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“Nao vai demorar que passemos adiante uma grande e bela ciéncia,
que faz arte em defesa da vida.”
Carlos Chagas, 1928.



RESUMO

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é o agente causador da doenga de Chagas, que afeta entre
8 ¢ 9 milhdes de pessoas em todo mundo. Este protozoario € responsavel por uma variedade
de manifestagdes clinicas em humanos, possui uma ampla gama de hospedeiros e apresenta
grande diversidade genética e bioldgica. As pequenas regides codificantes (UORFS) presentes
na regido 5’ndo traduzida (5’UTR) de mRNAs maduros sdo conhecidas por afetar a eficiéncia
da traducdo de muitos genes eucariotos. Pouco é conhecido sobre a existéncia e conservagao
de uORFs em genes de Tripanossomatideos. Este trabalho se propds avaliar o grau de
conservacdo das uORFs e seu potencial como marcador molecular das populag¢des de T. cruzi,
através da andlise de sete genes contendo uORFs previamente selecionados.
Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados e fragmentos das 5’UTRs contendo uORFs
foram amplificados, através de PCR, de cepas representativas de cada um dos trés grupos
populacionais do parasito, Tcl, Tcll e ZIII. Apds clonagem e sequenciamento, alto grau de
conservacdo das uORFs foi observado de um ponto de vista populacional e a ruptura de uma
uORF foi observada em apenas um gene. Isto ¢ um forte indicativo de que em T. cruzi essas
uORFs sdo funcionalmente ativas, pois do contrario teriam sido extintas das 5’UTRs durante
o processo evolutivo sofrido pelos grupos populacionais de T. cruzi. A observacdo de
mutacdes grupo-especificas nas sequéncias nucleotidicas das 5’UTRs de alguns genes,
motivou a realizacdo de testes para a utilizacdo desses fragmentos como possiveis marcadores
moleculares para as populagdes do parasito. A obtencdo dos fragmentos dos genes
codificantes de ATPase e¢ Ferredoxina foi realizada em mais de 15 cepas e isolados.
Verificou-se a existéncia de mutagdes grupo-especificas na 5’UTR do gene ATPase, que
corroboram com a classificagdo filogenética proposta deste parasito. Na 5’UTR do gene
Ferredoxina, notou-se a presenca de uma sequéncia repetitiva simples, composta por
dinucleotideos CA (citosina e adenina) seguidos de mononucleotideos A. As variagdes desta
repeti¢ao puderam ser utilizadas para agrupar todos os isolados/cepas de T. cruzi do estudo
em nove genotipos distintos, os quais sdo relativamente independentes da classificacao
atualmente proposta de trés grandes grupos populacionais. O uso desta pequena repeti¢do na
5’UTR do gene Ferredoxina permite uma nova forma de classificar os isolados e cepas de T.
cruzi.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease in humans, and affects
about nine million of people around the world. It induces a variety of clinical presentations in
patients, have a wide range of vertebrate hosts and exhibits great diversity of genetic and
biological characteristics. Upstream Open Reading Frames (uORFs) are small open reading
frames located in the 5 UTR of a mature mRNA. They have been shown to affect the
translation efficiency of many eukaryotic genes. Scarce information is available about the
existence and conservation of uORFs in Trypanosomatids genes. This study aims to evaluate
both the degree of sequence conservation in uORFs and its potential as molecular marker of
populations of T. cruzi. To this end, upon a PCR amplification and cloning of 5'UTR
fragments, sequence analysis of seven genes that presents uORFs were carried out in four
strains that are typical representative of three main population groups in T. cruzi. A
remarkable degree of conservation of uORFs was observed in all isolates. Out of several
mutational events observed in these uORFs, a disruption of a uORF was observed in only one
gene. This indicates that in T. cruzi these uORFs are functionally active, otherwise it would
have changed during the evolutionary process. The observation of group-specific mutations in
the 5'UTRs of some genes suggested that they could be used in an PCR amplification assay as
molecular markers for T. cruzi populations. The fragments of genes ATPase and Ferredoxin
were amplified from 15 strains and isolates. After sequencing, the group-specific mutations
observed in the 5'UTR of the gene ATPase corroborate the current classification of T. cruzi
populations in three main groups: Tcl, Tcll and ZIII. In the 5S'UTR of the Ferredoxin gene, the
sequence alignment revealed the presence of a small repetitive sequence composed of
dinucleotides CA and mononucleotides Adenine. The variations in length and composition of
this simple repetitive sequence allowed the clustering of all 15 isolates into nine distinct
genotypes, which were not correlated to main population groups. Thus, a new approach to
strain typing in T. Cruzi can be envisaged by using this SSR (simple sequence repeat).
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1 INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

1.1.1 O Parasito
O Trypanosoma cruzi (T. cruzi), descrito por Chagas (1909), é um protista flagelado da

familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida (Simpson et al., 2006), agente etiologico
da Tripanossomiase Americana ou doenga de Chagas (Chagas, 1909; Triana et al., 2006). A
descoberta de Chagas ¢ um marco na histéria da medicina brasileira. O pesquisador nao
apenas descreve a nova espécie do género Trypanosoma, identificando hospedeiros
vertebrados e vetores, como também caracteristicas da infeccdo humana, a morfologia do
parasito no sangue periférico, seu ciclo no tubo digestivo do invertebrado, a cultura em agar
sangue € a transmissdo ao hospedeiro vertebrado por flagelados no tubo digestivo de

triatomineos infectados (Chagas, 1909; Brener, 1989).

1.1.2 Epidemiologia

Durante milhdes de anos, T. cruzi infectou exclusivamente animais silvestres e,
relativamente, nos recentes anos, houve uma troca na ecologia vetor-parasito-hospedeiro,
resultado de mudangas antropogénicas que permitiu o contato do vetor com hospedeiros
humanos modificando assim o cenario epidemioldgico da infec¢dao (Noireau et al., 2009). Por
muitas décadas, a doenca de Chagas foi considerada estritamente rural, existindo apenas em
zonas de marcada pobreza e exclusdo, caracteristica de familias rurais vivendo em casas de
barro cru, favoraveis a multiplicagdo de triatomineos (Rey, 2008; Bricefio-Leon & Galvan,
2007).

T. cruzi é amplamente distribuido nas Américas, desde o sul dos Estados Unidos até o
sul da Argentina e Chile (aproximadamente 42° norte a 46° sul) (Rey, 2008; Schofield, 2000).
Diferengas na distribuicdo geografica entre as linhagens e sublinhagens sdo observadas, os
isolados de linhagem TcI (Trypanosoma cruzi I) t€ém ampla distribui¢do por toda a area das
Américas; Tclla (Trypanosoma cruzi Ila) tem sido relatada no norte da regido Amazonica e
nos Estados Unidos, com alguns casos reportados no sul da regido Amazodnica; Tcllc estd
presente desde a bacia Amazdnica até a regido endémica no sul do continente; as
sublinhagens Tclld e Tclle, t€ém sido reportadas apenas nos paises do Cone Sul, assim como
Tcllb, que possui alguns casos reportados na Coldmbia (Noireau et al., 2009).

Durante o século XX, a doenca foi reportada em todos os paises da América Latina,

onde se tornou a mais importante doenga parasitaria em termos de impacto na economia
1



nacional e sistemas de saude publica (Noireau et al., 2009). Durante os anos 1980 e 1990,
estimou—se que entre 16 a 20 milhdes de pessoas estavam infectadas nas Américas, €
atualmente estima—se que a infeccdo atinja aproximadamente 9 milhdes de pessoas (WHO,
2007; Noireau et al., 2009). Acredita—se que a infeccdo por T. cruzi seja responsavel por
21.000 mortes a cada ano (El-Sayed et al., 2005), e que 108 milhdes de pessoas vivem em
zonas endémicas, e dessas, 40 milhdes estdo sob risco de contrai-la (Bricefio-Leon, 2009).
Segundo Ministério da Satde (MS) (2009), o Brasil apresentou, durante os anos de
2005 a 2009, 455 de novos casos de doenca de Chagas aguda. A regido que tive maior
incidéncia de doencga aguda foi a regido Norte, com 389 novos casos, durante o mesmo

periodo.

1.1.3 Transmissao
A infec¢ao humana usualmente ocorre através do contato de mucosas, conjuntivas ou

qualquer solucdo de continuidade da pele com fezes de insetos hematofagos da familia
Reduviidae contaminadas com T. cruzi. Entretanto, a infec¢@o humana pelo protista também
vem sendo descrita por transfusdo sanguinea; transplante de 6rgaos; ou transmissao congénita,
através da placenta ou canal do parto (Coura, 2007; Dias et al., 2008; Rozas et al., 2008;
Telleria et al., 2006).

Nos tultimos anos, a incidéncia de infeccdo por T. cruzi tem diminuido devido a
melhoria no controle vetorial ¢ em bancos de sangue (Rozas et al., 2008). Em paises cuja
transmissao vetorial esta controlada, como no Brasil (Lisboa et al., 2007), a rota de
transmissdo transfusional se torna a principal forma de infec¢dao (Blejer et al., 2008). O
mesmo ocorre em paises ndo endémicos, como Estados Unidos e alguns paises da Europa,
onde a triagem para a doenga em bancos de sangue ainda ndo ¢ amplamente difundida e a
ocorréncia de migracdes ¢ constante (Blejer et al., 2008; Noireau et al., 2009).

Recentemente, diversos casos de doenca aguda tém sido detectados no Brasil atribuidos
a via de transmissao oral (Lisboa et al., 2007), como o surto por ingestdo de alimentos (Neves
da Silva et al., 1968), de cana de agucar (Shikanai-Yasuda et al., 1991), 4gua (Dias et al.,

2008) e suco de agai (da Silva Valente et al., 1999) contaminados com T. cruzi.

1.1.4 Ciclo e hospedeiros
Epidemiologicamente, o parasito estd associado a trés ciclos de transmissao: um ciclo de

transmissdo silvestre, um peridomiciliar (paradoméstico) e um terceiro ciclo doméstico (Dias

& Macedo, 2005; Rey, 2008), envolvendo diferentes espécies de mamiferos e vetores.



T. cruzi tem uma ampla gama de hospedeiros vertebrados, além de mamiferos silvestres,
mamiferos domésticos tém sido encontrados naturalmente infectados com o parasito (Brener,
1973). Os animais silvestres encontrados naturalmente infectados pelo T. cruzi pertencem as
ordens: Marsupialia, Edentada, Chiroptera, Rodentia, Logomorpha, Artiodactila,
Carnivora e Primates (Rey, 2008). Nédo obstante, na natureza, devido a ecologia e ao enorme
ecletismo alimentar dos triatomineos, o flagelado ¢ também submetido a uma gama de outros
vertebrados, como aves, anfibios, répteis e grandes mamiferos, nos quais ndo consegue se
viabilizar por diferentes razdes (Dias & Macedo, 2005).

Os marsupiais, principalmente Didelphis marsupialis, parecem ser o reservatorio
silvestre mais importante (Rey, 2008); uma particularidade desses animais ¢ que eles podem
albergar formas metaciclicas em suas glandulas anais, além de serem encontradas formas
tripomastigotas em sua corrente sanguinea (Deane, 1984; da Silva Valente, 1999; Coura,
2007; Rey, 2008), isso evidencia que além de atuar como um hospedeiro reservatorio pode
atuar também como vetor (Jansen et al, 1999; Noireau et al., 2009).

Os hospedeiros invertebrados responsaveis pela principal via de transmissdo da doenca
de Chagas sdo os insetos hematofagos da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (Rey,
2008); a atual classificagdo dos triatomineos reconhece 140 espécies agrupadas dentro de seis
tribos e 18 géneros (Vallejo et al, 2008), cujos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius,
sdo os de maior interesse para a epidemiologia da doenca (Rey, 2008). A maioria das espécies
de triatomineos sdo silvestres (Schofield et al., 1999; Vallejo et al., 2008) e o homem contrai a
infec¢do por invadir o ambiente da floresta. Apesar disso, muitas espécies tém se adaptado ao
ambiente doméstico devido a invasao do ecotopo selvagem pelo homem, destrui¢do de
florestas, desvio de animais silvestres e constru¢do de casas e anexos proximos ao ambiente
selvagem (Coura, 2007; da Silva Valente, 1999). Algumas espécies como Triatoma infestans,
estdo totalmente adaptadas ao ambiente doméstico (Coura, 2007), entretanto, as agdes de
controle, iniciativa criada pelo Programa de Controle da doenga de Chagas, adotadas para a
eliminagdo deste vetor tiveram €xito, que hoje o mesmo encontra—se controlado (Villela et al.,
2009). Apds o controle do T. infestans, novas espécies, estdo se adaptando ao ambiente
doméstico (Schofield et al., 1999), como Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus (Rey,
2008; Villela et al., 2009).

T. cruzi é um parasito heteroxénico, que possui trés estagios principais de

desenvolvimento: formas tripomastigotas sanguineos e amastigotas, encontrados no



hospedeiro vertebrado, e formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos no hospedeiro
invertebrado (Cerqueira et al., 2008).

O ciclo no hospedeiro invertebrado inicia quando o triatomineo ingere formas
tripomastigotas sanguineos ao fazer hematofagia de um hospedeiro vertebrado infectado. No
estomago desses invertebrados, as formas tripomastigotas transformam-se em formas
arredondadas, chamadas esferomastigotas e subsequentemente epimastigotas, que se
proliferam na porcao intestinal por divisdo binaria. Na por¢do final do intestino, essas formas
epimastigotas sofrem nova metamorfose, a metaciclogénese, dando origem as formas
infectantes tripomastigotas metaciclicos, que perdem a capacidade de divisdo e sdo liberados
imediatamente apOs o repasto sanguineo através das fezes e urina do triatomineo (Brener,
1973; Dallagiovanna et al., 2001; Rey, 2008; Souza, 2008).

No hospedeiro vertebrado, as formas metaciclicas penetram nas células encontradas na
pele através do processo de endocitose (Souza, 2008). Considera-se que a principal forma de
infeccdo ocorra quando o individuo inadvertidamente, ¢ muitas vezes inconscientemente
durante o sono, contamina-se com fezes de insetos infectados, através de cocagem ou
esfregadura da pele ou das mucosas dos olhos, nariz e boca, decorrentes do prurido provocado
pela picada do inseto (Rey, 2008; Schofield, 2000). Seguida a invasdo, as formas
tripomastigotas presentes dentro de um vacuolo parasitoforo, transformam—se em amastigotas,
restabelecendo a capacidade de divisdo e consequentemente rompendo a membrana do
vacuolo atingindo o citoplasma (Brener, 1973; Mott et al., 2009; Souza, 2008). Apds varios
ciclos de divisao, o grande numero de amastigotas intracelulares se transforma em
tripomastigotas e atingem o meio extracelular apds a ruptura da célula hospedeira. No
intersticio, as formas tripomastigotas serdo capazes de infectar novas células do hospedeiro
vertebrado, amplificando a infec¢@o neste, ou hospedeiros invertebrados que venham a fazer a

hematofagia (Souza, 2008).

1.1.5 Manifestacdes Clinicas
Clinicamente, a doenga de Chagas caracteriza—se por trés fases: uma curta fase aguda,

com abundante parasitemia e associada a sintomas leves (como febre e hepatoesplenomegalia)
ou ausentes; uma longa fase indeterminada, onde individuos permanecem positivos
sorologicamente, mas sem exibir sintomas clinicos; seguida de uma fase cronica, que pode
apresentar diferentes manifestacdes clinicas, podendo variar da auséncia de sintomas até
doenca grave caracterizada pelas formas cardiaca e/ou digestiva (megaesdfago e megacolon)

(Brener, 1973; Coura, 2007; Lisboa et al., 2007; Bhatia & Garg, 2008; Rozas et al., 2008).
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Complicagdes fatais sdo observadas em apenas 5% dos casos de infec¢do (Venegas et al.,
2009).

O evento infec¢ao de um individuo esta associado a diversos fatores, entre eles fatores
intrinsecos do hospedeiro, como a estrutura genética e resposta imunoldgica, e fatores
relacionados ao parasito, como a heterogeneidade genética dos isolados de T. cruzi, ja que
existem diferengas na infectividade, viruléncia e tropismo entre as cepas (Andrade, 1974;
Souto et al., 1996; Mendonga et al., 2002; Lisboa et al., 2007; Cerqueira et al., 2008; Rozas et
al., 2008; Velazquez et al., 2008).

1.1.6 Diagnostico
O diagndstico da doenga aguda pode ser feito através de testes parasitologicos diretos,

como a observacao de formas tripomastigotas em uma amostra de sangue a fresco ou através
de gota espessa (AptB et al., 2008; Gomes et al., 2009).

Os métodos parasitologicos indiretos sdo o Xenodiagndstico e a Hemocultura (Gomes et
al., 2009). O Xenodiagnostico se baseia na pesquisa por formas parasitarias em ninfas de
triatomineo de 3° estddio que foram laboratorialmente submetidas a hematofagia em pacientes
com suspeita de infec¢do por T. cruzi. Acerca de 30 dias apds a alimenta¢do no paciente
suspeito, o intestino do vetor contendo fezes e urina ¢ examinado para a presenca de formas
tripomastigotas do parasito (Schenone, 1999). Todavia, esses dois métodos sdo muito
demorados e pouco sensiveis (Blejer et al., 2008; Duffy et al, 2009).

Métodos sorologicos sao muito utilizados na fase cronica da infecg¢do, onde anticorpos
contra T. cruzi do paciente sdo detectados por diferentes técnicas, como: Hemaglutinagdo
Indireta, Imunofluorescéncia Indireta e Ensaios Imunoenzimaticos (AptB et al., 2008; Blejer
et al., 2008). A maioria dos antigenos utilizados nessas técnicas sao misturas de antigenos ou
fracdes purificadas que resultam em baixa especificidade devido a reacdo cruzada com outros
tripanosomatideos, como Leishmania spp (Blejer et al. 2008) ¢ T. rangeli (Moraes et al.,
2008).

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction ou PCR) e o Western
Blot também podem ser utilizados como ferramenta diagndstica para infec¢ao por T. cruzi
(AptB et al., 2008; Gomes et al., 2009), assim como a PCR em Tempo Real, que estd sendo
proposta para quantificar parasitos em pacientes com risco de reativagdo clinica da doenca ou

em tratamento etiologico (Duffy et al., 2009).



1.1.7 Tratamento
As drogas normalmente utilizadas para o tratamento da doenga de Chagas sdo: o

Nifurtimox, fabricado pela Bayer como Lampit™; e Benznidazol, fabricado pela Roche como
Rochagan® (Jannin & Villa, 2007; Urbina, 1999; dos Santos et al., 2009).

A quimioterapia baseada nestas drogas ¢ insatisfatoria, uma vez que estes compostos
sdo eficazes apenas nas infecgdes recentes e primeiros anos da fase cronica, apresentam altos
indices de efeitos adversos (Urbina, 1999; Duffy et al., 2009), pobres indices de cura aparente,
e auséncia de um consenso internacional que defina critérios de diagndstico e cura
parasitoldgica (Jannin & Villa, 2007).

Nao existe uma vacina disponivel para a doenga. Acredita—se que proteinas expressadas
na membrana plasmatica do parasito sejam bons alvos para o desenvolvimento de vacinas,
pois além de serem expressas em todos os estagios de desenvolvimento do T. cruzi, também
sdo reconhecidos pelo sistema imunoldgico humoral e celular do hospedeiro. Recentes
estudos realizados com algumas glicoproteinas (gp) recombinantes, como gp56 e gp82 e
trans—sialidases, demonstraram atividade de resisténcia a infec¢@o por T. cruzi, evidenciando

consistirem possiveis candidatos a vacinas contra esse parasito (Bathia & Garg, 2008).

1.1.8 Organizac¢ado Génica
T. cruzi é um organismo dipldide, a complexidade do seu genoma foi estimada em 1,8 a

2,5 x 10® pares de base (Santos et al., 1997) e pelo menos 50% dele é constituido por
sequéncias repetitivas, consistindo na sua grande maioria de familias de genes de proteinas de
superficie, retrotransposons e repeti¢des subteloméricas (Pena et al., 2009).

