustentam a hipGtese original
de que as modificacdes do genoma do chagasico podem explicar a patogénese
da doenca de Chagas (Figura 7). Em vista desses resultados, a teoria
autoimune que sugere origem genética da patogénese da doenca de Chagas
tem reprodutibilidade experimental e ndo pode ser refutada.

Este estudo foi precedido pelo trabalho de Rosa (2005) que identificou
drogas inibidoras de vias metabdlicas especificas e preveniu a integracdo do
KDNA parasita no genoma de macréfagos in vitro. Os inibidores AZT e CIPRO
empregados neste estudo sdo encontrados em qualquer drogaria licenciada
pela ANVISA. O AZT é intercalante de DNA que inibe a transcriptase reversa
codificada pela ORF2 de LINE-1. Ciprofloxacina € inibidor de topoisomerase I
de origem bacteriana, essencial para clivagem e decatenacdo de minicirculos
durante a replicacdo intracelular das formas amastigotas do T. cruzi. Enfim,
esses inibidores foram empregados em esquemas que combinaram
benzonidazol com cada um deles, ou as trés drogas foram administradas
conjuntamente (S&, 2008). As analises dos resultados mostraram que o
tratamento multidrogas néo teve efeito benéfico sobre o curso da infeccao

chagasica murina.
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O benzonidazol administrado em dose quatro vezes acima daquela
indicada para uso em humanos (10 mg/kg de peso) néo eliminou a parasitemia,
cujos niveis nos animais tratados ficaram mais baixos que no grupo infectado e
nao-tratado (S&, 2008). Nos grupos experimentais tratados com benzonidazol
houve queda da parasitemia, e era rara a observacdo de tripomastigotas em
gota de sangue periférico examinada ao microscopico (Sa, 2008). De grande
interesse, 0s animais Nos grupos experimentais sobreviveram a infecgdo aguda
e mantiveram os anticorpos especificos anti-T. cruzi ao longo de um ano de
observacdo, mostrando que os diferentes esquemas terapéuticos nao curaram
a infeccao chagasica (S4, 2008).

Resultados similares foram verificados nos demais grupos de
camundongos que receberam combinagdo de drogas durante o tratamento
experimental (vide métodos). A associacado de benzonidazol com CIPRO teve
efeito similar ao tratamento apenas com a primeira droga, mas a associacao do
benzonidazol com AZT mostrou tendéncia a reducdo moderada da parasitemia.
Por exemplo, a parasitemia no grupo de camundongos infectados e né&o-
tratados teve picos de até 1,2 x10 tripomastigotas/ml de sangue, enquanto que
no grupo infectado e tratado com benzonidazol mais zidovudina a parasitema
(pico de 1 x10° parasitos/ml) foi comparativamente baixa (S&, 2008).

Considerando que o0s esquemas terapéuticos foram administrados
apenas cinco dias apos a infeccdo, o tratamento das infeccbes murinas com
combinacdo de inibidores e altas doses de benzonidazol falhou
espetacularmente. Mesmo porque, se 0S regimes terapéuticos tivessem
eliminado o T. cruzi do sangue, acredita-se que teria sido possivel evitar ou
reduzir significativamente o numero de mutacbes de kDNA nas células
hospedeiras (Simoes-Barbosa e cols., 2006). Todavia, a terapia multidrogas
nao inibiu a integragcdo do kDNA de T. cruzi no genoma dos camundongos e,
aparentemente, ndo produziu alteracdo no padrao de inser¢cao dos minicirculos
observado nos grupos experimentais infectados, tratados e nao-tratados. Ao
contrario do que se esperava, 0s resultados obtidos mostram que o tratamento
da infeccéo pelo T. cruzi com benzonidazol em altas doses (Romanha e cols.,
2002; Bustamante e cols., 2008), em combinacdo com inibidores de vias
metabolicas especificas aqui utilizados, também ndo cura camundongos

chagasicos.
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A demonstracdo de integracées de minicirculos de KDNA de T.cruzi no
genoma de camundongos chagésicos foi feita com a inovagéo tpTAIL-PCR que
€ uma modificacdo da TAIL-PCR inicialmente descrita por Liu & Whittier (Liu e
cols., 1995; Liu e Whittier, 1995). Com a modificacdo introduzida foi possivel
identificar diversos eventos de integracdo (Hecht e cols., 2010) do DNA
exégeno no genoma humano. Os resultados obtidos com o uso da tpTAIL-PCR
permitiram identificar véarios hotspots de integracdo de kDNA e isso foi
importante para obter varios pares de primers para melhorar o rendimento do
método.

Num trabalho recente, Flegontova e cols. (2012) encontraram uma
pletora de motivos ricos em A/C (34 a 35 nts) compartilhados entre o genoma
de humanos e de minicirculos de T. cruzi. Esses autores ndo encontraram
evidéncia sugestiva de integracdo de minicirculos de kDNA no genoma
humano de referéncia (DNA haploide de anglo-sax6nico) e em 129 genomas
de latino-americanos de origem colombiana, peruana e de outras
nacionalidades disponibilizados pelo 1000 Genomes Project . Em vista desses
achados, Flegontava e cols (2012) sugerem que, com base na variabilidade
gendmica disponivel, a transferéncia lateral de kDNA e passagem dessas
mutacdes para a prole ndo seria consequéncia comum da doenca de Chagas,
conforme publicado nos trabalhos dos pesquisadores da Universidade de
Brasilia (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols., 2010). A critica dos pesquisadores da
Universidade South Bohemia (Dubjovice, Republica Checa) parece ser
injustificada por dois motivos: 1) Nao informa se os 129 doadores de DNA de
células hapldides sdo chagéasicos ou descendentes de chagasicos; 2) Ao
contrario do genoma de referéncia, considerado ainda ndo concluido mesmo
com cobertura de sequéncias de 30 X, os demais genomas referidos naquela
publicacdo (Flegontova e cols., 2012) possuem 5 a 7.2 coberturas e, portanto,
nao sustentam as conclusdes imprudentes. Esses autores deveriam ter tomado
uma medida de precaucdo se estivessem interessados em inocular o T. cruzi
em Mus musculus e, posteriormente, investigar a possibilidade de encontrar o
KDNA integrado no genoma dos animais chagasicos. Na auséncia dos
cuidados éticos indicados, pode-se afirmar que os perquisadores da South
Bohemia foram incautos. E, em vista dessa imprudéncia, que pode dificultar a

apreciacao critica dos resultados deste trabalho e de outros do nosso grupo de
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pesquisa, nos acreditamos que uma solucdo definitiva da questdo serd o
sequenciamento completo do genoma de um chagéasico brasileiro. A
comunidade cientifica deveria estar interessada nesse projeto de construgcao
coletiva do conhecimento que interessa ao chagasico. Entdo, o assunto precisa
ser levado aos setores que fazem politicas de C&T no Brasil.