T. cruzi, assim como os outros membros da familia Trypanosomatidae, possui uma
unica mitocondria, o cinetoplasto (Souza, 2009; Avila & Simpson, 1995); e uma organela em
forma de disco, que varia sua localizacdo conforme o estdgio de desenvolvimento no ciclo de
vida do parasito, e que possui uma rede de DNA enovelado, chamado de kDNA (kinetoplast
desoxyribonucleic acid ou acido desoxirubonucléico do cinetoplasto), representando acerca de
20 a 30% do DNA total da célula (Shapiro & Englund, 1995; Telleria et al., 2006; Souza,
2008). Esta rede de kDNA ¢ composta por moléculas circulares, consistindo de milhares de
minicirculos (5.000 a 10.000 copias por célula) e um pequeno numero de maxicirculos (25 a
50 copias por célula) (Avila & Simpson, 1995; Telleria et al., 2006; Souza, 2008). Os
minicirculos, que contém 1,45 kb (quilobases), sdo organizados em quatro regides
conservadas de 100 a 120 pb (pares de base) distantes aproximadamente 250 pb um do outro

(Avila & Simpson, 1995; Telleria et al., 2006), estima—se que 95% do kDNA ¢ constituido
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por minicirculos (Avila & Simpson, 1995). Os maxicirculos sdo estruturalmente e
funcionalmente analogos ao DNA mitocondrial de eucariotos superiores (Souza, 2008),
contém genes mitocondriais e codificam rRNA (4cido ribonucléico ribosomal) e poucas
proteinas ribosomais (Shapiro & Englund, 1995; Onn et al., 2006). Os minicirculos codificam
RNAs guias, que atuam no processo de edi¢do do mRNA mitocondrial (Onn et al., 2006).

A quantificacdao absoluta de DNA, incluindo DNA nuclear e do cinetoplasto, varia de
0,12 a 0,33 pg por célula entre as diferentes cepas e entre clones isolados da mesma cepa

(Santos et al., 1997).

1.1.9 Diversidade genética
Miles et al. (1977, 1978) examinando isolados de T. cruzi de casos humanos e de

animais no Brasil, encontraram trés perfis distintos de isoenzimas, permitindo—lhes classificar
os isolados em trés grupos ou “zimodemas” (Miles et al., 1977, 1978; Barnabe et al., 2000). A
analise eletroforética de enzimas mostra diferentes formas moleculares (bandas
eletroforéticas) de uma mesma enzima, onde variagdes enzimaticas podem estar diretamente
relacionadas a variagdes genéticas (Romanha & Brener, 1988). Estudos com polimorfismos
dos tamanhos de fragmentos de restricdlo com kDNA (Morel et al., 1980) ¢ DNA
fingerprinting (Macedo et al., 1992) também demonstraram a heterogeneidade genética do
parasito, entretanto, analises com DNA ribosomal mostrou dimorfismo (Souto & Zingales,
1993).

Atualmente, T. cruzi é dividido em duas linhagens filogeneticamente separadas,
chamadas de Tcl e Tcll, evidenciadas através de analises de isoenzimas, ensaios de
amplificagdo randomica de DNA polimérfico (Random Amplified Polymorphic DNA ou
RAPD) (Tibayrenc et al., 1993; Tibayrenc, 1995) e por polimorfismo do gene do RNA
ribosomal e genes de Mini—Exon revelados através de PCR (Souto et al., 1996; Nunes et al.,
1997).

Estudos evolutivos sobre a origem das diferentes linhagens de T. cruzi sugerem uma co-
evolucdo com seus hospedeiros. Briones et al. (1999) propuseram que o momento da
divergéncia entre as linhagens coincide com o periodo de isolamento geografico entre as
Américas do Sul e Norte, ha aproximadamente 80 milhdes de anos (Briones etal., 1999); ja
Machado & Ayala (2001) propuseram que o momento da divergéncia ocorreu entre 3 ¢ 16
milhdes de anos atras (Machado & Ayala, 2001).

As cepas caracterizadas como Tcl sdo consideradas um grupo homogéneo do ponto de

vista genético e tém sido associadas ao ciclo de transmissdo silvestre e mamiferos arboreos; ja
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as cepas classificadas como Tcll apresentam uma diversidade genética marcada e estdo
associadas ao ciclo de transmissao doméstica e mamiferos do nicho terrestre (Fernandes et al.,
1998; Zingales et al., 1998; Elias, et al., 2005; Sturm & Campbell, 2009). Além disso, varios
estudos tém sugerido uma associa¢do de Tcll com infec¢do humana (Cerqueira et al., 2008) e
Tcl com infecgdo principalmente em mamiferos do género Didelphis (Noireau et al., 2009).
Entretanto, em alguns paises da América Latina, como Panama e Colombia, os casos
humanos sdo causados predominantemente por cepas pertencentes ao grupo Tcl (Samudio et
al., 2007). As cepas caracterizadas como Zimodema 3, também estdo associadas ao ciclo de
transmissdo silvestre, infectando gambas e triatominecos e s3o raramente isoladas de
hospedeiros humanos (Mendonga et al., 2002).

Variagdes intra—especificas sdo observadas experimentalmente entre as cepas, dentre
essas caracteristicas incluem morfologia de formas sanguineas, curvas de parasitemia,
viruléncia, patogenicidade, sensibilidade a drogas, perfil antigénico, razdo de crescimento,
metaciclogénese e tropismo tecidual (Machado et al., 2006).

Adicionalmente as classificacdes ja existentes, andlises baseadas em eletroforese
isoenzimatica, RAPD e analise de cariotipo realizadas por Brisse et al. (2000), indicaram uma
variabilidade genética evidente entre as linhagens do parasito, o que lhes permitiu classifica—
lo em 6 diferentes Discrete Typing Units (DTUs), DTU I e DTUs Ila, IIb, Ilc, IId e Ile (Brisse
et al., 2000).

O entendimento da diversidade genética de um agente patogénico ¢ muito importante,
especialmente para investigagdes epidemiologicas, clinicas e para estudos biolodgicos e
evolutivos (Lewis et al, 2009). Um novo consenso para a padroniza¢ao da nomenclatura deste
parasito foi proposto por Zingales et al. (2009), na tentativa de uniformizar e diminuir os
problemas de comparacdes entre estudos e entendimentos da comunidade cientifica. Foi
proposto entdo, que as cepas de T. cruzi devem ser referidas por seis DTUs (TcI-TcVI).

A estrutura populacional e o tipo de reprodugdo de um agente patogé€nico estao
fortemente vinculados a fendmenos biologicos, com consequéncias cruciais sobre a
epidemiologia das doengas (Tibayrenc & Ayala, 2002). T. cruzi é um organismo com
reproducdo predominantemente clonal (Machado & Ayala, 2001; Pena et al., 2009), logo, a
ocorréncia de reproducao sexual € evento raro ou ausente (Macedo & Pena, 1998). Entretanto,
analises filogenéticas mostram clara evidéncia de recombinacdo genética (eventos de
hibridacdo) entre as populagdes (Machado & Ayala, 2001; Gaunt et al., 2003). Essas trocas

genéticas possuem um papel significante na diversidade genética deste parasito (Machado e



Ayala, 2001). Recentes estudos tém sugerido que as cepas pertencentes a linhagem Tclld e Ile
tém uma origem ancestral hidrida (Gaunt et al., 2003). Como evidenciado por Elias et al.
(2005), através da analise de sequéncias repetitivas de DNA satélite, que o clone CL Brener
possui caracteristicas de ambos Tcl e Tcll. Embora eventos de hibridizagdo devam ter
ocorrido na historia evolucionaria de T. cruzi, a estabilidade na ocorréncia desses eventos
deve sobressair devido a sua caracteristica de propagagao clonal (Macedo & Pena, 1998).

A diversidade genética e bioldgica evidente do parasito questiona se este agente ¢
apenas uma Unica espécie ou um taxon artificial que inclui diversas espécies (Macedo & Pena,
1998; Briones et al., 1999). Estudos realizados por Freitas et al. (2006), propuseram uma nova
classifica¢ao filogenética para T. cruzi através de analise combinada de resultados de DNA
microssatélite e polimorfismos do gene rRNA 24S. A nova classificagdo sugere sua divisao
em trés haplogrupos, Z/Z, Y/Y e X/X (Tcl, Tcll e TclIl respectivamente), na qual
correspondem, aos grupos Tcl, Tcll e Zimodema 3, respectivamente; o que lhes permitiu
concluir que T. cruzi ¢ verdadeiramente uma tunica espécie (Freitas et al., 2006; Pena et al.,

2009).

1.1.10 Projeto Genoma T. cruzi
A iniciativa do Projeto Genoma de T. cruzi partiu de alguns pesquisadores em encontros

realizados em 1993 e 1994 (Degrave et al., 1997; Zingales et al., 1997). Neste utimo, decidiu—
se utilizar o clone referéncia CL Brener, por apresentar caracteristicas importantes ao que diz
respeito a infectividade no hospedeiro mamifero, habilidade de se diferenciar in vitro e
suscetibilidade aos agentes quimioterapicos normalmente utilizados para a doenga (El-Sayed
et al., 2005; Zingales et al., 1997).

As informacdes geradas, a partir da finalizagdo do sequenciamento, devem desvendar
uma enorme quantidade de informagdes sobre o ciclo de vida do parasito, as interagdes
parasito—hospedeiro e até sobre o impacto médico e social da doenca. Entretanto, a velocidade
com que as informacdes sdo geradas ¢ muito maior do que a velocidade na qual sdo
entendidas do ponto de vista bioldgico (Brandao, 2006).

Embora a transmissao da doenga de Chagas esteja sob controle em alguns paises da
América Latina, ainda é necessario obtermos mais respostas e ferramentas para o controle da
doenga, conhecer melhor as interagdes parasito—hospedeiro e desenvolver novas drogas para

um tratamento eficiente (Degrave et al., 1997).



1.2 Processamento de RNA e Controle da expressao génica
Todos os mRNAs contém dois tipos de regido: a regido codificante, que consiste em

uma série de cddons que representam a sequéncia de aminoacidos da proteina; e regides
adicionais nas extremidades 5’ e 3’ (Lewin, 2001), que sdo transcritas mas ndo sao traduzidas,
as chamadas regides 5’ e 3’ ndo traduzidas (5’ e 3’ untranslated regions ou UTR) (Brandao,
2006). As UTRs possuem elementos regulatorios que tém grande importancia na regulacao da
expressdo génica pods—transcricional, no processo de exportacdo do mRNA do nucleo,
estabilidade e meia vida do mRNA, na intera¢do com proteinas e com outras UTRs, além de
controlar a eficiéncia e razdo da tradugdo (Branddao & Jiang, 2009; Lawless et al., 2009;
Spence, 2009).

O tamanho de uma 5’UTR de T. cruzi ¢ limitado ao maximo de 20% do tamanho total
do transcrito, e 80% delas ¢ menor que 120 pb (Branddo & Jiang, 2009). Normalmente as 5’ e
3’UTRs possuem um tamanho médio de 81pb (variando de no minimo 11 e maximo 526
nucleotideos) e 334pb (variando de no minimo 17 e maximo de 2.847 nucleotideos),
respectivamente (Brandao & Jiang, 2009). Tém sido proposto que genes com pequenas UTRs
estejam associados a maiores niveis de expressdo génica, por ndo apresentarem estruturas
secundarias que afetariam sua regulagdo (Davuluri et al., 2000).

Os mecanismos de controle da expressdo génica e o processo de maturagdo do pré—
mRNA dos organismos pertencentes a ordem Kinetoplastida, envolvem mecanismos
distintos dos organismos chamados eucariotos superiores (Heras et al., 2007; Campos et al.,
2008). A maioria dos mRNA dos tripanosomatideos sdo sintetizados como precursores
policistronicos que serdo processados em um mRNA monocistronico maduro, através do
processo de trans-splicing e poliadenilagdo (Avila et al., 2003; Clayton & Shapira, 2007,
Heras et al., 2007; Campos et al., 2008, No¢ et al., 2008). Esse processamento compreende
duas clivagens do precursor policistronico, por meio de um aceptor, ou sitio de ligag¢do, o
dinucleotideo AG, que esta localizado imediatamente downstream ao trato de polipirimidina
(Clayton & Shapira, 2007; Campos et al., 2008). Além disso, um tipo de capeamento ¢
adicionado upstream a 5°UTR, uma sequéncia de aproximadamente 39 nucleotideos,
conhecida como sequéncia do Mini—Exon (Campos et al., 2008; Clayton & Shapira, 2007), e
uma cauda poliadenilada ¢ acrescida downstream a porgdo 3’UTR (Clayton & Shapira, 2007).

A Figura 1.1 mostra a composi¢ao de um mRNA maduro.
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Para sobreviver em diferentes ambientes, tecidos alvos e hospedeiros, o parasito deve
criar estratégias adaptativas, como remodelamento na arquitetura celular, transporte
intracelular, metabolismo primdrio (Field & Carrington, 2009) e a principal mudanca ¢ na
expressdo génica (Clayton & Shapira, 2007; Haile & Papadopoulou, 2007; Field &
Carrington, 2009). O genoma dos tripanossomatideos codifica para poucos fatores de
regulacao transcricional (Clayton & Shapira, 2007), portanto os mecanismos de expressao
génica sdo quase que exclusivamente regulados ao nivel pos—transcricional (Avila et al.,
2003; Campbel & Sturm, 2007; Clayton & Shapira, 2007; Campos et al., 2008; No¢ et al.,
2008;). As regides 5’ e 3’UTR dos mRNA possuem elementos envolvidos nesta regulacao

(Avila, 2003; Brandao, 2006; Campbel & Sturm, 2007).
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1.3 uORFs e a Traducdo do mRNA
Pequenas sequéncias codificantes (upstream Open Reading Frames ou uORF)

encontradas na regido 5’UTR do mRNA maduro sdo conhecidas por afetar a eficiéncia da
traducdo de muitos genes eucariotos (Hayden & Jorgensen, 2007; Neafsey & Galagan, 2007;
Ivanov et al., 2008; Rahmani et al., 2009). Essas uORFs sdo elementos de DNA definidos por
um codon iniciador na regido 5’UTR e um codon finalizador na mesma fase de leitura, e este
precedendo o final da ORF principal e contendo pelo menos nove nucleotideos incluindo o
codon finalizador (Calvo et al., 2009), como representado na Figura 1.1. Sdo elementos Cis
reguladores, comumente encontrados em certas classes de genes, incluindo dois ter¢os dos
oncogenes ¢ muitos outros genes envolvidos no controle do crescimento e diferenciagdo

celular (Davuluri et al., 2000; Morris & Geballe, 2000; Pickering & Willis, 2005).

Ivlini Exon B'TITE tepido codificarte principal ZITE cauda poliff)
[ Ir I ime I If |
AT I AT _ I AAAAS

Figura 1.1: Representacdo esquemdtica de um mRNA maduro de T. cruzi
contendo duas uORFs, uma completamente upstream (seta azul) e outra (seta
vermelha) sobrepondo-se a ORF principal (seta preta). Adaptado de Calvo et
al., 2009.

Kozak (1999) propds que as uORFs impediam a tradugdo de ORFs downstream apenas
para permitir a sua propria traducdo (Kozak, 1999). Atualmente, acredita—se que as uORFs
desempenham o controle da expressdo génica, impedindo a tradu¢dao de ORFs downstream
por meio de diversos mecanismos, entre eles: bloqueando o ribossomo pelo peptideo
codificado; paralisando o ribossomo, por este achar o codon finalizador da uORF; e induzindo
uma nonsense-Mediated Decay Pathway (NMD pathway), sistema que sinaliza transcritos,
com codons terminadores “prematuros”, para degradagdo (Vilela & McCarthy, 2003; Hayden
& Jorgensen, 2007; Matsui et al., 2007; Neafsey & Galagan, 2007; Ivanov et al., 2008; Saul et
al., 2009).

O nivel de expressdo de transcritos contendo uORFs ¢ muito mais baixo do que o de

transcritos que ndo as contém (Matsui et al., 2007). Estudos demonstraram que a presenca de
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uORFs pode afetar em 30% os niveis de mRNA e pode reduzir os niveis de proteina em 30 a
80% (Calvo et al., 2009). Tém sido demonstrado, também, que a eliminacdo desta uORF da
sequéncia do mRNA aumenta os niveis de tradugdo da proteina sem alterar os niveis de
mRNA (Morris & Geballe, 2000; Vilela & McCarthy, 2003).

Diversos organismos ja foram descritos contendo uORFs em seus transcritos, em
fungos, como Saccharomyces cerevisiae (Cvijovic et al., 2007) e Cryptococcus neoformans
(Neafsey & Galagan, 2007), em mamiferos como humanos e camundongos (Child et al.,
1999; Iacono et al., 2005; Calvo et al., 2009), em invertebrados como Drosophila
melanogaster (Hayden & Bosco, 2008), em plantas como Arabdopsis e arroz (Hayden &
Jorgensen, 2007; Nyiko et al., 2009) e em virus, como o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(Luukkonen et al., 1995), o Virus do Sarcoma de Rous (Donzé et al., 1995), o
Citomegalovirus Humano (Cao & Geballe, 1995) e o Virus da Hepatite B (Chen et al., 2005).

No modelo tipico da tradu¢ao, a subunidade ribosomal 40S ¢é recrutada para a estrutura
do mRNA e inicia a leitura a partir da regido 5'UTR até encontrar o primeiro codon AUG da
sequéncia (Kozak, 1999; Oyama et al., 2004). A regido flanqueadora ao codon AUG serve
como sinalizadora para a ligagdo do ribossomo e normalmente obedece a uma sequéncia
contexto pré—determinada (Donzé et al., 1995; Kozak, 1999). Essa sequéncia, em vertebrados,
¢ representada por 5’-GCCRCC-3’ imediatamente upstream ao codon AUG e por um G
imediatamente downstream, onde a presenga de uma adenina na posi¢do -3 torna a sequéncia
mais eficiente (Kozak, 1987, 1999). Em protozodrios, a sequéncia correspondente é conhecida
por 5’-AAA-3’ imediatamente upstream ao codon AUG e por um A/G imediatamente
dowstream (Cavener & Ray, 1991; Teixeira et al., 1999). O reconhecimento do codon AUG
se d4 por pareamento com o anticddon Met-tRNA (aminodcido Metionina ligado ao RNA
transportador) (Kozak, 1999; Hummel et al., 2009), seguida da juncdo da subunidade
ribosomal 60S, formando o complexo ribosomal, e inicio da sintese de proteinas (Vilela &
McCarthy, 2003; Oyama et al., 2004; Clayton & Shapira, 2007). A maioria das uORFs
presentes na regido 5’UTR devem ser traduzidas de acordo com este modelo (Kozak, 1999).

Sabe—se que os ribossomos eucariotos geralmente traduzem uma ORF por mRNA
(Hummel et al., 2009). Se um ribossomo inicia a tradu¢do de uma uORF, a capacidade para
reiniciar a tradugdo de uma ORF downstream ¢é fortemente influenciada pelo numero de
codons que ele atravessa antes de terminar a sintese do peptideo, ou seja, a habilidade em
reiniciar a traducdo esta fortemente ligada ao tamanho da uORF (Lukkonen, 1995; Kozak,

1999; Vilela & McCarthy, 2003; Hayden & Jorgensen, 2007). Propde—se que uORFs
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contendo tamanho inferior a 30 aminoacidos diminuam em 50% a tradu¢do da ORF principal
(Lukkonen et al., 1995; Vilela & McCarthy, 2003) e que uORFs contendo tamanho superior a
55 aminoacidos possam inibir totalmente essa tradugao (Vilela & McCarthy, 2003).