As criticas sobre os estudos em humanos mostram a importancia de
investigacbes em modelos animais que apresentam integracoes de kKDNA e
desenvolvem doenga de Chagas na auséncia da infeccdo ativa pelo T. cruzi.
Enquanto que o genoma dipléide humano possui entre 80 e 100 copias ativas
de L1 (Brouha, 2003), o numero desses elementos ativos no genoma de
camundongos de algumas linhagens é estimado em torno de 3000 (Goodier e
cols., 2001). Além disso, as inser¢Bes de novo de L1 causadoras de doencas
sdo mais frequentes em camundongos que em humanos (Ostertag e Kazazian,
2001). Em decorréncia desse grande numero de coépias de elementos LINE-1
em diferentes cromossomos murinos, nao foi possivel identificar os loci de
integragcdo em diversos eventos descritos aqui (vide Anexo | - Tabela
Suplementar 1). O trabalho de Hecht e cols. (2010) mostra microhomologias
ricas em A/C em trés regides (CSB 1, 2 e 3) da sequéncia conservada do
KDNA. Tais microhomologicas também estdo presentes em varios sitios de
multiplos cromossomos do genoma de mamiferos. De grande interesse, esse
achado explica o mecanismo de integracdo do DNA exdgeno LKkDT que foi
descrito no homem, em coelho e em aves (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols.,
2010; Teixeira e cols.,, 2011a). Porém, fragmentos idénticos de DNA
hospedeiro associados ao KDNA estdo dispersos em varios trechos do genoma
do camundongo, e essa € uma caracteristica inerente a esse modelo
experimental. Esse achado explica porque néo foi possivel definir hotspots de
integracdo do DNA exdgeno nos cromossomos de M. musculus (Anexo | -
Tabela suplementar 1).

Diferentemente da migracdo de numts da mitocondria para o nucleo da
célula, o DNA mitocondrial de T. cruzi que se integra no genoma nuclear deve
migrar através da membrana externa do parasita, adentrando o citoplasma, e,
depois atravessar longo corredor de organelas, até entrar no nucleo da célula
hospedeira. Essas sdo barreiras fisicas que necessitam de energia produzida

na célula sob estresse da infeccdo, promovendo a viagem do DNA exdgeno
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para sua nova localizacdo no genoma (Adamo e cols., 2008; Wang e cols.,
2012). La chegando, a sequéncia exdgena pode ser integrada em hotspots pré-
existentes, visto que 0s motivos repetidos ricos em A/C, particularmente
presentes na regido de ORF2 de LINE-1, conduzem o DNA exdgeno para o
sitio de integracéo.

Diante dessas observacgfes, resultantes de andlises topologicas das
integracdes de kDNA no genoma, infere-se que o fenébmeno LKDT nédo é
aleatdrio. Pelo contrario, ainda que o elemento exdgeno tenha varios caminhos
alternativos, existe a limitacao referente a uma gama de motivos A/C repetidos
no genoma. Talvez seja essa a explicacdo para o fato de que na doenca de
Chagas observam-se processos autoimunes, mas neoplasias nédo sao
encontradas. De fato, a analise das sequéncias encontradas nos flancos das
insercdes revelou a presenca de padrdes, como mostra a Figura 14. Estas
sequéncias recorrentes compreendem tanto trechos de regides variaveis de
kKDNA como trechos de DNA do genoma hospedeiro. Isto sugere a existéncia
de uma pressdo de selecdo sobre certa populacdo de minicirculos de KDNA
candidatos a insercdo em sitios com caracteristicas peculiares. Talvez, essa
interpretacdo possa ser exemplificada com o andar do bébado que, as vezes,
leva a lugares ndo necessariamente pré-escolhidos. Em consequéncia dessa
combinacgéo de aleatoriedade (probabilidade) com orientacdo limitante tenta-se
explicar porque as modificagcbes gendmicas introduzidas pelas mutacdes
induzem doencga autoimune chagasica e ndo outras, como o0 cancer. As
circunstancias fazem com que a limitagdo dos sitios de integracdo seja fator de
restricdo de alteracdes patoldgicas (Choi e cols., 2007; Feschotte, 2008;
Faulkner e cols., 2009; Crow, 2010).

Em resumo, ao contrario de numts que integram guase sempre no
genoma via maquinaria de non-homologous end-joining (NHEJ) em sitios de
reparo de double strand breaks (DSBs) (Blanchard e Schmidt, 1996; Ricchetti e
cols., 2004), a integracdo de sequéncias de kDNA mitocondrial de T. cruzi se
faz via microhomologias situadas estrategicamente em retrotransposons LINE-
1 e em regides conservadas de minicirculos.

Adicionalmente, as andlises realizadas via Blastn sempre mostraram alta
similaridade entre as regifes variaveis de kDNA com regifes previamente

depositadas pelo grupo de pesquisadores do nosso laboratério, o que significa
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tanto um enriquecimento do numero de integracdes contendo regides variaveis
de kDNA de T. cruzi nos bancos de nucleotideos, como também reforca o
argumento sugerindo possivel pressdo de selecao anteriormente citada. Diante
desses dados, postulou-se que as microhomologias, essenciais a integracao do
KDNA, estariam envolvidas com a maquinaria celular de reparo de DNA
deflagrada em situacbes de intenso estresse celular, como ocorre durante
infecgBes (Hecht e cols., 2010). Obviamente, ha necessidade de experimentos
que comprovem esta hipotese.

Os resultados que mostram integracfes de KDNA em retrotransposons
do genoma murino sugere que a patogénese da doenca estaria relacionada
com modificacbes genotipicas em clones de linfocitos citotdxicos (Hecht e cols.,
2010; Teixeira e cols., 2011a), mas nado requer que as mutacOes estejam
situadas em regides codificadoras do genoma. De acordo com essa
interpretacdo, acredita-se que a passagem do linfocito T citotoxico de uma
atividade fisiologica para a patolégica dependeria de sinalizactes
intragendmicas resultantes das modificacées pelas mutacdes de kDNA nas
células efetoras que atacam e rejeitam o coracdo chagasico.

Em vista dos achados de mutacdes de kDNA para retronsposons do
genoma de camundongos chagésicos, o coracdo de camundongo apenas
infectado com T. cruzi, ou infectado e tratado com benzonidazol, e, ainda
coragdo de camundongo nédo-infectado, foi submetido ao estudo
histopatolégico. O exame microscopico das sec¢bes de coracdo mostrou
miocardite com células imunes mononucleares aderidas as fibras cardiacas.
Unidade minima de rejeicdo era identificada pela adesdo de linfocitos
citotoxicos que invadem e produz lise da célula cardiaca alvo. A fenotipagem
das células efetoras revelou reacdo autoimune timo-dependente na qual
linfocitos efetores CD8" estdo associadas com a lesdo destrutiva da doenca de
Chagas. Porém, outros subsets de linfécitos T também séo identificados no
infiltrado inflamatério da miocardite chagasica murina. Linfocitos efetores com
fendtipos CD8a, CD83 e, também, TCR B e yd estdo presentes nas lesdes. No
sentido de avaliar a dindmica da destruicdo da fibra cardiaca pelos linfocitos
CD8" foram conduzidos experimentos em células de coracdo de feto de

camundongo singénico em cultivo. Os testes in vitro mostraram que, de fato, os
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linfocitos T CD8" s&do os principais efetores da destruicdo do coragdo
chagéasico.

A continuacdo do estudo mostrara tipos de mutagcbes mais
frequentemente encontradas nas subpopulacdes de linfocitos T efetores da
lesdo cardiaca na doenca de Chagas murina. A identificacdo destas células
autoreativas encaminharia uma possibilidade terapéutica mediante ablagéo dos
clones de linfécitos geneticamente modificados. Certamente, varios caminhos
devem ser abertos para que novas investigacdes levem ao tratamento eficaz
da doenca de Chagas (Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011a).

Mais estudos sdo necessarios para esclarecer o papel que algumas
mutacdes podem ter na fisiopatologia da doenca de Chagas, pois a frequéncia
de mutacdes em elementos LINE-1 pode ser um referencial na busca dessas
correlagcbes (Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011b). As pesquisas
publicadas recentemente (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols., 2010; Teixeira e
cols., 2011a) sugerem que a patogénese da doenca de Chagas esta associada
com a rejeicdo autoimune do coracdo chagasico pelos clones de linfécitos
citotoxicos genotipicamente modificados pelas mutacdes de kDNA. O
esclarecimento do papel de cada mutacdo e do conjunto delas, causando
alteracdes no genoma das células efetoras que destroem o coracdo chagésico,
é crucial no entendimento da patogénese da doenca.

PERSPECTIVAS

A informacao obtida com os estudos conduzidos nesta Tese mostra que
a infeccdo chagasica em Mus musculus cursa com alteragcbes gendmicas
subsequentes as integracbes de kDNA em retrotransposons, particularmente
em LINE-1 da familia A. O estudo também mostra que os esquemas de
tratamento das infecgbes chagéasicos com droga tripanocida ou da combinacao
dessas com inibidor de transcriptase reversa (AZT) e de topoisomerase |l
(ciprofloxacina) ndo mudou o curso da infeccéo clinica. Os animais tratados
tiveram marcadores imunoldgicos e moleculares similares aqueles obtidos nos
grupos de animais infectados-n&o-tratados. No conjunto, essas observacoes

mostram que néo ha tratamento satisfatério para a infecgdo chagasica murina e
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que so6 a investigacao cientifica podera assegurar no futuro algum meio eficaz
de tratamento da doenca experimental e humana.

Particularmente, os resultados discutidos mostram que a falseabilidade
da teoria auto-imune pode ser testada, mas sua reprodutibilidade nega a
possibilidade da falseabilidade. Ou seja, ao tentar falsear a teoria autoimune da
patogénese da doenca de Chagas a pesquisa cientifica acabou por confirmé-la.
Pois, 0os grupos de animais tratados nao eliminaram a parasitemia e as
integracdes de sequéncias de minicirculos de KDNA de T. cruzi no genoma
murino ocorreu nas mesmas propor¢cdes nos grupos de animais infectados,
tratado e ndo-tratado. Esses resultados mostram que a critica da teoria auto-
imune com base na argumentacdo de que o tratamento com o nitroderivado
benzonidazol cura a doenca de Chagas, ndo tem sustentacéo.

Todavia, uma perspectiva de tratamento da doenca de Chagas tem sido
considerada a partir da informacdo de que sua patogénese de origem genética
é resultante de rejeicdo autoimune do tecido do hospedeiro. A esse respeito, 0
estudos aqui apresentado e outras publicacdes do nosso laboratério sugerem
que clones de linfocitos citotdxicos, geneticamente modificados, estédo
associados com a destruicdo do coracdo chagasico. Com a informacéo
produzida, duas abordagens podem ser tentadas para aliviar as manifestagdes
clinicas e melhorar o progndstico do chagasico. i) Produzir inibidores quimicos
ou anticorpos contra os clones de linfécitos que atacam o coracgdao; ii) Transferir
medula 6ssea de hospedeiro sadio para o chagasico com cardiopatia severa,
arritmias e outros disturbios que colocam em risco iminente a vida do paciente.
Esta abordagem € semelhante aquela usada para tratamento de leucemia
mielbide e também outras doencas autoimunes (Good e cols., 1983; Annaloro e
cols., 2009; Ko e cols., 2010; Fisher-Shoval e cols., 2012; Nasa e cols., 2012;
Shin e cols., 2012; Taddio e cols., 2012). Ou seja, a medula 6ssea doente deve
ser destruida com drogas, citostatica e antimetabolica, antes de fazer o enxerto
da medula sadia, histocompativel, do doador para o chagasico. Certamente,
esta guinada de 180° na abordagem estratégica que visa ao tratamento das
manifestagbes clinicas graves em chagasicos crbnicos, ainda deve ser
robustecida pela critica antes que, finalmente, caia na apreciacdo de todos que
visam alcancar algum beneficio para aliviar o sofrimento de chagasicos sem

perspectiva de longa sobrevivéncia. De fato, estudos ja sugerem efeito
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benéfico do transplante de medula Ossea singénica para camundongos
chagasicos, com reducdo da inflamacéo e fibrose intersticial (Soares e cols.,
2004; Goldenberg e cols., 2008).

N&o obstante o conjunto de dados e informac¢des sobre uma possivel
origem genética da patogénese da doenca de Chagas (Nitz e cols., 2004;
Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011b), ainda persistem dlvidas sobre 0s
fatores reguladores da auto-imunidade, mas que poderdo ser esclarecidas nos
proximos estudos que adicionardo mais informacdes ao conhecimento ja
disponivel. Aqui, é necessario 0 exame da proposta de uma mudanca
paradigmatica que propde interpretacdo nova sobre a patogénese da doenca
de Chagas, mediante substituicdo do binGmio “parasito-doencga” por uma teoria
que sugere o parasito seja apenas o0 indutor de modificagdo genética que
promove uma reacdo aos tecidos proprios culminando na destruicdo do
coracdo chagéasico. Ademais, o conhecimento sobre filosofia da ciéncia nos
ensina que mudancas paradigméticas sdo feitas com apoio de muitas
experimentacodes, inclusive aquelas que foram planejadas e executadas nesta
Tese de Doutorado, na tentativa de negacdo da nossa nova teoria (Popper,
1963). Finalmente, o conhecimento antigo, convencional, sobre a patogénese
da doenca de Chagas j& pode ser descartado, pois, nés mostramos que o
tratamento especifico da infeccdo pelo T. cruzi com o nitroderivado
benzonidazol n&o eliminou sintomas clinicos da doenca e tampouco preveniu a
patologia da Chagas. Este conhecimento podera avancar quando houver uma
droga efetiva na erradicacdo das infec¢des pelo T. cruzi. Entdo, sera possivel
verificar se os mamiferos que erradicarem a infeccdo mediante tratamento
desenvolverdo a doenca de Chagas com caracteristicas semelhantes aquelas

descritas em Gallus gallus refratario ao T. cruzi.
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ANEXO |

Tabela Suplementar 6. Integracdes de KDNA de Trypanosoma cruzi no genoma de camundongos chagasicos crénicos.