Cao & Geballe (1995) estudando o comportamento das uORFs no Citomegalovirus
Humano, observaram que a segunda uORF, das trés existentes em um gene que codifica uma
glicoproteina estrutural, reprimia a tradu¢ao da ORF principal e que esse efeito inibidor €
dependente tanto do contetido de aminoacidos codificados pela uORF quanto da sequéncia
contexto que existe nos arredores do cédon uAUG (Cao & Geballe, 1995). Outros estudos
observaram que esse efeito inibitério ndo dependia da sequéncia de aminoacidos da uORF
(Child et al., 1999; Hayden & Jorgensen, 2007; Zhang et al., 2009), mas sim da distancia
entre o coddon finalizador da uORF e o cddon iniciador da ORF principal (Child et al., 1999;
Hayden & Jorgensen, 2007). Evidéncia também confirmada por Luukkonen et al. (1995), que
demonstraram que uma distdncia menor que 37 nucleotideos pode afetar negativamente a
leitura do codon AUG seguinte e que o aumento dessa distancia fornece mais tempo para a
subunidade ribosomal 40S readquirir o Met-tRNA e reiniciar a traducdo eficientemente
(Lukkonen etal., 1995).

Apesar de existirem fortes evidéncias da traducdo de uORFs, a maioria delas deve ser
eliminada pela maquinaria da célula ou devem existir mecanismos na qual evitam a tradugdo
dessas uORFs pelos ribossomos (Oyama et al. 2004). Em eucariotos, existem elementos Cis
do tipo internal ribosomal entry sites (IRES) que permitem que os ribossomos encontrem o
codon AUG da OREF principal sem reconhecer o cédon AUG da uORF, ou deve existir outro
mecanismo que permite que o ribossomo ignore o cdédon AUG da uORF (Vilela & McCarthy,
2003; Oyama et al., 2004). Embora existam alguns mecanismos que evadem a tradugao dessas
uORFs, Oyama et al. (2004) acreditam que esses pequenos peptideos codificados por elas,

existam in vivo.

14



1.4 Genes em estudo

1.4.1 Antigeno de Superficie de 82 kDa (82kDa superface antigen)

Tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi podem invadir as células de seus hospedeiros
através da expressdo de antigenos estagio especificos, e alguns desses constituem alvos para a
resposta imune (Songthamwat et al., 2007). A glicoproteina de 82 kDaltons (GP 82) é uma
molécula de adesdo celular (Cordero et al., 2008), foi descrita em T. cruzi por Araya et al.
(1994) e esta envolvida no processo de entrada do parasito na célula do hospedeiro (Ramirez
et al., 1993; Araya et al., 1994), através da inducdo da resposta de célcio nas células alvo e no
parasito, evento imprescindivel para sua internalizagdo (Songthamwat et al., 2007; Cordero et
al., 2008). Além disso, estudos recentes demonstraram sua capacidade de se ligar a mucina
gastrica, caracteristica que a torna importante no estabelecimento da infec¢do pela rota oral
(Yoshida, 2009).

Estudos mostraram que a gp82 ¢ codificada por uma familia multigénica, distribuida por
todo o genoma do parasito, que ¢ expressa principalmente na forma tripomastigota

metaciclico (Araya et al., 1994; Gentil et al., 2009).

1.4.2 ATPasetipoP 1le2 (P-Type ATPase 1e2ou HAl e HA2)

Por ter de sobreviver em hospedeiros diferentes, vertebrado e invertebrado, este parasito
necessita de mecanismos de adaptagdo para resistir a condigdes ambientais tdo adversas, na
qual incluem importantes diferengas idnicas e de pH (Benchimol et al., 1998; Van der Heyden
& Docampo, 2002).

Formas epimastigotas, presentes no trato digestivo de insetos Reduviidae, encontram,
neste ambiente, pH acido (5,0 a 6,0) (Benchimol et al., 1998). Ja as formas tripomastigotas
sanguineos, presentes no sangue de seus hospedeiros vertebrados, encontram condi¢gdes de pH
proximo da neutralidade (pH 7,0 a 7,2) e concentragdes i0nicas controladas (sdédio 150mM e
potassio SmM). Ap0s sua entrada na célula, o tripomastigota ¢ exposto ao ambiente acido do
lisossoma (pH entre 4,5 a 5,5), o parasito, entdo, escapa do vacuolo parasitéforo e novamente
encontra ambiente proximo da neutralidade e concentragdes idnicas diferentes (potassio
135mM e sdédio baixo) no citoplasma da célula hospedeira, onde se tornara amastigota.
Portanto, deve desenvolver mecanismos para suportar a passagem por ambientes hostis (Van
der Heyden & Docampo, 2002).

A familia de proteinas ATPase tipo—P (adenosina trifosfato) constituem bombas de

prétons (Luo et al., 2002), localizadas na membrana plasmatica de fungos, plantas e de alguns
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protozoarios (Van der Heyden & Docampo, 2002; Vieira et al., 2005), responsaveis por
regular o pH do meio e controlar o potencial de membrana através do controle de entrada e
saida de ions (Vieira et al., 2005; Luo et al., 2006). A auséncia dessa proteina ATPase tipo—P
em células de mamiferos e sua presenga em células fungicas, fazem dela um alvo potencial
para o desenvolvimento de drogas para terapia antifungica, € uma proposta similar tem sido

feita para o T. cruzi (Vieira et al., 2005).

1.4.3 Proteina tipo ligadora de Quitina
A adesdo do epimastigota no epitélio intestinal do inseto ¢ um pré-requisito para a sua

diferenciagdo em tripomastigota metaciclico e envolve a interacdo entre o epitélio intestinal
do inseto e o parasito (Dallagiovanna et al., 2001; Avila et al., 2003). Alguns trabalhos
indicam que o parasito desenvolve mecanismos para facilitar a infeccdo através da producao
de moléculas (receptores) especificas que reconhecem ligantes adequados na membrana
celular do hospedeiro (Bonay & Fresno, 1995).

A quitina ¢ um componente importante da parede celular de fungos e do exoesqueleto de
muitos invertebrados (Raikhel & Lee, 1993) e esta presente no epitélio do intestino posterior
de triatomineos (Avila et al., 2003). Tem sido sugerido que a quitina, a quitosana e a heparina
sdo substratos naturais para a ligacdo dos parasitos a esse epitélio (Dallagiovanna et al., 2001).
As proteinas tipo ligadoras de quitina, descritas em T. cruzi por Dallagiovanna et al. (2001)
sdo codificadas por uma familia de genes com multiplas copias no genoma do parasito, e
contém um ou mais dominios ligantes de quitina em sua estrutura (Raikhel & Lee, 1993;

Dallagiovanna et al., 2001; Avila et al., 2003).

1.4.4 Retrotransposon
Elementos de transposi¢do sdo segmentos de DNA, presentes tanto em organismos

procariotos como em eucariotos, capazes de se movimentar através do genoma (Xiong &
Eickbush, 1988). Esta atividade ¢ mediada por intermediarios de RNA (Martin et al., 1995;
Olivares et al.,, 2002). Em eucariotos, estes elementos tém sido descritos como
retrotransposons (Xiong & Eickbush, 1988) e sdo vistos como progenitores de retrovirus ou
como descendentes deles, porém sem o gene do envelope (Eickbush & Jamburuthugoda,
2008).

Dois principais grupos de retrotransposons sdo conhecidos: long terminal repeat (LTR)
retrotransposons, que possuem longas sequéncias repetidas em suas por¢des terminais; € Non—
LTR retrotransposons, que ndo possuem sequéncias longas em suas porgdes terminais, no

entanto contém uma sequéncia poliadenilada em sua regido terminal 3' (Du et al., 2006).
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Estudos demonstraram a presenga de um non-LTR retrotransposon em T. cruzi,
denominado L1Tc, descrito por Martin et al. (1995), que ¢ distribuido por todo o genoma do
parasito em grande niimero de copias (Martin et al., 1995; Olivares et al., 1997, 2002), e ¢
transcrito em todos os estagios do ciclo de vida do parasito (Heras et al., 2007). O gene da
L1Tc codifica proteinas com atividades de endonuclease, transcriptase reversa ¢ RNAse H, e
acredita—se que esteja envolvido na geragao e manutencao de estruturas génicas em tandem,

assim como na regulacdo da expressdo génica (Heras et al., 2006, 2007).

1.4.5 Ferredoxina NADP+ Oxidoreductase (Adrenodoxin)

Ferredoxina NADP oxidoreductases (FNR) sdo enzimas pertencentes a grande familia
das flavoenzimas (flavoproteinas), que catalisam a transferéncia de elétrons entre um
carreador de elétrons, o NADP(H), e carreadores de um unico elétron, como ferredoxinas e
flavodoxinas (Girardini et al., 2002; Thomas et al., 2006). Os processos metabdlicos na qual
as FNR estdo envolvidas sdo: fotossintese, redu¢cdo do nitrogénio e hidrogénio, desnaturagao
de 4cidos graxos, metabolismo de esterdides e resposta ao stress oxidativo (Carrillo &
Ceccarelli, 2003; Aliverti et al., 2008). Estdo presentes em uma ampla variedade de
organismos, como plantas, algas, bactérias e animais (Gummadova et al., 2007). Baseado na
comparacdo de suas sequéncias, essas enzimas podem ser classificadas em dois grupos,
incluindo enzimas tipo mitocondriais e enzimas de plantas (Girardini et al., 2002).

Foi identificado por Girardini et al. (2002), uma FNR em Schistosoma mansoni, e outros
estudos realizados pelo mesmo grupo, em 2005, demonstrou tolerancia dessa FNR quando
submetido a estresse oxidativo (bactérias Eschirichia coli) similarmente a tolerdncia
observada em plantas. Kimata-Ariga et al. (2007) identificaram uma FNR no protozoario
Plasmodium falciparum, que provavelmente esta associada ao sistema de trocas de elétrons no

complexo apical.

1.4.6 RNA Helicase
As RNA Helicases sao um grupo de enzimas pertencentes a uma familia com uma

sequéncia de aminoacidos caracteristica e altamente conservada, Acido Aspargico—Acido
Glutamico—Alanina—Acido Aspargico, caracterizando os aminoacdos “D” “E” “A” “D”,
também chamados de “DEAD-box protein family”. Sido responsaveis, principalmente, pelo
desenrolamento de estruturas de RNA dupla fita para a realizacdo de diversos processos
génicos. Genes codificando sequéncias altamente homdlogas a RNA Helicases tém sido
descritas em uma ampla gama de organismos, incluindo virus, bactérias e organismos

eucariotos (Schmid & Linder, 1992; Diaz-Afel et al., 2000; Marchat et al., 2008). Esta
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envolvida em diversas fun¢des celulares, incluindo o splicing de RNA, inicio da tradugao,
processamento do rRNA (RNA ribosomal), processo de exportacio do mRNA do ntcleo,
edicdo e degradacdo do mRNA (Schmid & Linder, 1992; Liiking et al., 1998; Diaz-Afiel et
al., 2000; Carpousis et al., 2008), assim como embriogénese e espermatogénese (Schmid &
Linder, 1992).

Em tripanosomatideos, genes putativos de RNA Helicases tém sido descritos. Missel et
al. (1995), descreveram um novo membro da “DEAD-box protein family”, denominado
Hel64, em Trypanosoma brucei (Missel et al., 1995). Diaz-Afel et al. (2000) descreveram um

gene putativo de RNA Helicase, denominado HelTc, presente em tripomastigotas de T. cruzi.

1.4.7 Caseina Quinase
As Caseina Quinases sdo proteinas pertencentes a familia de proteinas quinases

serina/treonina, comum a todas as células eucarioticas (Calabokis et al., 2002; Spadafora et
al., 2002). Sao conhecidas por regular a via de transdugdo de sinal e trafego de vesiculas nas
células (Calabokis et al., 2002; Doerig et al., 2002; Donald et al., 2005), além disso, tém
habilidade em fosforilar proteinas tal como componentes do citoesqueleto, enzimas
metabolicas e proteinas envolvidas na tradu¢do do mRNA (Spadafora et al., 2002).

Calabokis et al. (2002) identificaram proteinas com atividade de caseina quinase em T.
cruzi. As Caseina Quinases dos protozoarios sdo classificadas, baseando—se na sua estrutura
primaria, em caseinas quinases 1 (CK1) e caseinas quinases 2 (CK2) (Doerig et al., 2002). Em
T. cruzi, a CK1 ¢ representada por duas isoformas CK 1,1 (TcCK1,1) ¢ CK 1,2 (TcCK1,2); ¢
seus genes estdo presentes no genoma como duas copias e em multiplas copias,
respectivamente. As isoformas de CK1 possuem uma inser¢do de trés residuos no sitio
catalitico da proteina, ndo descrito no resto da familia; essa inser¢do pode explicar algumas
diferencgas bioquimicas encontradas em TcCK1,1. A presenca dessa inser¢cao faz com que essa
isoforma seja considerada um alvo para o desenvolvimento de novas drogas, que afetariam

somente o parasito € ndo o hospedeiro humano (Spafora et al., 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

Admitindo—se que a epidemiologia da doenca de Chagas sofreu marcada mudanca desde
a sua descoberta, a procura por novas ferramentas para diagnostico e controle se torna
necessaria. As metodologias atualmente disponiveis para diferenciacdo das populacdes de T.
cruzi geram, muitas vezes, resultados de dificil interpretagdo, sdo trabalhosas ou de alto custo.
Este projeto se propde a usar informagdes disponiveis sobre o genoma desse parasito e gerar
novas informacgdes, para criar ferramentas alternativas para a diferenciacdo das populagdes
desse parasito. Por ser esta uma proposta que envolve andlise e padronizacdo de
metodologias, entende—se que ira, também, ampliar a gama de metodologias para estudo de
questdoes fundamentais envolvendo parasitas protozoarios, principalmente aqueles com
importincia para a saude publica.

No que concerne as uORFs, sabe-se que as mesmas apresentam atividade funcional, seja
sob a agdo da propria sequéncia nucleotidica ou por efeito da sua traducdo em pequeno
peptideo. Sendo entdo sequéncias funcionais e parte integrantes de um RNA mensageiro,
espera-se que a sua sequéncia nucleotidica ou peptideo por elas codificada, sejam conservadas
quando se comparam diferentes populagdes de um mesmo organismo. Considerando o atual
conhecimento sobre a estrutura populacional de T. cruzi, o qual pode ser dividido em duas
linhagens filogeneticamente distintas ou trés grandes grupos populacionais (Tcl, Tcll e ZII),
a analise da sequéncia nucleotidica de uORFs em isolados tipicos destas populagdes podera
apontar uma potencial funcdo/atividade destes pequenos peptideos, caso os mesmos sejam
conservados em estrutura e sequéncia. Adicionalmente, uma nova rota de analise funcional de
regides nao traduzidas (UTRs) serd estabelecida no ambito da diversidade populacional em T.

cruzi.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

= Avaliar o grau de conservagdo das sequéncias das upstream Open Reading
Frames (uORFs) e seu potencial como marcador molecular das populagdes de

Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos Especificos

= Sequenciar e determinar a composi¢do de uORFs de sete genes selecionados em
cepas dos 3 grupos populacionais de T. cruzi.

= Comparar as sequéncias obtidas das uORFs nas cepas selecionadas.

* Analisar as mutagdes das uORFs considerando a divergéncia filogenética das

populagdes de T. cruzi.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sequéncias
Genes previamente selecionados, foram obtidos no banco de sequéncias do National

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O critério de selecdo
adotado foi a presenca da 5’UTR definida experimentalmente (anédlise de mRNA ou cDNA) e

pelo menos uma uORF neste segmento do gene.

4.2 Desenho dos Iniciadores
Para a realizacdo do desenho dos pares de iniciadores fez—se uma busca de sequéncias

gendmicas de T. cruzi no banco de sequéncias do Gene DB (http://www.genedb.org/) e
procurou—se sequéncias idénticas as sequéncias dos genes escolhidos anteriormente.

O critério para o desenho dos pares de iniciadores foi amplificar uma regido que
contivesse a regido 5S’UTR inteira, o possivel sinal de trans-splicing e sitio de trans-splicing,
presentes na regido intergénica, ¢ uma pequena parte da regido codificante principal. O
iniciador forward foi desenhado em uma regiao levando—se em conta o numero de bases da
regido 5’UTR adicionados de 50% seu niimero de bases. O iniciador reverse foi desenhado no
inicio da regido codificante principal, uma regido conservada entre as cepas, que garantisse a

amplificacdo, conforme Figura 4.1.

tegiio interginica SUTR tegiio codificants princdpal
[
I e ATk [
L s —- |
ulEF uEF
—_— <
wnciador itciad ot
Josward FEREEIE

Figura 4.1: Representacdo esquematica do critério de desenho
dos pares de iniciadores. S&o mostradas na figura duas UORFs
(setas azul e vermelha), ORF principal (bloco preto), e par de
iniciadores (seta verde).

As sequéncias dos iniciadores estdo representadas no Anexo I (Tabela I), assim como os
numeros de acesso das novas sequéncias obtidas no Gene DB e o tamanho esperado dos

fragmentos que deverdo ser amplificados através da PCR.
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Os iniciadores foram desenhados com um tamanho de 20 bases e foram sintetizados por
Integrated DNA Technologies (IDT). Foram diluidos a uma concentragcdo de 100 uM (solugdo
estoque) com uma solugcdo de TE 1X e diluidos a uma concentracdo de 10 uM (solucdo de

uso). Todos os iniciadores foram armazenados a -20°C.

4.3 Parasitos
O critério para escolha das cepas de T. cruzi foi a obtencdo de pelo menos um

representante de cada linhagem do parasito e conforme sua disponibilidade para cultivo in
vitro no laboratorio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas do I0OC-Fiocruz. Manteve—se os
parasitos em meio axénico Brain Heart Infusion (BHI) (BD Diagnostic Systems lote
5070657) acrescido de 10% de soro bovino fetal (Gibco lote 1260905), por repiques a cada
cinco a sete dias e mantidos a temperatura de incubagao de 27,5° C (£ 0,5° C) em estufa. As
cepas inicialmente utilizadas no trabalho foram: Dm28c (Tcl), Y (Tcll), CL Brener (Tcll) e
INPA4167 (ZI1I), conforme Anexo I (Tabela II).

Apo6s andlises dos primeiros resultados, optou-se por acrescentar mais cepas e isolados

ao trabalho, conforme Anexo I (Tabela II).

4.4 Extracdo de DNA

A cultura de células, no final da fase log de crescimento, foi centrifugada a 2.500
rotagdes por minuto (rpm), na centrifuga Sorvall Super 21 (rotor SL-50T), a 4° C, durante 10
minutos. A massa de células foi ressuspendida com PBS (phosphate buffer saline) pH 7,2,
transferida para tubos de 1,5 mL, seguida a extracio de DNA com DNAzol® Reagent
(Invitrogen Life Technologies). Na técnica foram utilizados 1,0 mL de DNAzol Reagent para
cada 1 a 3x10” células. Apds homogeneizagio com micropipeta, o tubo foi centrifugado em
microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5417R numero série 0024416) a 4.000 rpm, durante
10 minutos, a 4°C. Adicionou—se 500 pL de etanol absoluto (Proquimios lote 08/0185) para
cada 1,0 mL de DNAzol adicionado, verteu—se o tubo varias vezes por inversao e incubou-se,
a temperatura ambiente, durante 3 minutos. Apds centrifugacdo de 4.000 rpm por 3 minutos, a
4°C, verteu—se (descartou-se) o sobrenadante por inversdo. Lavou—se, duas vezes, com 1,0
mL de etanol 75%, homogeneizou-se por inversao varias vezes e centrifugou—se, a 4.000 rpm,
a 4°C, durante 3 minutos, nos intervalos das lavagens. Verteu—se o sobrenadante e incubou—
se, a temperatura ambiente, até secar completamente. Ressuspendeu—se o DNA com 100 pL

de NaOH (Hidroxido de Sédio) 8 mM, e armazenou-se a -20°C.
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4.5 Extracdo de RNA

A cultura de células, no final da fase log de crescimento, foi centrifugada a 2.500 rpm, a
4 °C, durante 10 minutos. A massa de células foi ressuspendida com PBS pH 7,2, transferidas
para tubos de 1,5 mL, seguida a extragio de RNA com Trizol® Reagent (Invitrogen Life
Technologies). Na técnica foram utilizados 1,0 mL de Trizol Reagent para cada 5 a 10x10°
células. Apos homogeneizagdo com micropipeta, incubou—se, a temperatura ambiente, durante
5 minutos com o reagente Trizol. Adicionou—se 200 pL de cloroférmio (Vetec lote 003542)
para cada 1,0 mL de Trizol adicionado. Apds homogeneizar, vigorosamente, por inversao
durante 15 segundos, incubou—se, a temperatura ambiente, por 3 minutos. Centrifugou—se a
12000 g, durante 15 minutos, a 4 °C. Foram observadas 3 fases distintas: fase organica
(coloragdao vermelha), interfase e fase aquosa. Transferiu—se a fase aquosa para um tubo de
1,5 mL limpo, e adicionou—se 500 pL de alcool isopropilico (Sigma lote 100k3641) para cada
1,0 mL de Trizol adicionado. Apos incubagdo, a temperatura ambiente, durante 10 minutos,
centrifugou—se a 12000 g, durante 10 minutos, a 4 °C. Verteu—se o sobrenadante por inversao.
Lavou-se com 1,0 mL de etanol 75%, homogeneizou—se em agitador (vortex) (Scientific
Industries G-560 numero de série 2-397103) e centrifugou—se a 7500 g, durante 5 minutos, a
4 °C. Verteu—se o sobrenadante ¢ incubou—se, a temperatura ambiente, até completa secura.

Ressuspendeu—se o0 RNA com 100 puL de dgua livre de RNAse, e armazenou—se a -20°C.

4.6 Quantificacdo de DNA e RNA

As quantificacdes de DNA e RNA foram realizadas em espectrofotometro Amersham
Biosciences Ultrospec 1.100 Pro e Gene Quant Pro, nas concentragdes de pg/ulL e ng/uL,

respectivamente.

4.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase
A técnica foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradiente, conforme o

seguinte programa de temperaturas: temperatura de desnaturacdo da dupla fita de DNA, 94 °C
por 5 minutos; 30 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 30
segundos, ¢ 72 °C por 10 minutos. A padronizacdo foi realizada com clone CL Brener, na
concentracdo de 100ng de DNA por reagao.

Os reagentes utilizados para a rea¢do foram: 1 pL de cada iniciador especifico a 10 pM,
2 uL de Deoxinucleoside Triphosphate SmM (Roche lote 12720700) (ANTP), 5 uL de 10X
PCR Buffer minus Mg, e 1 uL de Tag DNA Polymerase 5U/uL (Invitrogen lote UP8B1Db);
agua Milli-Q q.s.p. 50 uL. Para os pares de iniciadores gp82, ATPase, RNA Helicase, Caseina

23



Quinase, Ferredoxina foram utilizados 2 mM de cloreto de magnésio, para os pares de
iniciadores Proteina ligadora de quitina e Retrotransposon a concentracdo de cloreto de
magnésio foi ajustada para 1,0mM e 3,0mM, respectivamente.

A eletroforese em gel de Agarose a 1,5 %, corado com brometo de etideo, seguida de
exposicdo a luz Ultravioleta (U.V.) permitiu a visualizagdo dos fragmentos. A foto

documentacao foi realizada no GelDoc System da BioRad.

4.8 RT-PCR (Reverse Transcriptase—Polymerase Chain Reaction)
A RT-PCR ¢ normalmente utilizada para determinar o padrao de expressdao de um gene.

Primeiramente a molécula de RNA ¢ convertida em uma molécula fita simples de cDNA
(DNA complementar), através da transcricdo reversa, ¢ entdo ¢ realizada a PCR padrao
(Brown, 2003)

Para a constru¢do do cDNA foram utilizados 5 ng de RNA, 100 ng de iniciadores
aleatorios (Invitrogen lote 501363), 5 mM de dNTP (Roche lote 12720700), agua Milli-Q gsp
para 25 pL. Incubou—se a 65°C durante 5 minutos. Adicionou—se 4 plL de 5X First Strand
Buffer e 2 uL DTT 0,1M e incubou-se a 37 °C durante 2 minutos. Adicionou—se 1 pL de
enzima M_MLYV Reverse Transcriptase 200 U/uL (Invitrogen lote 486090), e incubou—se a
25 °C durante 10 minutos. Seguiu—se com incubagdes, a 37 °C durante 50 minutos e 70 °C
durante 15 minutos. Como controle negativo da reagdo, realizou—se uma reacdo cuja amostra
de RNA foi adicionada, mas ndo a enzima M_MLYV Reverse Transcriptase.

A PCR seguiu—se no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradiente, conforme o
seguinte ciclo de temperaturas: 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 55
°C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos; e 72 °C por 10 minutos. O iniciador forward
utilizado foi o Mini Exon 2 (5’-CGCTATTATTAGAACAGTTTCT-3’) e iniciador reverse
especifico (iniciadores anteriormente descritos) nas concentragdes de 10uM.

Utilizou—se um controle positivo da reacdo de PCR em todas as reagdes. O iniciador
CALS (5’-GGAGATCTGCTCGTTGGACA-3’) combinado com o iniciador Mini Exon 2, nas
concentragdes de 10uM, foi o escolhido para realizagdo deste controle. A amostra de cDNA

do clone CL Brener foi adotada como padrao.
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4.9 Purificacdo de Produtos de PCR

A purificagdo dos produtos de PCR foi realizada através de dois kits diferentes
conforme disponibilidade no laboratério. No kit Wizard® SV Gel and PCR Clean—Up System
(Promega lote 273172), adicionou—se a Membrane Binding Solution na mesma proporgao de
produto de PCR. Transferiu—se a mistura para uma coluna, que estava dentro de um tubo
coletor, incubou—se por 1 minuto e centrifugou—se a 16.000 g durante 1 minuto. Removeu—se
a coluna do tubo coletor e desprezou—se o liquido do tubo. Recolocou—se a coluna no tubo
coletor e adicionou—se 700 uL. de Membrane Wash Solution (anteriormente diluida em etanol
95 %). Centrifugou—se a 16.000 g durante 1 minuto, esvaziou—se novamente o tubo coletor.
Repetiu-se a etapa de lavagem com 500 puL da solugdo, centrifugou—se a 16.000 g durante 5
minutos, esvaziou-se o tubo coletor. Centrifugou-se novamente a micro coluna, a 16.000 g
durante 1 minuto, para completa remo¢ao da solucdo de lavagem. Transferiu-se a micro
coluna para um tubo de 1,5 mL e adicionou-se 50 uL de 4gua livre de nucleases, proveniente
do kit, incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 16.000 g durante 1
minuto, desprezou-se a coluna e estocou-se o produto de PCR purificado a -20 °C.

No kit GFx PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE HealthCare lote 354746),
adicionou-se 500 pL. de Tampao de Captura Tipo 2 ao tubo contendo o produto de PCR,
homogeneizou-se. Transferiu-se a mistura para uma coluna, que estava dentro de um tubo
coletor, e centrifugou-se a 16.000 g durante 30 segundos. Removeu-se a coluna do tubo
coletor e desprezou-se o liquido do tubo. Recolocou-se a coluna no tubo coletor e centrifugou-
se novamente a 16.000 g durante 30 segundos. Removeu-se a coluna do tubo coletor e
desprezou-se o liquido do tubo. Recolocou-se a coluna no tubo coletor. Adicionou-se 500 pL.
do Tampao de Lavagem Tipo 1. Centrifugou-se a 16.000 g durante 30 segundos, esvaziou—se
novamente o tubo coletor. Transferiu-se a micro coluna para um tubo de 1,5 mL e adicionou-
se 50 uL de Tampao de Elui¢ao Tipo 4 ou 6, proveniente do kit, incubou-se por 1 minuto a
temperatura ambiente. Centrifugou-se a 16.000 g durante 1 minuto, desprezou-se a coluna e
estocou-se o produto de PCR purificado a -20°C. A eletroforese em gel de Agarose a 1,5%,
corado com brometo de etideo, seguida de exposi¢do a luz Ultravioleta (UV) permitiu a

visualizag¢ao dos fragmentos da purificagao.
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4.10 Clonagem Génica
Para a clonagem génica utilizou-se o kit pGEM®- T Easy Vector System | (Promega

nimero do lote 267483). Apo6s quantificagio do DNA dos produtos de PCR, em
espectrofotometro, os calculos foram realizados para verificar a quantidade de produto de

PCR purificado que deveria ser adicionado a etapa de Ligacdo, conforme a seguinte formula:

Fling vaier rolmrere de garee g Busep de frogments (k5]

3
3 = = Erontidade de Inserto enn ng

Quantidade de DNA no produto de PCR em ng 1uL
Quantidade de inserto em ng X

4.10.1 Preparacdo de Células Quimicamente Competentes
A preparagdo de células competentes foi realizada utilizando o protocolo de Cloreto de

Calcio segundo Sambrook et al., 1989. Realizou-se o crescimento de células E. coli da
linhagem TOP10 (Invitrogen Life Tecnologies) em placas de Petri contendo meio LB (Luria-
Bertani) (USB lote 107013) adicionado de 20% de Agar, durante 18 horas, a 37°C. Apos
incubacao, transferiu-se uma coldnia (2 a 3 mm de didmetro) para 100 mL de meio LB liquido
em um frasco de 1 L. Incubou-se por 3 horas, a 37°C, com agitagdo para crescimento das
células. O monitoramento do crescimento foi realizado a cada 30 minutos através da
quantificaco espectrofotométrica das células, até a concentracio de 10® células/mL.
Transferiu-se a cultura para dois tubos de 50 mL e incubou-se, em gelo, durante 10
minutos. Centrifugou-se a 4.000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C. Desprezou-se o
sobrenadante e colocou-se os tubos na posi¢do vertical para remog¢do do excesso de meio,
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se as células com 10 mL de CaCl,
0,1 M gelado e incubou-se em gelo. Centrifugou-se as células a 4.000 rpm, durante 10
minutos, a 4 °C. Novamente desprezou-se o sobrenadante e colocou-se os tubos na posicao
vertical para secagem, durante 1 minuto a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se as células
com 2 mL de CaCl, 0,1 M gelado adicionado de 20 % de Glicerol 100 %, distribuiu-se 100

uL das células em tubos de 1,5 mL limpos. As células foram estocadas a -70 °C.

4.10.2 Etapa de Ligacéo
Foram utilizados 5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, 1 pL de pGEM®-T Easy Vector, 1

uL de T4 DNA Ligase, agua Milli-Q g.s.p. 10 pL, em todas as reagdes. Foram utilizados 1 ou

2 uL de produto de PCR purificado para cada reagdo, conforme dosagem realizada. Para o
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controle positivo da reacao foram utilizados, além dos reagentes citados anteriormente, 2 puL
de Control Insert DNA; e como controle negativo utilizou-se 2 pL de agua Milli-Q. Incubou-

se a 4 °C durante 12 horas.

4.10.3 Etapa de Transformacéao
Adicionou-se 2 pL do produto da etapa anterior ao tubo contendo células competentes.

Homogeneizou-se gentilmente com micropipeta e incubou-se durante 2 minutos em gelo.
Uma incubagao a 42 °C por 1 a 3 minutos, e outra incubagdo em gelo por 2 minutos, foram
realizadas para produzir um choque térmico necessario para despolarizar a membrana das
células competentes e permitir a entrada do plasmideo na célula (Panja et al., 2006).
Adicionou-se 950 pL de meio LB adicionado de 100 pg/mL Ampicilina, a temperatura
ambiente, ¢ homogeneizou-se gentilmente. Incubou-se a 37 °C, com agitacao, durante 1 hora,
para permitir a expressdo do gene que codifica resisténcia ao antibiotico (p-lactamase)
presente no plasmideo (Panja et al., 2006). Apds incubagdo, centrifugou-se os tubos a 1.000 g
durante 10 minutos e desprezou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se as células com 200 pL
de meio LB adicionado de 100 pg/mL de Ampicilina, e homogeneizou-se gentilmente com
micropipeta. Adicionou-se 100 uL dessa suspensdo em duas placas de Petri contendo meio
LB adicionado de Agar, anteriormente preparado com X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-
galactopiranosideo), um andlogo da lactose que ¢ degradado em um produto de cor azul
escuro na presenca de B-lactosidase (Brown, 2003). Semeou-se com pérolas de vidro até
completo espalhamento da suspensdo de células. Incubou-se as placas durante 24 horas, a 37
°C em estufa.

Apoés incubacdo, verifica-se a presenga de colonias de bactérias azuis e brancas,
indicando a presenga de bactérias ndo recombinantes (formado por células que sintetizam a f3-
galactosidase) e recombinantes (com o gene lacZ’ interrompido e incapazes de produzir -
galactosidase), respectivamente (Brown, 2003). Coletou-se, com alga de platina, colonias
brancas isoladas e semeou-se em 3,0 mL de meio LB liquido adicionado de 100 pg/mL de
Ampicilina. Incubou-se durante 24 horas a 37 °C. Realizou-se também, a coleta e semeadura
de coldnias azuis, para posterior comparacao em gel da eficiéncia da etapa de ligagao.

Apoés incubagdo, centrifugou-se 1.000 g, durante 5 minutos, e desprezou-se o

sobrenadante. Deixou-se os tubos abertos até completa secura, a temperatura ambiente.
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4.10.4 Extracao e Purificagdo do DNA plasmidial
Foi utilizado o kit Wizard® Plus SV Minipreps-DNA Purification System (Promega lote

260205), que utiliza a desnaturagdo alcalina para separar os DNAs conformacionalmente
diferentes. Ressuspendeu-se as células com 250 uL de Cell Resuspension Solution e
homogeneizou-se gentilmente com micropipeta. Adicionou-se 250 uL. de Cell Lysis Solution e
homogeneizou-se por inversdo 4 vezes. Adicionou-se 10 uL de Alkaline Protease Solution e
homogeneizou-se por inversao 4 vezes.

Incubou-se durante 5 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se 350 pL de
Neutralization Solution e homogeneizou-se por inversao 4 vezes. Centrifugou-se a 14.000 g
durante 10 minutos. Transferiu-se, entdo, o sobrenadante contendo DNA plasmidial para uma
micro coluna no interior de um tubo coletor. Centrifugou-se a 16.000 g durante 1 minuto,
removeu-se a coluna do tubo coletor e desprezou-se o liquido do tubo. Recolocou-se a coluna
no tubo coletor. Adicionou-se 750 pL de Column Wash Solution (anteriormente diluido em
etanol 75 %) e centrifugou-se a 16.000 g durante 1 minuto. Removeu-se a coluna do tubo
coletor e desprezou-se o liquido do tubo. Recolocou-se a coluna no tubo coletor. Repetiu-se a
etapa de lavagem com 250 uL da solucdo e centrifugou-se a 16.000 g por 1 minuto. Retirou-
se a coluna do tubo coletor e colocou-se em tubo de 1,5 mL limpo. Adicionou-se 60 pL de
agua livre de nuclease no interior da coluna e incubou-se durante 1 minuto, a temperatura
ambiente. Centrifugou-se a 16.000 g durante 1 minuto, desprezou-se a coluna e estocou-se 0

DNA plasmidial purificado a -20 °C.

4.11 Sequenciamento de DNA

Para a reagdo de sequenciamento utilizou-se o Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems lote 0608154). Na reagao foram utilizados entre 200 e
500 ng de DNA plasmidial ou entre 3 a 10 ng de produto de PCR, conforme instrugdes do
fabricante. Os reagentes utilizados foram: Sequencing Buffer 5X, Big Dye Terminator v 3.1.
Os iniciadores utilizados foram: Forward T7 (5’-TAATACGACTCACTATAGGGCGA-3") e
Reverse SP6 (5’-TTCTATAGTGTCACCTAAAT-3") na concentragdo de 3,2 uM, em reagdes
separadas para DNA plasmidial ou iniciadores especificos para produtos de PCR,
respectivamente.

A reagdo seguiu-se no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradiente, conforme o
seguinte programa de temperaturas: 40 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 50 °C por 5

segundos e 60 °C por 4 minutos.
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As etapas seguintes de precipitacdo e eletroforese foram realizadas pelo servico de
sequenciamento da Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, sequenciador
Applied Biosystems 48-Capilar ABI 3730 (Otto et al., 2007) e pelo Laboratorio de Virus
Respiratorio e do Sarampo (sequenciador Applied Biosystems 3130XL).

4.12 Analise dos fragmentos sequenciados
Foi realizada uma busca por meio da ferramenta Basic Local Aligment Search Tool

(BLAST) no banco de sequéncias do NCBI, para comparar a similaridade das sequéncias

nucleotidicas obtidas nesse estudo com as sequéncias depositadas nesse banco de sequéncias.
Para andlise das sequéncias foi utilizado o programa MEGA versdo 4 (Tamura et al.,

2007), e para a analise de uso de cédons pelas uORFs foi utilizado o programa Emboss versao

1.5 do European Molecular Biology Open Software Suite (EMBOSS) (Rice et al., 2000).

4.13 Digestdo com enzimas de restricao
As digestdes enzimaticas foram realizadas com enzimas disponiveis no laboratério e que

sabidamente continham o sitio de restri¢ao nas sequencias analisadas. Adicionou — se 1 U das
enzimas para cada 1 pg de DNA (Produto de PCR) com volume final da reacao de 50 pL.
Adicionou—se os tampdes especificos conforme especificagdes do fabricante. Adicionou—se
100 pg/mL de albumina soro bovino a reacdo da enzima Taq I. Incubou—se a 37 °C durante
seis horas para as reades utilizando as enzimas Msp I e Hae III, e a 65 °C durante seis horas
para as reagdes utilizando a enzima Taq I. A eletroforese em gel de Agarose a 1,5 %, corado
com brometo de etideo, seguida de exposicao a luz Ultravioleta (UV) permitiu a visualizagao

dos fragmentos.
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5 RESULTADOS

5.1 Genes em estudo

5.1.1 Selecdo dos genes contendo uORFs no genoma de T. cruzi
Analises prévias realizadas com UTRs dos genes de T. cruzi detectaram a presenga de

uORFs na 5’UTR de alguns genes (Adeilton Branddo, comunicagdo pessoal). Com base nesta
informacao, foram selecionados sete genes com as caracteristicas desejadas para o estudo.
Verificou-se que as 5’UTRs desses genes possuem tamanho médio de 202 pb, variando de
116 a 312 pb.

O critério para analise das uORF foi conter 1 codon iniciador, pelo menos um
aminodcido na sequéncia peptidica, ¢ um codon finalizador. Foram identificadas 16 uORFs,
com tamanho médio de 12 aminodcidos, variando de 2 a 23 aminoacidos. Os genes
escolhidos, seus numeros de acesso no GenBank-NCBI, ¢ informacdes sobre as uORFs estao

na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Lista de genes estudados e informacdes sobre suas UORFs. O cddon finaizador néo foi incluido
na contagem para determinar o tamanho das uORFs; posicao +1 é a Adenina do cddon iniciador da ORF
principal. nt: nucleotideos, aa: aminoacidos.