Animal

Clone Regido

Nimero de acesso

Posicédo

Bit Score

Identidade |

e-value

Microhomologia*

Cromossomo

(Max Score)

B,120IV  AC 116 b|DQ873362
! KDNA 9bIbQ 282-387 42.76 (46) 29/32 (90%)  1.60e-03 CTGCATCTCACCCOTACA 6
 gbJAC153997.3 286/292 (97%)  9.38e-139
Hospedeiro 9P| 1-299 499.02 (552) (97%)
B.(30) I AC 120 KDNA gb|M19188.1 61-179- 232-350 188 (208)  114/119 (95%)  2,00E-47
Hospedeiro =1 [BX119986 426451 482(52)  26/26 (100%)  6.55e-03
AC 122 gb|M19188.1 55.172: 225.341; 395-512; 199 (220)  115/118 (97%)  1.956-50
KDNA 548-560; 622-740 o N
‘ dbjJAK154459 1 10-65; 176.239; 349-409; 105 (116) 58/61 (95%) 5 00E-20 CCCTCCCAAAACCAA Né&o foi possivel definir
Hospedeiro 576-636; 747-806
AC 124 b/M19188.1 167.19 (184)  109/119 (91%)  6.59e-41
KDNA gbl 265-453 (184) (91%) TAACAAAATCAGAACTGAATAGACCAAT v
Hospedeiro ODIAC239834.3 1304 493 (546)  279/283 (99%)  3,00E-136 AACAGGCTCTGA
AC 127 KDNA gb|M19188.1 74192 306-423: 476-593 196 (216)  114/118 (97%)  2,00E-46
Hospedeiro  OPIIAK154450.1 7-67,178-238:409-469:579- 102 (112) 59/61 (96%)  4,00E-19 CCCTCCCAAAACCAA N&o foi possivel definir
613
Hospedeiro OPIAC140370.3 656738 138 (152) 81/83 (97%) _ 7,00E-30 CCCTCCCAAAACCAA T AATCGAACC !
AC 130 b/M19188.1 . . 174 (192)  110/118 (93%)  3,00E-40
kDNA obl 36-61; 114-230; 283-356 (192) (93%) TTTTAGG / CCCTCCCAAAACCAA/ oo e
Hospedeiro IPIAC157582.3 93.153 262322 102 (112) 32/34 (94%)  3,00E-19 AACCCCAATCGAACCCCCCC P
AC 131 \DNA gb|M19188.1 66-184: 237-258 167 (184)  108/119 (90%)  6,00E-41
Hospedeiro  9PIAC141884.4 200409 345 (382)  205/212 (96%)  2,00E-91 ACCAACCCCAATCGAACC 14
AC 132 Hospedeiro ©MbIAL772233 247-442 327 (362)  184/186 (98%)  4.056-87 CCCTCCCARAACCAR | 4
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Animal

Clone

Regido

Nimero de acesso

Posicéo

Bit Score
(Max Score)

Identidade

\ e-value

Microhomologia*

Cromossomo

emb|AL732597 2266 77.28(84)  44/45(97%)  1.16e-11 CCAATCGAACCC
ACI33  pNa gb|M19188.1 43161 185 (204)  113/119 (94%)  1.04e-46
Hospedeiro GPIAL501854 1248 62(68) 36137 (97%)  1.09e-07 TACACC 2
AC 134 gbJAF241158 229263 59 (64)  34/35(97%)  2.29e-08
KDNA gb|EU088393 1.38: 207-260: 313.333 54(58)  39/44 (88%)  9.75e-07
gb|AC110525 205-304- 400-424 91.5(100)  50/50 (100%)  5.05e-16 cCceAATCGAACCE/ ce 1
Hospedeiro ~gpIaco7a761 244412 120 (132)  68/69 (98%)  1.04e-24
 OPlACL15877.13 237-290; 305-356 89.7(98)  52/54(%6%)  1.46e-15  CCCCAATCGAACC / CCCCAATCGAACC — Nao foi possivel definir
Hospedeiro —  c113078.17 238-290: 309-356 87.8 (96) 51/53 (96%)  5.09e-15
B,(30)Il  AC 136 gbJAY169974.1 136 57.19(62)  34/36 (94%)  5.21e-08
KDNA gbIDQ835657 11004 54(58) 32034 (94%)  6.34e-07
Ob|AC154661 236,085 86 (94) 49150 (98%) 139614 CCCCAATCGAACC N&o foi possivel definir
Hospedeiro - AC117588 232285 84(92)  51/54(94%)  4.84e-14
ACI39  pNa gb|M19188.1 424561 109 (220)  115/118 (97%)  1.87€-50
Hospedeiro  9PIACI13979 13.305 515(570)  290/293 (98%)  2.45e-143 ] 12
ACT40 DA gb|AJ747978 1-23;121-180; 236-256;  109.5(120)  60/60 (100%)  1.25e-23
350-369 ATAA / ACCAACCCCAATCGAACC Néo foi possivel definir
Hospedeiro 9PIAC107756.9 38-97- 239-332 156 (172)  9OL/94 (96%)  9,00E-35
C.30)II  AC142  ,pna gb|M19188.1] 626-746-416-436-346-369 201 (222)  116/119 (97%)  7,00E-51
gb|AC161243.2] 557-905; 495-522;303- 601 (666)  342/349 (97%)  2,00E-168 TAGT 12
Hospedeiro 326,450-473;365-387;281-
303
B.(60) Il AC 144 emb|AJ747941.1 266331 367.429: 480.502 _ 96.9 (106)  59/63 (93%)  6,00E-20
KDNA
gb|M19188.1 311-429; 482-507 170 (188)  110/119(92%)  3,00E-42 AACAAAATCAGAACTGAATAG Néo foi possivel definir
Hospedeiro  9PIAC166816.2 1286 521-542 482 (534)  279/287 (97%)  3,00E-134
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gb|AC132267.3 1.286: 521.542 482 (534)  279/287 (97%)  3,00E-134
gbJAC155294.2 1286 521.543 483 (534)  279/287 (97%)  3,00E-134
BI(120)1I AC148  pna gb|M19188.1 74192 179 (198)  112/119 (94%)  3,00E-42
. . CCCCTCCCAAAACCAAA /
~ dbjlAK154459.1 7-67; 178-236; 234-258 107 (118)  59/59 (100%)  3,008-21 CCCCTCCCAAGACTAA / N&o foi possivel definir
Hospedeiro - IAK144009.1 770 178.236 89.7(98)  55/50 (93%)  7,00E-16 TTGGTTTTGGGAGGE
AC150  LoNA gb|M19188.1 36.91 114.187 116 (128)  70/74(94%)  3,00E-23
dbjlAK154459.1 68128 96.9 (106)  58/61(95%)  5,00E-18
GGGGGGGTTCGATTGGGGTT / 4
Hospedeiro ADIIAKL44009.1 65128 806 (88)  56/64 (87%)  3,00E-13 TTGGTTTTGGGAGGG / CCTAAAA
gb|BX649611 1155 64.40 (70)  41/45(91%)  3.39-08
H5 (60) Il \DNA gb/M18814] 43161 179 (198)  112/119 (94%)  4.40e-45
AC 154 gbJAL591854] chrom 02 1248 53(58)  34/37 (91%)  5.64e-05
Hospedeiro OPIAC128702]chrom 09 166.195 46(50)  28/30 (93%)  837e-03 TACACC Nao foi possivel definir
gbJAC108419|chrom 01 182205 44(48) 24124 (100%)  2.92e-02
ACI55  \oNA gb|M19188.1 3417 160-276- 329-354 174 (192) 1107118 (93%),  1,00E-40
emb|BX649611.8 335-379 68.0 (74) 42145 (93%)  2,00E-09 TTTTAGG / CCCTCCCAAAACCAA/
AACCCCAATCGAACCCCCCC / A
o OPIAC157582.3 ) 536(58) 32134 (94%)  500E-05 CCCTCCCAAAACCAAA
Hospedeiro 350-383 IAACCCCAATCGAACCCCCCC
dbjlAK144009.1 93-156: 262325 842(92)  57/64 (89%)  3,00E-14
AC158 gb|M19188.1 160276 174 (192) 1107118 (93%)  3,00E-43
KDNA . . .
gbJAF114153.1 42-108; 48 217 401-465 140 (154) 1831246 (74%)  4,00E-33 TTTTAGG / CCCTCCCAAAACCAA |
: - - CCCTCCCAAAACCAAA / TTTTAGG / 15
dbj|AK154459.1 93-153; 262-322; 450-510 102(112) ~ 59/61(96%)  1,00E-19 CCCTCCCAAAACCAAAC
Hospedeiro — s 1575823 7-20- 366399 53.6 (58) 68/73 (93%) _ 0,00005
Hospedeiro  eMbIBX649611.8] 249-293 68.0 (74)  42/45(93%)  500E-09 AACCCCAATCGAACC 4
AC171 \DNA gb/M18814] 2a1a7 125 (138)  72/74(97%)  7.326-29 i 15
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(Max Score)
Hospedeiro  9PIAC157582| 141-174 48 (52) 31/34 (91%)  2.05e-03
AC172 KDNA gb|M18814]| 74-192 167 (184)  109/119 (91%)  4.05e-41
Hospedeiro gb|AC121594|chrom 10 268-289 41 (44) 22/22 (100%) 5.25e-01 _ N3o foi pOSSiVel definir
gb|CT033774|chrom 13 268-289 41 (44) 22/22 (100%) 5.25e-01
AC173 KDNA gb|AF242562 216-285 57.2 (62) 59/72 (81%) 5.68e-08
. emb|AL671912.8 46.8 (24 28/30 (93% 0.01
Hospedeiro chrolm X I 191-220 (24) (93%) - Néo foi possivel definir
$b|AC205082.3|chrom 288309 43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14
gb|AC205082.3| chrom 97-118 43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14
Y ~ . s .
Hospedeiro SMDIAJB51868.3] 97-118 430(22) 2222 (100%)  0.14 ] Nao fol possivel definir
emb|CT486005.19| 97-118 43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14
chrom 17
AC175 KDNA gb|AJ748036| 1-64 48.2 (52) 52/67 (77%)  2.41e-05
gb|AC125225.4| chrom 146-256 202 (105)  109/111 (98%) 1,00E-49
06
o - - Na&o foi possivel definir
Hospedeiro emb|CT009527.5| 146-255 200 (104)  108/110 (98%) 1,00E-49
chrom 17
emb|AL645967.20| 149-256 202 (105)  107/108 (99%) 1,00E-49
chrom 11
AC179 gblAY169990| 6-138 55.4 (60) 97/136 (71%) 2.33e-07
kDNA gb|AJ747989| 204-285 60.8 (66) 63/82 (76%)  5.47e-09
gb|AC112984|  chrom 971.358 142 (156) 85/88 (96%)  2.65e-31 AACCCCAATCGAACC 18?
. 18
Hospedeiro 1 154739 chrom 144 (158) 84/86 (97%)  7.59e-32
09 273-358
AC 180 KDNA emb|AJ747977 38-117 131 (144) 77180 (96%) 1.71e-30
bJAC091278.6] chrom 43.0 (22 22/22 (100% 0.14
Hospedeiro gll ! 1-22 (22) ( ) - N&o foi possivel definir
gb|AC108824.17| 102 43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14