Gene Numero Cepa Tamanho do  Tamanho Numero Tamanho  Localizacdo
de Acesso utilizada transcrito da 5’UTR  de uORFs das das uORFs
(bases) (bases) uORFs (nt)
(aa)
T. cruzi 82 KDa L14824 G 2140 230 uORF1 6 -226...-206
superface mRNA
up uORF2 3 217...-206
82
(ep82) uORF3 7 -117...-94
uORF4 9 -67...-38
uORF5 16 -5...146
T. cruzi proton AF254412 Y 3861 312 uORF1 13 -269...-228
motive P-Type
ATPase 1 and uORF2 23 -165...-94
proton motive P- uORF3 11 -11..425
Type 2
(ATPase)
T. cruzi Chitin AF310255 Dm28c 508 188 uORF1 2 -149...-141
Binding-like Protein
1 MRNA uORF2 22 -72...-4
(Proteina ligadora de UORF3 8 -30...-4
Quitina)
T. cruzi putative pré-  AF117891  Tulahuen 2878 116 uORF1 7 -91...-68
mRNA splicing
factor ATP-
dependent RNA
Helicase gene
(RNA Helicase)
T. cruzi Casein AF274060 CL Brener 1309 216 uORF1 15 -213...-166
Kinase 1.1 mRNA
(Caseina Quinase)
T. cruzi Ferredoxin-  AY20600  CL Brener 2004 130 uORF1 11 -50...-15
NADP+ Reductase 9
mRNA
(Ferredoxina)
T. cruzi mRNA for X83098 Tulahuen 985 222 uORF1 22 -164...-96
Non-LTR ORF2 18 152..-96
Retrotransposon v LT
(Retrotransposon)
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5.1.2 Sequéncias e UORFs
As sequéncias nucleotidicas das 5’UTRs dos 7 genes escolhidos (sequéncias disponiveis

no banco de sequéncias NCBI) estdo representadas por figuras nesta secdo, conforme a
seguinte legenda: em verde o cddon iniciador, em azul os cédons que compde o peptideo da
uORF, em rosa o codon finalizador das uORFs e em vermelho o cddon iniciador da regido

codificante principal. A: Adenina, C: Citosina, G: Guanina, T: Timina.

5.1.2.1 Regido 5’ Nao Traduzida do gene gp82
Verifica-se a presenga de cinco uORFs na 5’UTR do gene gp82. Observa-se que a

uORF1 sobrepde-se a uORF2, estdo na mesma fase de leitura e deste modo utilizam o mesmo
cddon finalizador. A uORFS5 sobrepde-se a regido codificante principal, modificando sua fase

de leitura (Figura 5.1).

Eopdd

SCAAT TAATTAAGCCGACTTCTTCTGC TG TTGTT
GG GAGTACATTGACTCTTCGT GG GATTGGTTCACTCTTGTTG AL AAGGTGA
GTGAAAGTAC TAGTAAAGCGGAGGGAA LD

GOGAATTTGG TAAGGGUAATALGG
TGTTTCTTCTTGTGGGALAGCT ATG

TGA-3T

Figura 5.1: Sequéncia nucleotidica da 5’UTR e alguns nucleotideos da regido codificante
principal do gene gp82, mostrando as UORFs existentes.

5.1.2.2 Regido 5’ Ndo Traduzida do gene ATPase
Trés uORFs foram observadas na 5’UTR do gene ATPase. Observa-se que a uORF3

sobrepoe-se a regido codificante principal, modificando sua fase de leitura (Figura 5.2).

=4 TPase
S AAGCAAACGAACGACATTTGACAAACGG TGTCTAGTAALAAAGAN
TAALALMGCAGUCTGAMAG

GAAAAGCTGGAGCGOGTOCGTGACCGAATATTGTCAAACGAGCAAAA

TGAACACCACATCCOCCACAAAAGCOGUAAAAGOGT
CAGTCCOGTTCTCTCCAAGGUCATTAGTGAGCACAAGGAGGACGGCGTCG
ATG TGA-F

Figura 5.2: Sequéncia nucleotidica da 5’UTR e alguns nucleotideos da regido codificante
principal do gene ATPase, mostrando as UORFs existentes.
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5.1.2.3 Regido 5’ Nado Traduzida do gene Proteina ligadora de Quitina
Trés uORFs foram observadas na 5’UTR do gene Proteina ligadora de Quitina.

Observa-se que a uORF1 ¢ muito pequena, com apenas 2 aminoacidos. A uORF2 sobrepde-
se sobre a uORF3, estdo na mesma fase de leitura e deste modo utilizam o mesmo cdédon
finalizador. A distancia observada entre o final da ultima uORF e o inicio da regido

codificante (ndo mostrada na figura) ¢ de apenas 3 nucleotideos (Figura 5.3).

=Proteina higadora de Quitina

S CAAACACACACACACACACGACACACACACGCCACACAC TGAA
CTGGCGTGAACGUTGAGGACGCACGRACGTACACGATTTTGG CTGTGGTTG
CCTTTTGTGAGAAGGG

TGACTG-3

Figura 5.3: Sequéncia nucleotidica da 5’UTR do gene Proteina ligadora de Quitina,
mostrando as UORFs existentes.

5.1.2.4 Regido 5’ Nado Traduzida do gene RNA Helicase
Uma uOREF foi observada na 5’UTR do gene Helicase. A sequéncia apresenta mais um

codon iniciador ATG, mas este ndo sera considerado, devido ao tamanho do peptideo
formado, apenas com um aminoacido, sem contar o codon finalizador. Observa-se que a
distancia entre o final da uORF e o inicio da regido codificante principal (ndo mostrada na

figura) ¢ de 67 nucleotideos (Figura 5.4).

*RMA Helicase
S AAGTGCACGTOTGGAGTTCGGCTTT Toas
TTTC e TG A G AALAGAATTTTG TGAGGAATAGALAL GGCATCCTAAL

AAAGGGGGTTAGACG-F

Figura 5.4: Sequéncia nucleotidica da 5’UTR do gene RNA Helicase, mostrando a
UORF existente.

5.1.2.5 Regido 5’ Nao Traduzida do gene Caseina Quinase
Uma uORF foi observada na 5’UTR do gene Caseina Quinase. Observa-se que a

distancia entre o final da uORF e o inicio da regido codificante principal (ndo mostrada na

figura) ¢ de 165 nucleotideos (Figura 5.5).
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>Caseina Quinase

STCGA T
AAAATAAACATTAAGACGCCTTGGTCACCAATATCATTAAAACACAATAGG
AAAAATAACATCCAATTCCACAAAGGAGAAACCAACAAATATAAATAGAA
AATTTATTTCAACGAGAGAACTACCAGCAAAAACAACAACAACAACAAAS

AAAAACGACTGCATAA-T

Figura 5.5: Sequéncia nucleotidica da 5’UTR do gene Caseina Quinase, mostrando a
UORF existente.

5.1.2.6 Regido 5’ Ndo Traduzida do gene Ferredoxina
Uma uORF foi observada na 5’UTR do gene Ferredoxina. Observa-se que a distancia

entre o final da uORF e o inicio da regido codificante principal (ndo mostrada na figura) ¢ de

14 nucleotideos (Figura 5.6).

=Ferredomna
S GTGGCACAAGCGATCACCGGGTCAC TTTGTATC GG TGACGCACAGGCAG
TCACACACAASAALAASAATTAGACGCCTGC

TAGTGGTTTTGGCGGCA-F

Figura 5.6: Sequéncia nucleotidica da 5’UTR do gene Ferredoxinain, mostrando a
UORF existente.

5.1.2.7 Regido 5’ Nado Traduzida do gene Retrotransposon
Duas uORFs foram observadas na 5’UTR do gene Retrotransposon. Observa-se que a

uORF1 sobrepde-se sobre a uORF2, estdo na mesma fase de leitura e deste modo utilizam o
mesmo codon finalizador. A distancia entre o final da Gltima uORF e o inicio da regido

codificante principal (ndo mostrada na figura) ¢ de 95 nucleotideos (Figura 5.7).

*Retrotransposon
S-CAGGATATTTTCTACATAATATTTGGCGAAGGAGAGGAAATTGTTTICTG

TGTTGACA
TAGTACTCTTTGCTAGAGAGGAAGCTAAG

CGCCTGCTGUCCATCCGC TG oG UG RAGAGGUAGGAGGOGCOGCACAAAD
GGGTCGGAAGGGCACCAG-3

Figura 5.7: Sequéncia nucleotidica da 5’UTR do gene Retrotransposon, mostrando as
UORFs existentes.
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5.2 Amplificacédo dos fragmentos contendo UORFs
Foram amplificados os fragmentos dos genes gp82, ATPase, RNA Helicase, Caseina

Quinase e Ferredoxina do tamanho esperado e em apenas uma banda, conforme Figura 5.8.
Os fragmentos dos genes Proteina ligadora de Quitina e Retrotransposon apresentaram
inicialmente mais de uma banda e foi necessario entdo introduzir uma modificacdo das

variaveis temperatura e concentracio de cloreto de magnésio, conforme Figura 5.9 e 5.10.

Figura 5.8: Gel de Agarose 1,5 %, corado
com brometo de etideo, mostrando
amplificagbes com o clone CL Brener com
0s respectivos pares de iniciadores.
Canais 1: marcador molecular 100 pb; 2:
gp82; 3: Proteina ligadora de Quitina; 4:
ATPase; 5: Retrotransposon; 6: RNA
Helicase; 7: Caseina Quinase; 8:
Ferredoxina; 9: controle negativo da
reacio.

Figura 5.9: Gel de agarose 1,5 %, corados com brometo de etideo,
mostrando amplificagbes por PCR Gradiente com o par de iniciador
Proteina ligadora de Quitina com o clone CL Brener e com concentragéo
de cloreto de magnésio de 1,0 mM. Canais 1: marcador molecular de
100pb; 2: temperatura de 55,0 °C; 3: 55,2 °C; 4: 55,7 °C; 5: 56,6 °C; 6:
57,8 °C; 7: 59,1 °C; 8: 59,1 °C; 9: 60,5 °C; 10: 63,1 °C; 11: 64,2 °C; 12:
65,0 °C; 13: 65,5 °C; 14: controle negativo da reacao.
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Figura 5.10: Gel de agarose 1,5 %, corados com brometo de etideo,
mostrando amplifica¢fes por PCR Gradiente com o par de iniciador
Retrotransposon, com o clone CL Brener e com concentragdo de
cloreto de magnésio de 3,0 mM. Canais 1: marcador molecular de
100pb;2: 55,0 °C; 3: 55,2 °C; 4: 55,7 °C; 5: 56,6 °C; 6: 57,8 °C; 7: 59,1
°C; 8: 59,1 °C; 9: 60,5 °C; 10: 63,1 °C; 11: 64,2 °C; 12: 65,0 °C; 13:
65,5 °C; 14: controle negativo da reacéo.
Ficaram assim definidas as temperaturas e concetragdo de cloreto de magnésio para o
par de iniciador Proteina ligadora de Quitina: 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 96 °C por 10
segundos, 63 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos; e 72 °C por 10 minutos, e
concentragdo de cloreto de magnésio 1,0 mM; e para o par de iniciador Retrotransposon: 94
°C por 5 minutos; 30 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 30
segundos; e 72 °C por 10 minutos, e concentragao de cloreto de magnésio 3,0 mM.
Seguiram-se as tentativas de amplificagdo com outras cepas de T. cruzi. Observou-se
que foi necessdrio aumentar a quantidade de DNA para a obtencdo de fragmentos com
algumas cepas, como na cepa Dm28c com os pares de iniciadores ATPase, Caseina Quinase,
Ferredoxina e Proteina ligadora de Quitina, onde foram utilizados 800 ng de DNA; na cepa Y
foram utilizados 200 ng para amplificar com o par de iniciador Ferredoxina; e na cepa

INPA4167 foram necessarios 200 e 400 ng para amplificar com os pares de iniciadores

Proteina ligadora de Quitina e ATPase, respectivamente.
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Figura 5.11: Gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etideo,
mostrando amplificagdes por PCR com 0s respectivos pares de
iniciadores. Canais 1: marcador molecular de 100pb; 2 a 5: gp82 com 0s
clones/cepas CL Brener, Dm28c, Y e INPA4167; 6 a 9: ATPase com as
cepas CL Brener, Dm28c, Y e INPA4167; 10 a 13: RNA Helicase com os
clones/cepas CL Brener, Dm28c, Y e INPA4167; 14 a 17: Caseina
Quinase com os clones/cepas CL Brener, Dm28c, Y e INPA4167; 18:
controle negativo da reacéo; 19: marcador molecular de 100pb.

il @l Bl b

20720b—»
1500ph —p

600ph —»

100ph —»

Figura 5.12: Gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etideo,
mostrando amplificagdes por PCR com o0s respectivos pares de
iniciadores. Canais 1: marcador molecular de 100pb; 2 a 5:
Ferredoxina com clones/cepas CL Brener, Dm28c, Y e INPA4167; 6 a
9: Proteina ligadora de Quitina com os clones/cepas CL Brener,
Dm28c, Y e INPA4167; 10 a 13: Retrotransposon com os clones/cepas
CL Brener, Dm28c, Y e INPA4167; 14: controle negativo da reacéo;
15: marcador molecular de 100pb.

Houve amplificacdo de todos os fragmentos em todas as cepas € a maioria apresentou o
tamanho esperado aproximado, conforme Figuras 5.11 e 5.12. Entretanto, o fragmento

Caseina Quinase com a cepa INPA4167 amplificou um fragmento muito maior ao tamanho

esperado.
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5.3 Clonagem Génica
Foi realizada a clonagem génica para todos os produtos de PCR purificados, com

excecdo do fragmento Caseina Quinase com a cepa INPA4167. Foram coletadas, de cada

fragmento, cinco colonias brancas para extracdo de DNA de plasmideo, conforme Figura

5.13.

000ph —*

Ja00gh STFI P80 | A | =l"E"1"'-
aooops — IRl L LR L DY | [1 | FYFFP !

1000pb —3»
B50pE —

300ph —

rEIFLAL

Figura 5.13: Gel de agarose 1,0 %, corado com brometo de
etideo, mostrando DNAs de plasmideo. Canais 1: marcador
molecular de 1 kb; 2 a 12: DNASs de plasmideo; 13: DNA controle
negativo; 14 a 28: DNAs de plasmideo; 29: marcador molecular
de 1 kb.

Observou-se que todos os DNAs plasmidiais obtidos apresentaram um padrdo de bandas
compativel com o esperado. Entretanto, nem todos apresentaram tamanho compativel com a
presenca de DNA do inserto dentro do plasmideo. Foram submetidos ao sequenciamento de
DNA apenas aqueles cujo padrdo de bandas foi compativel com a presenca do inserto no

plasmideo.
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5.4 Alinhamentos

5.4.1 Sequéncias das 5’UTRs e regides codificantes parciais
Os alinhamentos com as 5’UTRs e parte das regides codificantes principais sdo

mostrados em figuras. Clones do mesmo gene e mesma cepa contendo suas sequéncias
idénticas foram descartados, a fim de dispor de apenas uma copia de cada sequéncia. Nos
alinhamentos, as posi¢oes de inicio e fim das uORFs, ja mencionados anteriormente,

modificam devido as inser¢des ¢ delecdes ocorridos.
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L14824_cepa_G_NCBI CAAT-------—- ATGCC-—---- GTTGATGGTAAAT-TTAAGCCGACTTCTTCTGCTGTTGTTGCGGAGTACATTGA [-170]

Contig_8776_GeneDB ....-——-—————_ ... .-————- O € AT ooao.. Al [CTR [-170]
cepa_Dm28c_clonel .. ..-————————_ ... -—————___..... C.. .G ..................... AA Lo [CH [-170]
cepa_Dm28c_clone3 G...----—-—-—- S O 2 O3 [CH . [-170]
cepa_Dm28c_clone2 ....--———————- S O Y O3 C.. [-170]
cepa_Y_clonel = ... -———————— .. -————- Co [CH AT ... Ao [CH . [-170]
cepa_Y_clone3 A GTTCACACGA C...CCAAAA.AC.G..TC.......... C...CTT..AC....AL.......... [CTR [-170]
cepa_4167_clonel B ettt [ ACT........ A i [-170]
L14824_cepa_G_NCBI CTCTTCGTGGGATTGGTTCACTCTTGTTGAAAAGGTGAGTGAAAGTACATGGAAGGCATACACCGTGCTIIABTAAAGCGG [ -90]
Contig_8776_GeneDB ..... B I C o e e e e e G....C...A...... G...C.A... [ -90]
cepa_Dm28c_clonel .. ... iiaaaaaan o GA..C.A... [ -90]
cepa_Dm28c_clone3 .. ... .. ......... Comieeea et [ GA..C.A... [ -90]
cepa_Dm28C_ClONE2 | . e e e e e e e e e e [CH . [ -90]
cepa_Y_clonel ... .. ......... Conieee e C o e e e Acooo... G...C.A... [ -90]
cepa_Y_clone3 IR C IR AC...AC... ..., C..... C.AC....Cou.o... G....Co.Toouao.. C.GC..... [ -90]
cepa_4167_clonel .. ... ... ... ... C o e e e e e e e e eeeeeeaeaaaaaan A..Coo... GA..C.A... [ -90]

L14824_cepa_G_NCBI AGGGAAAG———GGGAATTTGGATGTTGTGCTCAGCCCCACAACAACCA-GGGCAATAAGGTGTTTCTTCTTGTGGGA [ -10]

Contig_8776_GeneDB .T...GC.GATAATCG.G...GC.A. ... .T...A........ TC. .. CO s A C.AC. [ -10]
cepa_Dm28c_clonel .T....C.———AATCG.G...GC.A....T...A ............ A.CG ..... T it C.... [ -10]1
cepa_Dm28c_clone3 .T....C.---AATCG.G...GC.A. ... T ... Al ioaaaaan. A.CG..... T it C.A.. [ -10]
cepa_Dm28c_clone2 . ... mmm e eeeeaaaaaaaaaaaaaaan T [ -10]
cepa_Y_clonel .T...GC.AATAATCG GouuuCGoee T Al C CG A C..T. [ -10]
cepa_Y_clone3 I [ ---AAACT..... G..G.A...A.C ............... Coovenannn Cocnnn AL T.-—.... [ -10]
cepa_4167_clonel .T....C.---AATCG.G...GC.A L I G.CG..... LI T C..T. [ -10]
114824 _cepa_G_NCBI AGCTATGACHIECTCAATGAAAGTGG---GATTTGGAAACGGGACAGCCCGGATCIIBA------- [ +56]
Contig_8776_GeneDB ... ... ... ... . iiiiao... L1 AACTG-- [ +56]
cepa_Dm28c_clonel .. ... ... ..o I AAC---- [ +56]
cepa_Dm28c_clone3 .. ... ... A i CCGT--- [ +56]
cepa_Dm28c_clone2 ... AC..C.T..TC.T...T-.A .. ==GAG.-.G.uo i iiaa e AACTA-- [ +56]
cepa_Y_clonel S A i AACT--- [ +56]
cepa_Y_clone3 G GT AT.ATC. oo A .A——— AATA T T . e ea e AACT--- [ +56]
cepa_4167_clonel ... ... ... .. .... CTG..... I AACTA-- [ +56]

Figura 5.14: Alinhamento da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene gp82, posicdes -
249 até +56. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco verde: cédons iniciadores das
UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das uORFs; bloco vermelho: cddon iniciador da regido
codificante principal; a posicédo +1 indica a Adenina do cédon iniciador da regido codificante principal. -:
falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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AF254412 cepaY_NCBI AAGCAAACGAAGACATTTGACAAACGGTGTCTAGTAAAAAGAAATGCAAAAAGGGGGAGTTGGCCTGTTTTTCAAGTTTA [-233]

CoNtiQ_28526_GENEDB . . . . o o ot et e e e e e e e e e e e e e [-233]
cepa_Dm28c_clonel  ........... AG. ... ..... R [-233]
cepa_Dm28c_clone3  ........... AG... . ..... G o e e e e e e e e e e e aaaan [-233]
(1= o = N A o o T [-233]
cepa_4167_clonel  _.......... AG......... G e e R [-233]
cepa_4167_clone5 . .......... AG... . ..... G e L [-233]

Contig_28526_GeNEDB . . . . . eea e Tt e et [-153]
cepa_Dm28c_clonel  ........ Ao Too... T e et T e e e [-153]
cepa_Dm28c_clone3  ........ - Tl T e et T e e e [-153]
(7= o = N o o a1 [-153]
cepa_4167_clonel  _....... - Tl T e O L Aoooo... [-153]
cepa_4167_clone5 . ....... - Tl T e O L Alooo... [-153]

CoNTiQ_28526 _GENEDB . . . . oo o o et e e e e e e e e e e e e e e [ -731
cepa_Dm28c_clonel ... ... .. ..iiiiiiiiaan G.G..... A [C— A [ -731
cepa_Dm28c_clone3 .. ... ... iiiiiiiiiiiaaa- [CTR. [ TG A . [ -731
[o31= o 2= S A w1 o 1= 1 [ -731
cepa_4167_clonel ... ... .. iiiiiiiaaaaan G e e e i [ T Al..... [ -731
cepa_4167_clone5 ... iiiiiiiiiiiaaan . LI I, [ T Al..... [ -731

CoNtig_28526_GENEDB . . . . . i e e e e e e e e e e e e e [ + 8]
cepa_Dm28c_clonel ... e A e [ + 8]
cepa_Dm28c_CloNe3 ... e e e A e [ + 8]
(1= o = N o o 1= [ + 8]
cepa_4167_clonel e e e aeaa e Al a.. [ [ + 8]
cepa_4167_cloneS e e e e Al a.. [ [ + 8]
AF254412_cepa_Y_NCBI GCCGTCCAAGGGTCIBA--——------————===—————————————— [ +57]1
Contig_28526_GeneDB  ................. CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCAA [ +57]
cepa_Dm28c_clonel  ............ A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCAA [ +57]
cepa_Dm28c_clone3  ............ A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCA- [ +57]
cepa_Y_clonel ... ......... CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCAA [ +57]
cepa_4167_clonel ... ....... A. .. _.CAACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCAA [ +57]
cepa_4167_clone5 ... .. ...... A. .. _.CAACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCAA [ +57]

Figura 5.15: Alinhamento da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene ATPase, posicdes -
312 até +57. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco verde: cédons iniciadores das
UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das UORFs; bloco vermelho: codon iniciador da regido
codificante principal; a posicédo +1 indica a Adenina do cédon iniciador da regido codificante principal. -:
falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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AF310255_Dm28c_NCBI
Contig_4772_GeneDB
cepa_Dm28c_clone4
cepa_Dm28c_clone3
cepa_Y_clonel
cepa_Y_clone3
cepa_4167_clone2
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clonel
cepa_4167_clone3

AF310255_Dm28c_NCBI
Contig_4772_GeneDB
cepa_Dm28c_clone4
cepa_Dm28c_clone3
cepa_Y_clonel
cepa_Y_clone3
cepa_4167_clone2
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clonel
cepa_4167_clone3

AF310255_Dm28c_NCBI
Contig_4772_GeneDB
cepa_Dm28c_clone4
cepa_Dm28c_clone3
cepa_Y_clonel
cepa_Y_clone3
cepa_4167_clone2
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clonel
cepa_4167_clone3

AF310255_Dm28c_NCBI
Contig_4772_GeneDB
cepa_Dm28c_clone4
cepa_Dm28c_clone3
cepa_Y_clonel
cepa_Y_clone3
cepa_4167_clone2
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clonel
cepa_4167_clone3

CAAACACACACACACACACG-ACACACACACGCCA- ——CACACATGCTG-ACTGGCGTGAACGCTGAGGACGCACGCA

GGCG.TGC..A.T...TT.AA.T. -A...TGCTG
CG.TG...A..G...TA.C.GGTGG ........ TGTTG.G..C

GGCG.TA.A.A.A...A..AG.T..G.T—.T.GAGCGG.GTGA

GGCG.TGC..A........ AC..G.C-.TGTCA. .CACTTT--
GGCG.TG...A...T....AC...... - .A.-.TG---
GGCG.TGC. . A....... AAC. .—=mmmmmmmm TGCACACGC
..CG.TG...A..G...TA.C...TG......... TGTTG.G..C
..CG.TG.A.A..G...TA.C.G.TG....... T.TGT.G.G..C
..CG.TGC..A....... AC...TG....... T.TGTTG.G..C
..CGGTG...A..G...GA.C.G.TG......... TGTTG.G..C
..CG.TG...A..G...GA.C.G.TG....... T.TGTTG.G..C
CGTACACGATTTTGGCTGTGGTTGCCTTTTGTGAGAAGGGATGACGGAACACCGAGATTTG TTTTGTTTCCGTGCTAAG
Co.G.o.... CoALGmm— AT=G.oemnn.. G.G.A..Too.... . Toean.
........... A. T C..Co.Coi=CiGueeee . TG.A..C..G...—....T..G.......CC.
............. ToACommoAr Coimes BB oooeme T At T
— L. T-A. . == Co— ... Goeoiee - -G.A..C...... AL
Y CG..TC..6CG. . .~...-.G.G..TG.GCT. .TCG.GC.~.CCCT.GGA.T. . . .GC.
Co. A ... TeCeuCOoooConConn B G..T.C..... TALAT. G.._.... GC.
Ao C.TeieC.CoeiCoim B TG....C...... - . T..GAL.._.. GC.
........... G.T....C..C....C..=.C...Go.oeeeeo  TG.T..Co.A...=._.....G._.....GC.
............. TeeeeCouCueenC=CeeiGueeeeeeam=m====C..A. .= ... T..G.......GC.
..... [T ol R o T o O o R oS c H R oS c AR ¢ o
..... T T oS o S o S o N c FS [ RN oA S c AR c o
GGTATGATTTTCTTGGCGTGCAGCAGT-CTG -----------------------------------------------
Coenno. N N S AATGTGGTGTGGCATTGAGGGTGTCTGGGAGGAGTGCA---~GATTCA
A.CG...... C. GT T, T..CCA..GGC.GCGTTGCAT————TTTGGTGTC——TGGTATTATTGCGGATAGGCTTC
.Co.... Ao Tooo T, AACGTGGTGTGGCATTGAGGGTGCCTGGGAGGAGTGCACATGGATTCT
............... Teoeieeoeoeo-....AACGTGGTGTGGCATTGTGGATGCCTGGGATAAGTGAGCATGGATTTT
T.6..6.6..G6CAr e .. ATGTGGTGTGGCATTGAGGGTGCCTGGGATAAGTGCGCATGGATTCT
ACOarre e e T..CCG. .GGC.GCGCGGCAT---~TGAGGGAGCC-TGGGAGATATGCGTGTGGATTCT
A.CG...... C..GT..T...T..CCA..GGC.GCGTGGCAT----TTTGGTGTC--TGG-ATTATTGCGGATGGGCTTC
A.CG...... C..A..A....T..CCA..GGC.GCGTGGCGT----TTTGGTGTC--TGGGAGATATGCGTATGGATTCT
A.CG...... Comnnn. T...C..CCA..GGC.GCGTGGCGT----TTTGGTGTC--TGGGCTTATTGCGGATAGGCTTC

A%.G.T..G..GGC...A:é:...C..G..G..GCGTGGCAT————TTTGGTAGTGGTGGTATTATTGCGGATAGGCTTC
A.CG..G...C..A...T...T..CCA..GGC.GCGTGGCAT----TTTGGTGTC--TGGTATTATTGCGGATAGGCTTC

——————————————————————————————————————————— [+ 90]
CACCCGGCAGCTGAACGTGC--CGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
AGCTCAGCAGCTGCACGGTT--TGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
TGCCTAGAAGCTGCACGTGC--CGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
TGCCCAGCAGCTACACGTGC--CGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
CACCCAGCAGCTGCACGTGC--CGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
CTCCTGGCAGCTGCACGTGC--CGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
AGCCCATCGACTGCACGGTT--TGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
CTCCTGGCAGCTGCACCGTC--CGACGTGTTCCTCCCACTGTA [+ 90]
AGCCCAGCAACTGCACCGTC--CGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
AGCGCAGCAGCTGCTCAGTTGCTGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]
AGCGCAGCTGCTGCACGGTC--TGACGTGTTCCTCCCGCTGTA [+ 90]

a7]

Figura 5.16: Alinhamento da 5’UTR e de parte da regido codificante principal, do gene Proteina ligadora
de Quitina, posic¢des -193 até +90. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco verde: cdédons
iniciadores das UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das UORFs; a posicdo +1 indica a Adenina do
cédon iniciador da regido codificante principal. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia

referéncia.
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AF117891_Tulah_NCBI AA-GTGCACGTGTGGAGTT-CGGCTTTATEGTGCCTCTCTCCGTGTATGBAATTTCCCCCTGGAGCAAAAGAATTTTGT [- 40]

Contig_7052_GeneDB .. A.......ocouon-.- [CIR [ Gt Cooun. [- 40]
cepa_Dm28c_clone2 e G...Goviinnn T e e C o im e [- 40]
cepa_Y_clone2 AL ...i...-. [CH— [ Co s C..... [- 40]
cepa_Y_clone4 e [CHP— [ C o e [- 40]
cepa_4167_clone3 e G...Goveiinnn T e e O [- 40]
AF117891_Tulah_NCBI GAGGAATAGAAAAGGCATCCTAAAAAAGGGGGT TAGACG- == == = —mm oo o e e [+ 41]
Contig_7052_GeneDB ........ A e ATGGATCCTGACAAGTTGCGCAAGGCGCAACAGGCGTCCCG [+ 41]
cepa_Dm28c_clone2 ... ... .....iiiiiiiio-. [ ATGGATCCTGAAAAGTTGCGCAAGGCGCAACAGGCGTCCCG [+ 41]
cepa_Y_clone2 ........ A e ATGGATCCTGACAAGTTGCGCAAGGCGCAACAGGCGTCCCG [+ 41]
cepa_Y_cloned ... .... Aloooao.. T.Couonnn Al ATGGATCCTGACAAGTTGCGCAAGGCGCAACAGGCGTCCCG [+ 41]
cepa_4167_clone3 A G.Gmeieiaaa A_ATGGATCCTGACAAGTTGCGCAAGGCGCAACAGGCGTCCCG [+ 41]
AF117891_Tulah_NCBl ————————————————— [+ 58]

Contig_7052_GeneDB CGATGCATATCTTCGCA [+ 58]
cepa_Dm28c_clone2  CGATGCATATCTTCGCA [+ 58]
cepa_Y_clone2 CGATGCATATCTTCGCA [+ 58]
cepa_Y_clone4 CGATGCATATCTTCGCA [+ 58]
cepa_4167_clone3 CGATGCATATCTTCGCA [+ 58]

Figura 5.17: Alinhamento da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene RNA Helicase,
posicdes -119 até +58. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco verde: cédons iniciadores
das UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das UORFs; a posicdo +1 indica a Adenina do codon
iniciador da regido codificante principal. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia
referéncia.
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AF274060_CLBrenerNCBI CGAATGAAATTTGACTATTACAACCA-CAA---ATACAATCAAAAGACGGGG-| -AATAAAC——ATT AAGACGCCTTG [-151]

Contig_7770_GeneDB ... ... ciiiiioaon-. Ao.... A- L CAA . .C. A i ——..-....G..A... [-151]
cepa_Dm28c_clone2 L (O AG— B W O G .......... —— T C. [-151]
cepa_Y_clonel L ......... Ao.... A.- .CAA. . .C.A i miiiiaan .= ..G..A... [-151]
cepa_Dm28c_clonel TCCTCCTCCC.CAG.C.CCGT.GAA.T.C.CCACC. .AGCGCTC.TTT. CG ...C.C..CG.ACCC.CG...TCGA [-151]

AF274060_CLBrenerNCBI GTCACCAATATCATTAAAACACAATAGGAAAAAT----AACATCCAATTCCACAAAGGAGAA-ACCAACAAATATAAATA [- 71]

Contig_7770_GeneDB ... .. ......... G (O Aooooa.. Ao - C...——.... [- 71]
cepa_Dm28c_clone2 LG Coe et C..C————_.... Al AL, Ao —ALL . [ O [- 71]
cepa_Y_clonel ... ......... G (O Aooooa.. Ao - C...——.... [- 71]
cepa_Dm28c_clonel Cooonn G.CGC.CGC.GGTGG.GTGT. . ... TCCCTTTG.TC....GCA.GG.GTGCCT.G.C...CC.GCC.C.--..T [- 71]
AF274060_CLBrenerNCBI GAAAATTTATTTCAACGAGAGAACTACCAGCAAAAACAACAACAACAAC-AAAAAAAAACGACTGCATAA-————————- [+ 10]
Contig_7770_GeneDB  ..... A e e e BT G...Co..... ATGAACTTAA [+ 10]
cepa_Dm28c_clone2 .. ... ... . ....... I Al [CH—— ATGAACTTAA [+ 10]
cepa_Y_clonel ... A e e e T, -G...Cooun.. ATGAACTTAA [+ 10]
cepa_Dm28c_clonel CCCGGG.CG..-.GG. . ... TCT T — e [+ 10]
AF274060_CLBrenerNCBl ———————— oo [+ 71]
Contig_7770_GeneDB TGATTGCAAACAGGTATCGCATTAGTCAGAAGATTGGGGCGGGGTCGTTCGGCGAGATCTT [+ 71]
cepa_Dm28c_clone2 TGATTGCAAACAAGTATTGCATTAGCCAGAAGATTGGGGCGGGGTCGTTCGGCGAGATCTT [+ 71]
cepa_Y_clonel TGATTGCAAACAGGTATCGCATTAGTCAGAAGATTGGGGCGGGGTCGTTCGGCGAGATCTT [+ 71]
cepa_Dm28c_clonel = -—-—---mmmmm [+ 71]

Figura 5.18: Alinhamento da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene Caseina Quinase,
posicdes -230 até +71. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco verde: cédons iniciadores
das UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das UORFs; a posi¢cdo +1 indica a Adenina do cédon iniciador
da regido codificante principal. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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AY206009_CLBrenerNCBI GTGGCACAAGCGAT-CACCGGGTCACTTTGTATCGGTGACGCACAGGCAGTCACACACAAAAAAA-———————, AAAATTA [- 62]

Contig_8673_GeneDB  .............. e e e e eaaeeaeeaeeaasaseneseneaanaaeaan T...TAAATAAA....... [- 62]
cepa_Dm28c_clone2 ... .. ......... e e e e e e e Ao ...T... [- 62]
cepa_Y_cloned L ........ ——eeae - A e e e C..... AAAA-———_ ... [- 62]
cepa_4167_clone3 ... .. ... . .... ——eeae - A e e C..... AAAA-———_ ... [- 62]
cepa_Dm28c_clone3 T..TA...GCT.G.G..GA.C....GGA..CCCA.TC.G.ATCT.AAA.AG.CG.T.ATG.C.TCCT------| GCCG.C. [- 62]
AY206009_CLBrenerNCBI GACGCCTGCATGAGCGTGTACAAGAG—-TTGTAGCTTTTTTTATIBBTGGTTTTGGCGGCA-—~———————————————— [+ 19]
Contig_8673_GeneDB ... ... ...l S e e emeaeeeaeaeeaeaa A...ATGTTTTTTCATGCGACAC [+ 19]
cepa_Dm28c_clone2  ................. T..... T e et ecieieicnaen e ATGTTTTTTCATGCGACAC [+ 19]
cepa_Y_cloned ... P e e e e meeaeaaaaan ATGTTTTTTCATGCGACAC [+ 19]
cepa_4167_clone3 ... ... P e e e e meeaeaaaaan ATGTTTTTTCATGCGACAC [+ 19]
cepa_Dm28c_clone3 . .T..TCTAT.AC..ACA...G.C..GA...CT.TAAA.G.AT.GC.GA.ACA_TA.ATGGATGGGGTGACTCATAACGA [+ 19]
AY206009_CLBrenerNCBIl ——————— oo oo [+100]
Contig_8673_GeneDB GGCGATTATATTTCGCGGGCA-CTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCCGCCACCGACGTCGGCGCCACGCGTACA [+100]
cepa_Dm28c_clone2 GGCGATTATGTTTCGCGGGCA-CTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCAGCCACCGACGTCGGCGCCACGCGTACA [+100]
cepa_Y_clone4 GGCGATTATGTTTCGCGGGCA-CTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCCACCGATGTCGGCGCCACGCGTACA [+100]
cepa_4167_clone3 GGCGATTATGTTTCGCGGGCA-CTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCCACCGATGTCGGCGCCACGCGTACA [+100]
cepa_Dm28c_clone3 GCGAATGACGGAAGAAAATCGTCTACAGCA-GGTGGAATGTCTTTTACAAAAAGAAGAGGCCGCGGAAGAATCCCGGACA [+100]
AY206009_CLBrenerNCBl ----—--———-— [+111]

Contig_8673_GeneDB AATCGCCGTCG [+111]

cepa_Dm28c_clone2 AATCGCCGTCG [+111]

cepa_Y_clone4 AATCGCCGTCG [+111]

cepa_4167_clone3 AATCGCCGTCG [+111]

cepa_Dm28c_clone3 CTCGGCCCTCG [+111]

Figura 5.19: Alinhamento da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene Ferredoxina,
posicles -141 até +111. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco verde: codons iniciadores
das UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das UORFs; a posi¢cdo +1 indica a Adenina do cédon iniciador
da regido codificante principal. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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X83098_NCBI CAGGATA-TTTTCTACATAATATTTGGCG-AAGGAGAGGAAATTGTTTTCTGTGTTGACAATG---AGTCTTTCTATGAG

Contig_11176 ...
cepa_Dm28c_3 ...
cepa_Dm28c_2 ...
cepa_Y_cloned4 ...
cepa_Y_clone2 ...
cepa_4167_2 -
cepa_4167_3 -

X83098_NCBI TGAGCTTCC

--A.A_ACA.
--A.A_ACA.
--A.A_ACA.
--A.A_ACA.
--A.A_ACA.
--A.A_ACA.
--A.A_ACA.

A.GG.G.

A.GGCG.
A.GGCG.
A.GG.G.
A.GG.G.
A.GGCG.
A.GGCG.

-GAGGAT.
-GAGCAT.
-GAGAAT.
-GAGAAT.
-GAGAAT.
-GAGAAT.
-GAGAAT.

AT....CACC..
AT....CACC.
AT....CACC.
AT.G..CACA.
AT.G..CACC.
AT....CACC.
AT....CACC.

C..CAAA.CAGAA...T.A....CCA.A.
.C..CAAA.CAGAATA.C.A ..CCA.A.
.C...AAA_CAGAA.A.C.A....CCAGA.
.T..CAAA. _AGAA...T.A....CCA.A.
.T..CAAACCAGAA.A.A.A.C.TTCA.A.
.C..CAAA_CAGAG.A...A....CCA.A.
.C..CAAACCAGAA.A...A....CCA.A.