chrom 07
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AC181 KDNA gb|M18815 26-124 136.5 (150)  91/100 (91%)  3.40e-3
bJAC091278.6] chrom 43.0 (22 22/22 (100% 0.14
gll ! 1-22 (22) ( ) - Na&o foi possivel definir
Hospedeiro
gb|AC108824.17 1o 430 (22)  22/22 (100%) 0.14
chrom 07
C.(60)1  AC 184 KDNA gb|AF241157| 45121 55.4 (60) 60/79 (75%)  2.15e-07
0, -
g?|A0123856.4|chr0m 149 80.7 (98)  49/49 (100%)  1,00E-15 ) o foi possivel defini
Hospedeiro -
dbj|AP004390. 1 1-49 80.7 (98)  49/49 (100%)  1,00E-15
AC 185 KDNA gb|M18814.1 1-265 50.0 (64)  77/104 (74%)  1.63e-08
Hospedeiro gb/AC159139 o45 - 308 7522 (82) 52/59 (88%) > 73611 TTGACCCCCCCTCCCAAAACC Na&o foi possivel definir
C5(60) | AC 188 gb|AJ747919.1] 625 - 672 57.19 (62) 42/47 (89%)  1.37e-07
KDNA gb|AY169974.1 625 - 694 49.98 (54) 54/71 (76%)  2.04e-05
gbJAC153536 1-631 1088.72 620/632 (98%) 0 CTCTACCAAACTCATTTTATGAAGCC Né&o foi possivel definir
. ) (1206)
Hospedeiro — s 036355 1 631 1092.32  621/632 (98%) 0
(1210)
AC 190 gb|EU605980] 699 - 719 39.157 (42)  21/21 (100%)  3.73e-02
KDNA gb|AJ747964.1] 678 - 719 40.9 (44) 35/42 (83%)  1.07e-02
gbJAC162391|chrom 06 1631 1130.2  629/631 (99%) 0 _ o
i} (1252) GAAGCC Néo foi possivel definir
Hospedeiro gb|AL808118| chrom 04 1-631 1106.75  624/631 (98%) 0
(1-631) (1226)
gb]AC125147|chrom 07 1-e31 1103.14  623/631 (98%) 0
(1222)
gb|AC162945 1621 1115.77  620/621 (99%) 0
(1236)
b|AC185964 1115.77 620/621 (99% 0
e | 1-621 (1536 (99%) GAAGCC No foi possivel definir
Hospedeiro —i  c175493 1 601 1115.77  620/621 (99%) 0
(1236)
gb|CU392847 1-621 1115.77 620/621 (99%) 0
(1236)
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gb|NG_005960 1-621 1115.77  620/621 (99%) 0
(1236)
gb|NG_006934 1-621 111577  620/621 (99%) 0
(1236)
gb|BX470192 1625 1067.08  612/625 (97%) 0
(1182)
gb|NG_028625 1020.19  604/626 (96%) 0 o ) .
_ 1-625 (1130) CTACCCAACACATTCTAT N&o foi possivel definir
Hospedeiro =i c101830 1 65 1020.19  604/625 (96%) 0
(1130)
gb|AC152888 1-625 1011.17  602/625 (96%) 0
(1120)
AC 194 emb|AJ747919 113 - 168 48.17 (52) 48/63 (76%  1.95e-05
kDNA
dbj|AK154459.1 . 87.848 (96 53/56 (94% 2.84e-15
i 14-69;72 - 127 (%6) (94%) TTTTAGG N&o foi possivel definir
b|AC124114 chrom 48.17 (52 31/34 (91% 2.49e-03
Hospedeiro gsl I 173 - 206 (52) (91%)
82|BX855596| chrom 116 - 161 48.17 (52) 39/46 (84%)  2.49e-03
AC 195 emb|AJ747982.1 1299 - 1335 54.5 (28) 34/37 (92%) 4,00E-06
kDNA
emb|AY169997 1045 - 1095 58.99 (64) 45/52 (86%  7.51e-08
emb]AF242561 _ 49.97 (54) 39/46 (84%)  3.89e-05
1037 - 1080 CCCAGAAATGAACCC N&o foi possivel definir
emb|CT030230.13 1-1051 1948 (1013) 1042/1054 0
chrom 17 (99%)
. gbJAC123687.20] ] 1942 (1010) 1041/1054 0
Hospedeiro chrom 05 1-1051 (99%)
ref[NG_012015.1] 1-1051 1936 (1007) 1040/1054 0
chrom 03 (99%)
AC 196 emb|AJ747945 381 - 457 60.7975 (66) 61/77 (79%) 7.14e-09
KDNA gb/M18814.1 360 - 457 58.9941(64)  77/104 (74%)  2.49e-08 TTCAAGGCCCCTCCCAAAACCAATA 6
gb|EU088393 193 - 238 53.584 (58) 40/46 (86%)  1.06e-06
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gbJAC125121 1217 1.13e-100  372.78 (412)  214/218
(98%)
Hospedeiro  OPIAC141564 1 212 1.37e-99  369.174 (408)  209/212
(98%)
gbJAC101817 1212 137e99 369174 (408)  209/212
(98%)
AC 197 gb|U43566 103 - 451 82.4379 (90)  182/268 (67%)  2.20e-15
kDNA gb|EU088386 426 - 460 58.9941. 34/35 (97%)  2.51e-08
(64)
gb|AC132444 1 12 347533 204/212 (96%)  4.52¢-93 TTGAACGCCCCTCCCAAAAC 8
Hospedeiro (384)
P gbJAC168977 1212 342123  203/212 (95%)  1.92e-91
(378)
gbJAC157502 342123  198/204 (97%)  2.05e-91
_ 1-204 (379) TTGAACGCCCCTCCCAAAAC 7
Hospedeiro ~ 1 157502 120 342123 198/204 (97%)  2.05e-91
(378)
AC 199 DNA gb|DQ835652 14246 58.9941 (64) 37/39 (94%)  7.266-09
gbJAC154193 83 - 149 104.078 63/67 (94%)  2.456-20
(114) TGTTGTCTA X
Hospedeiro  OPIAL663098 o4 - 140 12(2.133025; 66/66 (100%)  3.196-25
gb/AL603924 63 - 149 109.488 63/65 (96%)  5.76e-22
(120)
Cs(120) Il AC 204 KDNA emb|AJ748077 652 - 685 40.9604 (44) 30/34 (88%)  1.026-02
gblAC121612 1-627 1032.81  608/630 (96%) 0 TTCCACAAAATAGAAACGGAAGGTACTC | . . . ] -
Hospedeiro (1044) TACAAAACTCATTCTATGAAGCC N foi possivel definir
gb|AC163651 1 629 996746  602/633 (95%) 0
(1104)
AC 205 KDNA gb|AJ748058 21306 55.3874 (60) 36/40 (90%)  1.97e-07
~ gb|CT030658 2-46 60.7975(66)  42/47(89%)  6.00e-07 GGTTCCATTGGGGTTGGTGTAATAT  Nao foi possivel definir
Hospedeiro e 564008 246 57.1907 (62) 41/46 (89%)  7.31e-06
0, -
AC 206 KONA gb|AJ747982 E— 3542.379427) 247/279 (88%)  1.50-97 CCTTATATTACACCéACCCCAATGGAAC N0 fol possivel definir

114



Animal

Clone

Regido

Nimero de acesso

Posicéo

Bit Score
(Max Score)