ACGA.C.CC.A
AG.A.C.CC.A
AG.A.C.CC.A
ACGA.C.CC.A
ACGA.C.CC.A
ACGA.C.CC.A
A.GA.G.CCGA

Contig_11176 CA..AC.A_AACAAC. .T... .Gt it i e icacieeeaeeeeee G Coeieea o
cepa_Dm28c_3 .A..AC.A.AACAAC .T. .- .G ............................... GCuv it G..Tou.n.
cepa_Dm28c_2 .A..AC.A.AACAAC..T....T....... A i GCuv it G..T..G..
cepa_Y_4 L0 O Y Y 07 Y & [C
cepa_Y_2 AL CAC.AAACAAC. . T. ... G T et G.Coiiiieaaa ot [C
cepa_4167_2 AL CAC. ALAACAAC. T G e Teoono- [ [CHR
cepa_4167_3 AL CAC. A AACAAC . T e e AT. .. ... Al TC..Coonoano.
X83098_NCBI TAAGCGCCTGCTGCCCATCCGCTGCCCGCGGAGAGGCAGGAGGCGCCGCACAAACGGGTCGGAAGGGCACCAG--———-~~
Contig_11176 ............. Tl o LS ATGGAGC
cepa_Dm28c_3 ..G....... L I T...G...AL..... TGTCG-A. .... A [ ATGGAGC
cepa_DM28C_2 ... eeeeiaaaaa TG.CG.A..... A [ ATGGAGC
cepa_Y_4 e Al T e e e e e e e ATGGAGC
cepa_Y_2 e Al AC . e e iaaaaan ATGGAGC
cepa_4167_2  ...o.aoo.. Ao Toooo-. [C) I LI ATGGAGC
cepa_4167_3 . icieaiaaaan TT..... (€] TG.CG.-A.A.. . AT...G.uoun-. L I T...ATGGAGC
X83098_NCBI  — o [+ 671

Contig_11176
cepa_Dm28c_clone3
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_Y_clone2
cepa_4167_clone2
cepa_4167_clone3

CATTTAC-ATGGCTGCCCGCGGAGCGGTATTTCCATCCGCTGCTGAATTCCATCGGCGCT [+
CATTTGTAATGGTTGTCTGCGGAGCGGTATTTTCATCCGCTGCTGAATTCCATCGGCGCT [+
CATTTAC-ATGGCTGCCCGCGGAGCGGTATTTTCATTCGCTGCTGAATTCCATCGGCGCT [+
CATTTAC-ATGGCTGCCCGCGGAGCGGTATTTCTATCCGCTGCTGAATTCCATCGGCGCT [+
CATTTAC-ATGGCTGCCCGCGGAGCGGTATTTCTATCCGCTGCTGAATTCCATCGGCGCT [+
CATTTGTAATGGTTGTCCGCTGAGCGGTGTTTTCATCCGCTGCTGAATTCCATCGGCGCT [+
CATTTGTAATGGTTGTCCGCTGAGCGGTTTTTTCATTCGCTGCTGAATTCCATCGGCGCT [+

671
671
671
671
671
671
671

Figura 5.20: Alinhamento da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene
Retrotransposon, posi¢des -233 até +67. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco
verde: codons iniciadores das UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das UORFs; a posicédo +1

indica a Adenina do cddon iniciador da regido codificante principal.

nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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5.4.2 Sequéncias das regides intergénicas
Os alinhamentos das regioes intergénicas estdo mostrados em figuras nos Anexo II

(Figuras L, I1, 111, IV, V, VI e VII).

5.4.3 Resultados do BLAST

O BLAST foi realizado com as sequéncias inteiras obtidas no sequenciamento. Alguns
fragmentos ndo tiveram similaridade com o gene esperado. Por exemplo, no alinhamento do
gene Proteina ligadora de Quitina, as sequéncias representadas pelos clones 2 da cepa Dm28c,
clones 2 ¢ 4 dacepa Y, e clones 1 e 3 da cepa INPA4167, apresentaram alta similaridade com
um gene que codifica enzimas para a sintese de pirimidina de T. cruzi (nimero de acesso
NCBI AB017765). Do mesmo modo, uma sequéncia do gene Caseina Quinase (clone 1 da
cepa Dm28c) e uma do gene Ferredoxina (clone 3 da cepa Dm28c), apresentaram identidade
com genes de diferentes proteinas hipotéticas de T. cruzi, numeros de acesso XM 813153 e

XM _810702/XM_813118, respectivamente.

5.4.4 Andlise das sequéncias e conservacao das UORFs
A partir do alinhamento das sequéncias de UTRs contendo uORFs em todos os isolados

foram observados um total de 251 substitui¢des, sendo 123 transi¢des (69 entre purinas e 54
entre pirimidinas) e 128 transversdes (61 de purina para pirimidina e 67 de pirimidina para

purina), 22 inser¢oes e 80 delecdes em todas as uORFs de todos os genes.
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5.4.4.1 uORFs do gene gp82
Verificou-se que as coOpias deste gene apresentaram grande divergéncia na sequéncia

nucleotidica da 5’UTR (Figura 5.14).

Verifica-se que a uORF1 ndo estd conservada em quase todas as copias de todas as
cepas na posicao esperada (posicao -236); em algumas copias das cepas Dm28c e Y, observa-
se a ruptura desta uORF; na cepa Dm28c devido a uma transicdo de G=> A na posigao -234
nas copias 2 ¢ 3, e na cepa Y, clone 3, devido a uma regido de grande regido de insercao de
nucleotideos, da posi¢ao -245 até -226, conforme Figura 5.14. Observou-se que quando a
uORF1 esteve presente, seus codons iniciadores e finalizadores (posi¢dao -210) nao sofreram

modifica¢des, conforme Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Mutac6es encontradas na uUORF1 do gene gp82. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do  Modificagdo do Mutagoes (tipo e nimero)

cédon iniciador  codon finalizador . . - -
Transi¢oes Transversoes Inser¢des  Delegdes

R>R Y2>Y R2>Y Y-R

Dm28¢c 1 Nio Nio 0 1 0 1 0 0

2 Sim Sim - - - - - -

3 Sim Sim - - - - - -

Y 1 Nao Nao 0 1 0 1 0 0

3 Sim Sim - - - - - -

INPA4167 1 Nao Nio 0 0 0 1 0 0
CL Brener Nao Nao 0 1 0 1 0 0
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A uORF2 estd presente em todas as coOpias das cepas Dm28c e INPA4167, e na
sequéncia do GeneDB, na posicdo esperada (posicdo -221); em uma copia da cepa Y,
representada pelo clone 3, houve a ruptura dessa uORF, devido a uma transi¢do de A>G, na
posicdo -221, extinguindo o cddon iniciador, conforme Figura 5.14. Quando a uORF esteve
presente, seu cddon finalizador estd conservado em todas as cdpias na posi¢do esperada

(posigao -210), conforme Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Mutacdes encontradas ha uUORF2 do gene gp82. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do Modificagdo do Mutagdes (tipo e nimero)

codon iniciador codon finalizador ) - -
Transi¢des Transversdes Insergdes Delegdes

R>R Y>Y R>Y Y-R

Dm28c 1 Nio Nio 0 1 1 0 0 0
2 Nio Nio 0 0 0 0 0 0

3 Nio Nio 0 0 0 0 0 0

Y 1 Nao Nao 0 0 0 1 0 0

3 Sim Sim - - - - - -

INPA4167 1 Nio Nio 0 0 0 1 0 0
CL Brener Nao Nao 0 0 0 1 0 0
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A uORF3 esta presente em todas as copias de todas as cepas analisadas, € na sequéncia
do GeneDB, na posi¢ao esperada (posi¢ao -121), conforme Figura 5.14. O cdédon finalizador
(posicao -98) sofreu mutagdes em todas as copias de todas as cepas analisadas. Em duas
copias da cepa Dm28c (clones 1 e 3) e a copia da cepa INPA4167, sofreram duas transicdes
de A—->G na posicdo —99 ¢ de G> A na posigdo -98, trocando o cddon finalizador por outro
codon finalizador. A outra copia da cepa Dm28c, representada pelo clone 2, apresentou uma
transicdo de A—>G na posigdo -99, causando a ruptura do codon finalizador, contudo seu
codon finalizador estd presente no proximo cddon, posi¢do -95. Observa-se que o maior
nimero de mutagdes encontra-se nas sequéncias que nao tiveram o codon finalizador na

posigao esperada, conforme Tabela 5.4.

Tabela 5.4: Mutaces encontradas na uUORF3 do gene gp82. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do Modificagdo do Mutagoes (tipo e nimero)
cédon iniciador cédon finalizador/ )
Transi¢oes Transversoes Insercdes Delegdes
(Posi¢ao)

R>R Y>Y R>Y Y-R

Dm28c 1 Nao Sim (-98) 2 0 0 0 0 0
2 Nao Sim (-95) 1 0 0 0 0 0

3 Nao Sim (-98) 2 0 0 0 0 0

Y 1 Nao Sim (-77) 5 0 3 1 3 0

3 Nao Sim (-2) 9 5 7 3 1 3

INPA4167 1 Nao Sim(-98) 3 1 0 0 0 0
CL Brener Nao Sim (-77) 6 1 3 1 3 0
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A uORF4 esta presente na posi¢do esperada (posi¢ao -68) em apenas uma copia da cepa
Dm28c, representada pelo clone 2, e observa-se que sua sequéncia nucleotidica esta
conservada, contudo na posi¢do -40 observa-se uma inser¢do de Guanina que cria um novo
cddon finalizador neste clone na posi¢do -39, conforme Figura 5.14. Nas outras copias da
cepa Dm28c, na cepa Y (clones 1 e 3), na copia da cepa INPA4167 e na sequéncia gendmica
do clone CL Brener, ocorreu a ruptura desta uORF, devido a uma transi¢do de A>G na
posicdo -68 e uma transicdo de T>C na posicdo -67, extinguindo seu codon iniciador,

conforme Tabela 5.5.

Tabela 5.5: Mutacfes encontradas na UORF4 do gene gp82. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do Modificagdo do Mutagdes (tipo e nimero)
codon iniciador codon finalizador/ )
Transi¢des Transversoes Inser¢des Delegdes
(Posigao)

R>R Y2>Y R>Y Y-R

Dm28c 1 Sim Sim - - - - - -
2 Nio Sim (-39) 0 0 0 0 1 0

3 Sim Sim - - - - - -

Y 1 Sim Sim - - - - - -

3 Sim Sim - - - - - -

INPA4167 1 Sim Sim - - - - - -
CL Brener Sim Sim - - - - - -
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A uORFS5 esteve presente em duas copias do clone Dm28c¢, na copia da cepa INPA4167
e na sequéncia do clone CL Brener do GeneDB na posicao esperada (posi¢ao -5), conforme
Figura 5.14. As duas copias da cepa Y e uma copia do clone Dm28c, apresentaram
transversdes de A—>C (posicao -5) ¢ A>T (posicao -5), respectivamente, responsavel por
extinguir o codon iniciador desta uORF, conforme Tabela 5.6.

Adicionalmente, observa-se que uma copia da cepa Dm28c (clone 2) e uma copia da
cepa Y (clone 3) ndo apresentaram o cddon iniciador da regido codificante principal na

posicao esperada. Todas as outras sequéncias apresentam este codon na posi¢ao esperada.

Tabela 5.6: Mutacges encontradas na UORF5 do gene gp82. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina), #: sem codon finalizador na sequéncia obtida.

Cepa Clone Modificagido do Modificac¢do do Mutagbes (tipo e nimero)
codon iniciador  codon finalizador/ )
Transi¢des Transversdes Insergdes  Delegdes
(Posi¢ao)
R>R Y>Y R2>Y Y-R
Dm28c 1 Nio Sim (#) 0 0 0 1 1 0
2 Sim Sim
3 Nao Nao 0 0 0 1 0 0
Y 1 Sim Sim -
3 Sim Sim -
INPA4167 1 Nao Sim (+13) 1 0 2 0 0 0
CL Brener Nao Nao 0 0 0 0 3 0

Conforme Anexos II (Figura I), o possivel sinal de trans-splicing esta presente
provavelmente entre as posicdes -322 e -289 ou entre -281 e -268, e pode-se deduzir que o
possivel sitio de trans-splicing esteja na posig¢ao -286 ou -265, respectivamente. Ou podemos
deduzir que o sinal de trans-splicing esta presente entre as posigdes -322 e -268, com um

possivel sitio de trans-plicing na posi¢do -265.
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5.4.4.2 uORFs do gene ATPase
O gene ATPase apresentou alto grau de conservagdo na sequéncia nucleotidica da

5’UTR (Figura 5.15).

Verificou-se que a uORF1 estd presente em todas as cepas e na posi¢do esperada
(posicao -269), conforme Figura 5.15. Nao houve mutagdes no codon iniciador e finalizador
(posicao -228) desta uUORF em nenhuma das cepas analisadas. Nas copias das cepas Dm28c,
Y e na sequéncia gendmica do clone CL Brener, a sequéncia nucleotidica estd 100%

conservada em relagdo a sequéncia original do NCBI, conforme Tabela 5.7.

Tabela 5.7: Mutac6es encontradas na uUORF1 do gene ATPase. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do  Modificagdo do Mutagdes (tipo e nimero)

cédon iniciador  codon finalizador L N N
Transi¢des Transversoes Inser¢des  Delecdes

R>R Y2>Y R2>Y Y-R

Dm28¢ 1 Nio Nio 0 0 0 0 0 0

3 Nao Nio 0 0 0 0 0 0

Y 1 Niao Nio 0 0 0 0 0 0
INPA4167 1 Nio Nio 1 0 0 0 0 0
5 Nao Niao 1 0 0 0 0 0

CL Brener Nao Nao 0 0 0 0 0 0
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A uORF2 esta presente em todas coOpias de todas as cepas e na posicao esperada
(posigao -165), conforme Figura 5.15. Nao houve mutagdes no cédon iniciador e finalizador
(posi¢do -94) desta uORF na maioria das cepas analisadas. Na copia da cepa Y e na sequéncia
genomica do clone CL Brener, a sequéncia nucleotidica estd 100% conservada em relagdo a
sequéncia original do NCBI. Na cepa INPA4167, a copia representada pelo clone 5,
apresentou uma transversdo de G>T na posi¢ao -114, criando assim um cddon finalizador na

posicao -112, conforme Tabela 5.8.

Tabela 5.8: Mutaces encontradas ha UORF2 do gene ATPase. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificacdo do Modificacdo do Mutagdes (tipo e nimero)
codon iniciador codon finalizador/
) Transi¢des Transversoes Insercdes Delegdes
(Posigdo)

R>R Y=2>Y R2>Y Y-R

Dm28c 1 Nao Nao 2 0 0 2 0 0

3 Nao Nao 2 1 0 1 0 0

Y 1 Nao Nao 0 0 0 0 0 0
INPA4167 1 Nao Nao 2 0 0 1 0 0
5 Nao Sim (-112) 1 0 1 1 0 0

CL Brener Nao Nao 0 0 0 0 0 0

Interessantemente, observa-se uma sequéncia igual a “sequéncia consenso” de

protozoarios franqueando o cdédon iniciador desta uORF.
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A uORF3 esta presente em todas as copias de todas as cepas e na posi¢ao esperada
(posigao -11), conforme Figura 5.15. Nao houve mutagdes no codon iniciador e finalizador
(posi¢ao +25) desta uORF em nenhuma das cepas analisadas. As sequéncias da cepa Y e a
sequéncia do clone CL Brener do GeneDB, estdo 100% conservadas em relagdo a sequéncia
original do NCBI, conforme Tabela 5.9.

Além disso, todas as copias de todas as cepas apresentaram o cddon iniciador da regido

codificante principal na posi¢cdo esperada.

Tabela 5.9: Mutac6es encontradas na uUORF3 do gene ATPase. R: Purina (Adenina ou Guanina), Y:
Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do  Modificagdo do Mutagdes (tipo e nimero)

cédon iniciador  codon finalizador L N N
Transi¢des Transversoes Inser¢des  Delecdes

R>R Y2>Y R2>Y Y-R

Dm28¢c 1 Nio Nio 0 0 0 1 0 0

3 Nao Nio 0 0 0 1 0 0

Y 1 Niao Nio 0 0 0 0 0 0
INPA4167 1 Nio Nio 1 0 0 1 0 0
5 Nao Niao 1 0 0 1 0 0

CL Brener Nao Nao 0 0 0 0 0 0

Conforme Anexo II (Figura II), o sinal de trans-splicing esta presente provavelmente
entre as posigdes -373 ¢ -316, e pode-se deduzir que o possivel sitio de trans-splicing esteja

na posi¢do -314.
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5.4.4.3 uORFs do gene Proteina ligadora de Quitina
Observa-se que as 80 primeiras bases do alinhamento deste gene apresentam grandes

diferengas na sequéncia nucleotidica (Figura 5.16).

A uORF1 esteve presente em uma copia do clone Dm28c e Y e na sequéncia gendmica
do clone CL Brener na posi¢do esperada (posicao -150), conforme Figura 5.16. Todas as
sequéncias sofreram grandes modificagdes na sequéncia nucleotidica e no cddon finalizador
(posicdo -142), modificando assim a caracteristica basica da uORF. Em uma das copias da
cepa Dm28c, representada pelo clone 4, verifica-se a ruptura dessa uORF devido a uma
transi¢ao de T->C na posi¢do -149. Na copia da cepa INPA4167 observa-se a ruptura dessa
uORF devido a delecdes de Adenina, Timina e Guanina nas posi¢cdes -150, -149 e -148,

respectivamente, extinguindo o cddon iniciador, conforme Tabela 5.10.

Tabela 5.10: MutagGes encontradas na UORF1 do gene Proteina ligadora de Quitina. R: Purina
(Adenina ou Guanina), Y: Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do Modificagdo do Mutagdes (tipo e nimero)
codon iniciador  codon finalizador/ .
Transi¢des Transversoes Inser¢des  Delecdes
(Posi¢ao)
R>R Y=Y R2>Y Y-R

Dm28c 3 Nao Sim (-70) 3 2 1 3 0 24
4 Sim Sim - - - - - -

Y 1 Nao Sim (-125) 0 1 1 0 0 5

3 Nio Sim (+17) 9 12 12 12 0 31

INPA4167 2 Sim Sim - - - - - -
CL Brener Nao Sim (-70) 3 5 3 4 0 15
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A uORF?2 esteve presente em quase todas as copias de todas as cepas, apenas uma das
copias da cepa Y ndo apresentou o codon iniciador na posi¢do esperada (posi¢ao -73),
conforme Figura 5.16. Todas as copias sofreram grandes modificacdes na sequéncia de
nucleotideos e no cddon finalizador (posi¢do -4), modificando assim a caracteristica basica da
uORF. Na outra copia da cepa Y, representada pelo clone 3, verifica-se a ruptura dessa uORF
devido a uma transversdo de T->G na posigdo -72, extinguindo o cédon iniciador, conforme

Tabela 5.11.

Tabela 5.11: Mutag@es encontradas na UORF2 do gene Proteina ligadora de Quitina. R: Purina
(Adenina ou Guanina), Y: Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone  Modificagdo do Modificagdo do Mutagdes (tipo e nimero)
codon inici.ador  codon finalizador/ .
Transi¢des Transversdes Inser¢des  Delegdes
(Posi¢ao)
R>R Y=>Y R2>Y Y-R
Dm28c 3 Nio Sim (-27) 1 2 1 0 0 1
4 Nao Sim (+42) 4 3 9 7 0 0
Y 1 Nao Sim (-27) 1 0 1 2 0 1
3 Sim Sim - - - - - -
INPA4167 2 Nio Sim (#) 4 2 8 5 1 0
CL Brener Nao Nao 2 3 1 3 0 0
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A uORF3 esteve presente em uma copia da cepa Dm28c, Y, e na sequéncia gendmica do
clone CL Brener na posi¢do esperada (posi¢ao -30), e o codon finalizador manteve-se
inalterado (posi¢do -4) nessas copias, conforme Figura 5.16 e Tabela 5.12.

Nota-se que a maioria das sequéncias, com similaridade com o gene Proteina ligadora de
Quitina, ndo apresentaram o codon iniciador da ORF principal na posi¢do esperada. Somente
a copia da cepa Y, representadas pelo clone 3, e a sequéncia gendmica do clone CL Brener do

GeneDB exibiram este cddon na posi¢ao esperada.

Tabela 5.12: Mutagdes encontradas na UORF3 do gene Proteina ligadora de Quitina. R: Purina
(Adenina ou Guanina), Y: Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do  Modificagdo do Mutagdes (tipo e nimero)

cédon iniciador  codon finalizador L N N
Transi¢des Transversoes Inser¢des  Delecdes

R>R Y2>Y R2>Y Y-R

Dm28¢c 3 Nio Nio 0 1 1 1 0 0
4 Sim Sim - - - - - -

Y 1 Nao Nao 0 0 1 0 0 0

3 Sim Sim - - - - - -

INPA4167 2 Sim Sim - - - - - -
CL Brener Nao Nao 1 10 0 1 0 0

Conforme Anexo II (Figura III), o possivel sinal de trans-splicing esta presente
provavelmente entre as posicdes -271 e -210 ou entre -271 e -201, e pode-se deduzir que o

possivel sitio de trans-splicing esteja na posi¢ao -209 ou -198, respectivamente.
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5.4.4.4 uORF do gene RNA Helicase
O gene RNA Helicase mostrou alto grau de conservagdo na sequéncia nucleotidica da

5’UTR (Figura 5.17).