Identidade

e-value

Microhomologia*

Cromossomo

gb|AC117635 256 - 304 68.01 (74) 46/51 (90%) 4.01e-09
Hospedeiro — 0 5564008 256 - 304 60.79 (66) 4450 (88%) 5.966-07
AC 207 gb|AB434513 52328 367.37 (406)  249/278 (89%)  2.80e-101
KDNA gb|EU088385 250 - 354 62.60 (68)  83/110 (75%)  1.556-09
gblAC123046 1-65 91.45(100)  59/65(%0%)  4.16e-16 GACGCCCCCTCCCAAAACC N&o foi possivel definir
Hospedeiro 9PIAC159139 165 91.45 (100) 59/65 (90%)  4.16e-16
gbJAC109233 150 91.45 (100)  50/50 (100%)  4.16e-16
AC 208 DNA emb|AJ747996.1] 106 - 146- 373 - 399 73.7 (38) 40/41 (98%)  6,00E-12
gbJAC158607.7] chrom 3 111 210 (109) 109/109 (100%)  2,00E-51
10 - CCCAAAAGTTGAA 10
Hospedeiro = c138394.7] chrom 5. 108 141 (73)  93/103 (90%)  1,00E-30
03
AC 209 ONA %th19191.1|TRBKPM 50 - 190: 392420 208 (108)  130/141 (92%)  2,00E-52
0, -
gmgmg(sosmg.m 6.40 58.4 (30) 32/33(97%)  8,00E-06 ) Néio foi possivel definir
Hospedeiro s c110527.13] 0.40 56.4 (29) 31/32 (97%) _ 3,00E-05
chrom 01
AC 211 KDNA emb|AJ747982.1] 153 - 340 257.36 (284)  171/189 (90%)  3.48¢-68
gbJAC167171.2] chrom 1150 306 (159) 159/159 (100%)  2,00E-80
13
0, -
82|A0133206.3|chr0m 1150 306 (159) 159/159 (100%)  2,00E-80 CAACACC Nifo foi possivel definit
Hospedeiro
P gbJAC121920.3| chrom 1 159 306 (169) 159/159 (100%)  2,00E-80
07
gbJAL928700] chrom 02 1164 286.2 (316)  163/165 (98%)  9.3le-75
GL(60)1  AC 213 DNA gb|EU088399.1| 16438 46.8 (24) 38/45 (84%)  7,00E-04
Hospedeiro 9PIAC122002.2 277500 379 (197)  219/225 (97%)  2,00E-102 AACC !
AC 214 \DNA gb|EUG05980.1| 264~ 385 217 (113 119/122 (98%)  2,00E-55
GGTTCCATTGGGGTTGGTGTGATATAAG 1
0, -
Hospedeiro 22|AC117635.6| chrom 152 64.4 (70) 46/52 (88%)  1,09E-07 GAGG
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gb|AC161244.2] chrom 1.29 56.4(29)  29/29 (100%)  3,00E-05
13
AC 216 gb|FJ598046.1] 85 - 246 283 (147) 157/162 (97%)  5,00E-75
kDNA gb|U07845.1|TCU0784 241 - 360 185 (96)  112/120 (93%)  2,00E-45
5 TATATTACACCAACCCCAATCGAACC Na&o foi possivel definir
gb|CT030658|chrom 12 623 - 668 57.2 (62) 42/48 (87%)  1.69e-05
Hospedeiro -~ c125006]chrom 03 623 - 668 57.2 (62) 42148 (87%) _ 1.69e-05
AC 217 KDNA gb|AJ747973] 45 - 356 188 (208)  248/323 (76%)  1.56e-47
TTTTAGG 15
Hospedeiro 22|AC157582.3| chrom 13- 40 545(28)  28/28 (100%)  1,00E-04
AC 218 emb|AJ748077.1 871 - 900 52.6 (27) 29/30 (97%)  1,00E-05
KDNA emb|AJ747926 851 - 900 48.17 (52) 44/54 (81%)  9.08e-05
gb|AC138642.10| 1-863 1579 (821)  847/860 (98%) 0 ATAAAAAAAC 3
Hospedeiro chrom 03
P gb|AC161264.2| chrom 1- 860 1475 (767)  829/860 (96%) 0
09
AC 219 gb|EU088392.1] 1176 - 1207 62.2(32)  32/32(100%)  2,00E-08
KDNA dbjJAB434523 1] 950 994 564 (29)  33/35 (94%)  L00E-06
gb|AC109607.47| 1-979 1842 (958)  972/979 (99%) 0 TTGAACGCCCCTCCCAAAAC 8
Hospedeiro chrom 08
P emb|AL929120.7| 1-979 1773 (922)  960/979 (98%) 0
chrom 02
AC 220 dbj|M18816] 34-174 125 (65) 69/71 (97%)  1,00E-27
kDNA gb|EU088381| 45- 218 122 (134)  136/177 (76%)  2.00e-27 ) 15
Hospedeiro %ks)|AC157582.3| chrom 13- 40 54.5 (28) 69/71 (97%)  1,00E-27
ref[NG_006035.4] 1-2a5 431 (224)  238/245 (97%)  4,00E-118
chrom X " . . .
_ “emb|AL845501.9| 419 (218)  236/245 (96%)  1,00E-114 GAAGGC N&o foi possivel definir
Hospedeiro 1-245
chrom 04
gbJAC164302.2] chrom 1245 419 (218)  236/245 (96%)  1,00E-114

16

116



Bit Score

Animal Clone Regido Numero de acesso Posicéo (Max Score) Identidade | e-value Microhomologia* Cromossomo
AC 222 KDNA gb|EU088397.1| 241 - 262 488-456 64.1 (33) 37/39 (95%)  5,00E-09
bJAC145578.5] chrom 439 (228)  232/234 (99%)  2,00E-120 o »
_ g ! ! 10-243 (228) (99%) CTAAACTCACTAGAA Na&o foi possivel definir
Hospedeiro 1 =160393.2] chrom 10 - 240 427 (222)  228/231 (99%)  6,00E-117
12
AC 223 DNA gb|EU605980.1| 324 - 649 142 (74) 78/80 (98%)  9,00E-33
bJAC115288.4] chrom 614 (319)  327/331 (99%)  4,00E-173 _ »
_ ggl ! 2-332 (319) (99%) GAAGGCCCC Na&o foi possivel definir
Hospedeiro = c136923.6] chrom 1 33 610 (317)  327/332 (98%)  6,00E-172
18
G2(60)1  AC 227 \DNA emb|AJ747915 1| 136 255 - 286 58.4 (30) 34/36 (94%)  3,00E-07
bJAC161244.2] chrom 56.4(29)  29/29 (100%)  3,00E-05 _ N
_ ?3| ! 278 - 306 29) ( ) AATGGAACC Na&o foi possivel definir
Hospedeiro 1 =122276.4] chrom 278 - 308 56.4 (29)  29/29 (100%)  3,00E-05
06
AC 228 \DNA emb|AJ747915 1| 1.36. 255 - 286 58.4 (30) 34/36 (94%)  3,00E-07
Hospedeiro  9PIAC1351103] chrom 70 112 (58) 62/64 (97%)  5,00E-22 AACACAAACAAACAGGTGAAGG 16
16
AC 229 \DNA gb|M19188.1| 181 323 342 139 (72 78/81 (96%)  1,00E-31
ref[NG_006035.4| 240 . 561 460 (239)  241/242 (99%)  9,00E-127
chrom X e X
Hospedeiro  OPIACLA0928 5] 241 . 581 440 (229)  237/241 (98%)  6,00E-121
Unknown
gbJAC166823.3] chrom 240 . 581 437 (227) 237242 (98%)  8,00E-120
14
AC 230 \DNA gb|EU088397.1| 572 -610: 325-346 64.1 (33) 37/39 (95%)  5,00E-09
bJAC116797.11 614 (319)  325/328 (99%)  4,00E-173
 BlAcL ! 2-329 (319) (99%) GAAGGCCCC 13
Hospedeiro ~ ¢ NG, 0129051 1333 498 (259)  310/333 (93%)  2,00E-138
chrom 03
HL(60)I  AC 233 \DNA gb|M18814.1| 958 - 1234 514 (267)  276/278 (99%)  2,00E-144
gbJAC164882.2] chrom 1977 1563 (813)  927/979 (95%) 0 e "
) 09 - TTGAACGCCCCTCCCAAAAC Na&o foi possivel definir
Hospedeiro ~ 1A c159909.8] chrom e 1563 (813)  927/979 (95%) 0
10
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AC 234 emb|AJ748075.1| 270 - 304 68.0(35)  35/35(100%)  3,00E-10
KDNA emb|X04680.1| 266 - 304 58.4 (30) 36/39 (92%)  3,00E-07
emb|AL833798.8| 1- 260 471 (245)  255/260 (98%)  3,00E-130
Hospedeiro ~p A C124469.4] chrom 1- 260 460 (239)  253/260 (97%)  9,00E-127
01
AC236 gCth19188.1|TRBKPM 620 - 742: 969 - 1006 191(99) 115/123 (93%)  3,00E-47
KDNA
gbJAF114153.1| 619 - 730 980 - 1006 139 (72)  102/112 (91%)  1,00E-31
gbJAC117218.3] chrom 1610 1136 (591)  612/620 (99%) 0 T N&o foi possivel definir
15
Hospedeiro ~ 1 c149223.2] chrom 1 619 1133 (589)  609/619 (98%) 0
18
AC 237 dbj|AB434509.1| 646 - 925 521 (271) 2771280 (99%)  8,00E-147
KDNA emb|X04680.1| 560 - 689 167 (87)  118/131 (90%)  3,00E-40
TATTATGTGGTCAATTTTGGAGAAGGCC
gbJAC125223.3| chrom 1 333 629 (327)  331/333 (99%)  1,00E-177 cc 13
.13
Hospedeiro 1974554 chrom 1329 615 (320)  326/329 (99%)  1,00E-173
08
AC 238 emb|AJ747982.1] 627 - 659 58.4 (30) 32/33(97%)  3,00E-07
KDNA emb|AJ747977 1] 633 - 659- 369 - 407 52.6 (27)  27/27 (100%)  1,00E-05
gb|AC145087.14] 1-374 685 (356)  366/371 (99%) 0 GAA 1
Hospedeiro chrom 01
P gbJAC140197.4] chrom 01372 654 (340)  346/349 (99%) 0
18
H3(60)1  AC 241 \DNA gb|EU088396.1| 631 - 661 361 - 380 60.3 (31)  31/31(100%)  7,00E-08
gbJAC132302.3| chrom 1208 548 (285)  291/294 (99%)  2,00E-153 o »
) 03 - GAACGCCCCTCCCAAAA N&o foi possivel definir
Hospedeiro ~ 1 x 1739354 chrom 1 0n 548 (285)  291/294 (99%)  2,00E-153
13
AC 242 \DNA gb|EU088396.1| 510 - 540: 240 - 250 60.3 (31)  31/31(100%)  7,00E-08
N GAA N&o foi possivel definir
Hospedeiro JPIAC166823.3] chrom 1 2a2 460 (239)  241/242 (99%)  9,00E-127
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Animal Clone

Regido

Nimero de acesso

Posicéo

Bit Score
(Max Score)

Identidade

e-value

Microhomologia*

Cromossomo

gb|AC166831.3| chrom 1.2 460 (239) 239/239 (100%)  9,00E-127
16 - 239
B2(@30)II  AC 250 gb|M19188.1| 498 - 582; 813 -833; 1 -20 129 (67) 79/85 (93%)  1,00E-28
kDNA
23ES23 ES 565 - 833 369  246/271 (90%)  5.02e-104 ) Y
Hospedeiro  J0IAC131733.3] chrom 238 - 510 250 (130)  241/284 (85%)  1,00E-63
JL(30)1I  AC 264 M19188
(30) kDNA 321-436 83 (154)  106/117 (90%) 5.92e-38 ) o7
- AC140370
Hospedeiro 519-600 143.75 (158) 81/82 (98%) 1.97e-31
AC 265 M18814
KDNA 127-244 169 (186)  108/118 (91%) 1.55e-41 L -
- AK154459 - Na&o foi possivel definir
Hospedeiro 7-67; 230-290 102.27 (112) 59/61 (96%) 2.82e-19
J2(30)1I  AC 275 AJ747995 20-79
VONA 89.65 (98) 56/60 (93%) 2.41e-18
M19190 e -
10-89 91.45 (98) 68/80 (85%) 8.41e-18 - Né&o foi pOSSIVeI definir
- AC137691
Hospedeiro 94-256 286.22 (316)  161/163 (98%) 8.39e-75
AC 276 M19190
KDNA 10-89 116.7 (128) 74/80 (92%) 8.35e-26 TAC 13
- AC132905
Hospedeiro 87-256 293.43 (324)  167/170 (98%) 7.85e-77
AC 283 M19188
kDNA 1-75 113.1 (124) 70/75 (93%) 5.91e-25 ) ;
- AC105406
Hospedeiro 134-208 77.03 (84) 64/76 (84%) 6.24e-12
JL(60)1I  AC 288 AY170001 144
\ONA 57.19 (62) 39/44 (88%) 1.35e-07
AJ747969
127-223 49.08(54)  79/107 (73%) 2.01e-05 ACCAACCCCAATCGAACCAACCAACCAA 07
- AC122002
Hospedeiro 206-446 372.78 (412)  232/244 (95%) 2.03e-100

* A definicdo de microhomologia baseia-se no compartilhamento de trechos de DNA provenientes de fontes distintas, reconhecidas

em bases de dados de nucleotideo por comparagcdo. O banco de kDNA de Trypanosoma cruzi ndo compreende toda a variabilidade de

sequéncias existente, logo, é possivel que a microhomologia seja maior que a identificada.
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