A uORF1 sofreu ruptura em todas as copias de todas as cepas analisadas e na sequéncia
genomica do clone CL Brener, devido a uma inser¢do de uma Timina na posi¢dao -90,
conforme Figura 5.17. Além disso, as copias da cepa Y e a sequéncia genomica do clone CL
Brener, apresentaram uma transicdo de A—>G na posigdo -92, que contribuiu para a extingao
desta uORF, conforme Tabela 5.13.

Adicionalmente, um outro ATG na posi¢do -73, anteriormente ndo considerado como
uORF, esteve presente em todas as copias de todas as cepas.

Todas as copias de todas as cepas apresentaram o codon iniciador da regido codificante

principal na posi¢ao esperada.

Tabela 5.13: MutacGes encontradas na UORF1 do gene RNA Helicase. R: Purina (Adenina ou
Guanina), Y: Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do  Modificagdo do Mutag6es (nimero)

codon iniciador  codon finalizador . - - -
Transi¢des Transversoes Insergdes  Delegdes

R2>R Y=>Y R2>Y Y-R

Dm28¢ 2 Sim Sim - - - - - -
Y 2 Sim Sim - - - - - -

4 - - -

INPA4167 3 Sim Sim - - - - - -
CL Brener Sim Sim - - - - - -

Conforme Anexo II (Figura IV), o possivel sinal de trans-splicing esta presente
provavelmente entre as posi¢des -203 e -133 e pode-se deduzir que o possivel sitio de trans-

splicing esteja na posigdo -132 ou -125.
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5.4.45 uORF do gene Caseina Quinase
O gene Caseina Quinase mostrou alto grau de conservagdo na sequéncia nucleotidica da

5’UTR (Figura 5.18).

Verificou-se que a uORF1 estd presente em todas as copias da cepa Y e Dm28c e na
sequéncia gendmica do clone CL Brener, com o cddon iniciador na posi¢do esperada (posi¢ao
-227), conforme Figura 5.18 e Tabela 5.14.

Além disso, todas as copias de todas as cepas apresentaram o cddon iniciador da regiao
codificante principal na posi¢cdo esperada.

Foram observadas algumas mutagdes, presentes tanto na regido 5S’UTR como dentro das
uORFs, aparentemente tipicas do grupo populacional Tcl. Transi¢des de C>T na posicéo -
230, de A>G na posigdo -205 e -81, de T>C na posicdo -152, e de G=>A na posicdo -50;
transversdes de C=>G na posicao -148, de A—>C na posi¢ao -120, de C—=> A nas posicdes -107,
-86 ¢ -47, e de A>T na posigdo -53; ¢ inser¢des de G, T ¢ A nas posigoes -178, -162 ¢ -21,

respectivamente.

Tabela 5.14: MutacGes encontradas na UORF1 do gene Caseina Quinase. R: Purina (Adenina ou
Guanina), Y: Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagio do Modificagdo do Mutagdes (nimero)
codon iniciador  codon finalizador/ .
Transi¢des Transversdes Inser¢des  Delegdes
(Posigdo)
R>R Y=2>Y R2>Y Y-R

Dm28c 2 Nao Sim (-160) 1 1 1 1 3 0
Y 1 Nio Nio 0 0 1 3 3 0

CL Brener Nao Sim (-75) 0 0 1 3 3 0

Conforme Anexo II (Figura V), o possivel sinal de trans-splicing esta presente
provavelmente entre as posicdes -367 e -273, e pode-se deduzir que o possivel sitio de trans-

splicing esteja na posigdo -268.
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5.4.4.6 uORF do gene Ferredoxina
O gene Ferredoxina mostrou alto grau de conservagdo na sequéncia nucleotidica da

5’UTR (Figura 5.19).

Verificou-se a presenga da uORF1 em todas a copias de todas as cepas e na posicao
esperada (posi¢do -52), conforme Figura 5.19. Nao houve mutacdes no codon iniciador e
finalizador (posigdo -15) desta uORF em nenhuma das cepas analisadas. As cOpias das cepas
Y, INPA4167 e a sequéncia gendmica do clone CL Brener, tiveram a sequéncia nucleotidica
100% conservada com a sequéncia original do NCBI, conforme Tabela 5.15.

Observa-se uma sequéncia muito parecida a “sequéncia consenso” de eucariotos,
flanqueando o cddon iniciador da uORF.

Além disso, todas as copias de todas as cepas apresentaram o cddon iniciador da regido
codificante principal na posi¢do esperada.

A sequéncia que ndo apresentou similaridade com o gene esperado demonstrou alta
similaridade com um gene que codifica proteinas hipotéticas deste parasito, o fragmento

amplificado faz parte da regido codificante principal deste gene.

Tabela 5.15: Mutag@es encontradas na UORF1 do gene Ferredoxina. R: Purina (Adenina ou
Guanina), Y: Pirimidina (Citosina ou Timina).

Cepa Clone Modificagdo do  Modificagdo do Mutagdes (nUmero)

cédon iniciador  codon finalizador L
Transi¢des Transversoes Inser¢des  Delecdes

R2>R Y=2>Y R2>Y Y-SR

Dm28c 2 Nao Nao 0 0 2 0 0 0
Y 4 Nio Nao 0 0 0 0 0 0
INPA4167 3 Nao Nao 0 0 0 0 0 0
CL Brener Nio Nao 0 0 0 0 0 0

Conforme Anexo II (Figura VI), o possivel sinal de trans-splicing esta presente
provavelmente entre as posigdes -189 e -146, e pode-se deduzir que o possivel sitio de trans-

splicing esteja na posigdo -143.

61



5.4.4.7 uORFs do gene Retrotransposon
Acidentalmente o desenho do par de iniciadores foi realizado com base em uma

sequéncia de um gene Retrotransposon diferente daquela inicialmente selecionada. O
fragmento amplificado demonstrou alta identidade com uma sequéncia de outro
retrotransposon (numero de acesso AF208537), e apresenta a sequéncia da 5’UTR com
tamanho menor do que a 5’UTR do gene esperado, e ndo apresenta uORFs nessa regido.
Logo, as andlises da presenca e conservagao das uORFs (Figuras 5.20), assim como as

analises das regides intergénicas (Anexo II FiguraVII), ndo puderam ser realizadas.

5.4.5 Observacao de novas uUORFs

Foram observadas cinco novas uORFs no gene gp82, quando comparadas as sequéncias
das cepas utilizadas, conforme Anexo III Tabela III. Nao pdde ser observado o cddon
finalizador da uORF-89 da cépia (clonel) da cepa Dm28c, uORF-42 da copia (clone2) da
cepa Dm28c e uORF-63 da copia (clone 3) da cepa Y. Duas novas uORFs foram observadas
no gene ATPase, conforme Anexo III Tabela IV, e onze novas uORFs no gene Proteina

ligadora de Quitina, conforme Anexo III Tabela V.

5.4.6 BLAST com as sequéncias nucleotidicas das uUORFs
A busca BLAST no Genbank NCBI com as sequéncias nucleotidicas de todas as

uORFs, ndo detectou sequéncias similares de uORFs em genes de outros Tripanossomatideos
e demais organismos. Aparentemente, a existéncia destas uORFs nestes genes ¢ um evento

exclusivo de T. cruzi.

5.4.7 Sequéncias de aminoacidos das uUORFs
Verifica-se que a sequéncia de aminodcidos das uORFs, de um modo geral, ndo foi

muito conservada quando a uORF esteve presente. Foram observadas 151 mutagdes missense,
5 mutagdes nonsense e 25 mutagdes silenciosas em todas as uORFs conservadas. Notou-se
que nos genes ATPase e Ferredoxina a sequéncia de aminoacidos esteve melhor conservada,
conforme Anexo IV Tabelas VI, VII, VIII, IX, X e XI.

A sequéncia de aminoacidos das novas uORFs estdo representadas nos Anexo V

Tabelas XII, XIII, XIV, XV, XVI, XVII e XVIIIL.
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5.4.8 BLAST com as sequéncias de aminoacidos das uORFs
A busca BLAST com as sequéncias de aminoacidos das uORFs ndo detectou sequéncias

similares de uORFs em genes de outros Tripanossomatideos.

5.5 Analise do Uso de Codons pelas uUORFs

As analises ndo foram realizadas com o gene RNA Helicase e Retrotransposon.

5.5.1 Codon Adaptation Index
O Codon Adaptation Index (CAI ou Indice de uso de codons) obtido para todas as

uORFs esperadas dos cinco genes e de todas as cepas, demonstrou valores entre 0,650 e
0,808, como visto pelas barras coloridas no Grafico 5.1. Quando comparamos o CAI entre as
cepas, observamos que o padrdo de CAI é muito parecido entre os genes das cepas Y e

INPA4167.

CAl

Valor

0.9 m Dm28c

oy
@ INPA4167

Gene

Graéfico 5.1: CAI das sequéncias das UORFs das cepas estudadas
inicialmente comparado com o T. cruzi.

5.5.2 Frequéncia do uso de codons entre as cepas
No Anexo VI Tabela XIX, observamos a frequéncia de uso de 10 cddons para cada cepa

em estudo e o clone referéncia CL Brener (Codon Usage Database-NCBI) por mil bases.
Verifica-se que apenas trés cddons, TTT, AAG e ATG, foram mais frequentemente utilizados
para todas as cepas e para a Database ao mesmo tempo.

Entretanto, verifica-se que para o aminoacido alanina, o clone CL Brener ¢ a cepa
INPA4167, utilizaram com maior frequéncia dois cédons diferentes para codificar o mesmo

aminoacido, GCC e GCQG, respectivamente.
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Observa-se para o aminoacido lisina, o clone CL Brener utiliza mais frequentemente o
codon AAG, enquanto todas as outras cepas utilizam dois cddons mais frequentes AAG e
AAA.

Verifica-se também, que para o aminodcido glutamina, houve a troca do aminoéacido
mais frequente, enquanto o clone CL Brener utiliza o codon CAG para codificar este
aminoacido, as outras cepas utilizaram o cddon CAA.

Para o aminodcido arginina, observa-se que as cepas estudadas utilizaram-se de
diferentes cddons para codificar o mesmo aminodcido, AGG e CGT para a cepa INPA4167,
CGG na cepa Dm28c e CGT na cepa Y, enquanto no clone CL Brener estes codons ndo foram
os mais frequentes. Assim como, com o aminoacido treonina nas cepas Dm28c e INPA4167,
sem apresentar alta frequéncia no clone CL Brener.

Observa-se que o aminoacido serina foi mais frequente com o cddon AGC nas cepas
estudadas, ao contrario do que ocorreu no clone CL Brener, no qual este codon nao foi o mais
frequente. E para o aminoacido valina, o codon GTG foi o mais frequente apenas no clone CL

Brenerenacepa Y.

5.5.3 Uso de codons sinbnimos entre os genes
A maioria dos genes apresentou valor de Nc¢ (Effective number of codons ou niimero

efetivo de cddons) baixo, 35, 33, 27 e 21 para gp82, ATPase, Ferredoxina e Caseina Quinase,
respectivamente. Apenas o gene Proteina ligadora de Quitina demonstrou valor préximo do

valor central, 46 (Anexo VI Tabela XX).

5.5.4 Conteudo G+C

Os valores do conteido G+C observados para as uORFs foram muito proximos entre as
cepas analisadas e ao comparar estas e o clone referéncia CL Brener (valores obtidos no

NCBI), conforme Anexo VI Tabela XXI.
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5.6 Segmentos da UTR contendo uORFs como possiveis marcadores
moleculares

5.6.1 Amplificagéo dos genes selecionados
Realizou-se a amplificacdo dos fragmentos dos genes ATPase e Ferredoxina com outras

cepas e isolados de T. cruzi, a fim de avaliar a possibilidade de utilizacdo destes como
marcadores moleculares. Conforme demonstrado nas Figuras 5.21, 5.22 e 5.23 foram
amplificados, através de PCR, todos os fragmentos do tamanho esperado. Ressalta-se a
eficiéncia da amplificagdo do fragmento do gene ATPase, no qual todas as cepas e isolados

foram amplificados em uma unica reagao (Figura 5.21), com excecao da cepa Colombiana.
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Figura 5.21: Gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etideo,
mostrando amplificacfes com o par de iniciador ATPase. Canais 1:
marcador molecular de 100 pb; 2: cepa D7; 3: cepa 115; 4: cepa
GLT593; 5: cepa JJ; 6: cepa 3663; 7: isolado 4179; 8: isolado Rbll; 9:
isolado 1502; 10: isolado 1523; 11: isolado 4170; 12: isolado 4169; 13:
isolado 4166; 14: isolado 103/94; 15: isolado RbX; 16: controle positivo;
17: controle negativo da reacéo; 18: marcador molecular de 100 pb.
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Figura 5.22: Gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de
etideo, mostrando amplificagbes com o par de iniciador
Ferredoxina. Canais 1: marcador molecular 100 pb; 2: isolado
4179; 3: isolado RblI; 4: isolado 1502; 5: isolado 1523; 6: isolado
4170; 7: isolado 4169; 8: isolado 4166; 9: isolado 103/94; 10:
isolado RbX; 11: marcador molecular 100 pb.
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Figura 5.23: Gel de agarose 1,5 %, corado com
brometo de etideo, mostrando amplificacdes com o par
de iniciador Ferredoxina. Canais 1: marcador
molecular 100 pb; 2: cepa D7; 3: cepa 115; 4: cepa
GLT593; 5: cepa JJ; 6: cepa Colombiana; 7: controle
positivo; 8: controle negativo da reacdo; 9: marcador
molecular 100 pb.

5.6.2 Digestdo Enzimatica

Foi realizada a digestdo com enzimas de restricdo nos produtos de PCR do gene
ATPase. As Figuras 5.24, 5.25 ¢ 5.26 mostram géis de agarose a 1,5% com produtos de PCR
submetidos a digestdo com as enzimas Msp I, Hae III e Taq I, respectivamente. Nao foram
observadas diferengas no padrdo de bandas entre as amostras submetidas a digestdo

enzimatica. Notou-se apenas que o fragmento da cepa 115 mostrou um tamanho diferente das

outras amostras, nas trés digestoes.
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Figura 5.24: Gel de agarose 1,5 %, com produtos de PCR submetidos
a digestdo enzimatica com a enzima Msp |. Canais 1: marcador
molecular 100 pb; 2: cepa D7; 3: cepa 115; 4: cepa GLT593; 5: cepa
JJ; 6: cepa 3663; 7: isol. 4179; 8: isol. Rbll; 9: isol. 1502; 10: isol.
1523; 11: isol. 4170; 12: isol. 4169; 13: isol. 4166; 14: isol. 103/94; 15:
isol. RbX; 16: controle negativo da reagdo; 17: marcador molecular
100 pb.
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Figura 5.25: Gel de agarose 1,5 %, com produtos de PCR
submetidos a digestdo enzimatica com a enzima Hae I1l. Canais 1:
marcador molecular 100 pb; 2: cepa D7; 3: cepa 115; 4: cepa
GLT593; 5: cepa JJ; 6: cepa 3663; 7: isol. 4179; 8: isol. Rbll; 9:
isol. 1502; 10: isol. 1523; 11: isol. 4170; 12: isol. 4169; 13: isol. 4166;
14: isol. 103/94; 15: isol. RbX; 16: controle negativo da reagdo; 17:
marcador molecular 100 pb.
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Figura 5.26: Gel de agarose 1,5 %, com produtos de PCR submetidos
a digestdo enzimatica com a enzima Tag |. Canais 1: marcador
molecular 100 pb; 2: cepa D7; 3: cepa 115; 4: cepa GLT593; 5: cepa
JJ; 6: cepa 3663; 7: isol. 4179; 8: isol. Rbll; 9: isol. 1502; 10: isol.
1523; 11: isol. 4170; 12: isol. 4169; 13: isol. 4166; 14: isol. 103/94; 15:
isol. RbX; 16: controle negativo da reacdo; 17: marcador molecular
100 pb.
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5.6.3 Sequenciamento de ATPase e Ferredoxina com outros isolados dos trés
grupos populacionais
No segundo alinhamento do gene ATPase observou-se alto grau de conservagdo na

sequéncia nucleotidica da 5’UTR entre as diferentes cepas e populagdes, como demonstrado
nas Figuras 5.27.

Verificou-se diversas mutagdes grupo-especificas, e os diferentes grupos Tcl, Tcll e ZIII
apresentaram os respectivos nimeros de mutagdes: trés, oito e sete. No grupo Tcl verificou-se
duas transversdes C=>G na posigao -126 e de C—> A na posigdo -89, e uma transi¢do A—>G na
posicao -120. No grupo Tcll foi observado um total de seis transigoes, A—>G nas posigdes -
301 e -17, G> A nas posigoes -300, -290 e -98, T->C na posicdo -219; e duas transversdes,
T->G na posi¢do -213 ¢ G>C na posi¢do -128. E no grupo ZIII observou-se quatro
transigoes, A= G nas posigoes -265 e -7, G2 A na posi¢ao -160 e C=>T na posigdo -84; ¢ trés
transversdes, G=C na posicao -191, A>T na posi¢ao -186 e C=> A na posigao -81.

A posicao -224 apresenta potencial para diferenciar os trés grupos populacionais, através
da observagdo de uma Adenina nas cepas pertencentes ao grupo Tcl, uma Guanina nas cepas
do grupo Tcll, e uma delecao nas cepas do grupo ZIII.

Além disso, foram verificadas mutagdes cepa-especificas, como para a cepa Y uma
transversdo de T A na posicdo -183, e para a cepa JJ uma transicdo de C=>T na posicao -41
e trés transversdes de C—>G nas posigoes -249, -240 ¢ -137.

As cepas 115 e 3663 nao demonstraram padrdo de mutagdes esperado para seus

respectivos grupos populacionais.
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AF254412 _NCBI AAGCAAACGAAGACATTTGACAAACGGTGTCTAGTAAAAAGAAATGCAAAAAGGGGGAGTTGGCCTGTTTTTCAAGTTTA [-233]

(1= o = N o o] 1= [-233]
(000 4 o o 22 5152 [-233]
LT 02 7 [-233]
(1= o = ] N 5 1 [-233]
cepa_115 . .......... 2 [-233]
cepa_Dm28c_3 ........... AG.. .. ..... G o e e e e e e e e e e e eaaaeaaaan [-233]
cepa_Dm28c_1 ........... AG......... G o o e e e e e e e e e e e e [-233]
cepa_D7 = ... ... AG.. .. ..... G o o e e e e e e e e e e e [-233]
isol_RblIl ... . ...... AG......... G o o e e e e e e e e e e e eaeaeaeaaan [-233]
isol_1502  ........... AG......... R [-233]
isol_1523  .._......... AG......... R [-233]
isol_4179 ... ...... AG. ... ..... o [-233]
isol_4170 ... ...... AG. ... ..... e [-233]
cepa_4167_1 ... ........ AG......... G e et L [-233]
cepa_4167 5 ... ....... AG......... 2 [ [-233]
cepa_Jl Liiiiiaaaa- AG......... 2 [ [C [CTR— [-233]
isol_4169  .._.......... AG. ... ..... Gt e L [-233]
isol_4166  ........... AG......... o L [-233]
isol_RbX  ........... AG......... G L [-233]
cepa_3663 . .......... AG......... R [-233]

AF254412_NCBI TTABAAAGGAGCCTGAAAGGAAAAGCTGGAGCGCGTCCGTGACCGAATATTGTCAAACGAGCAAAARTEGCGACAAGAC [-153]

[1=1 o = [-153]
CoNtiQg_28526 ..ot ec e emeeeeaaeaaaaa- T e e [-153]
1S00_103/94 e e eeeaeaaaaaan T e e [-153]
cepa_GLT593 e e e 8 [-153]
cepa_115 L. aaiiiaaa-- T e e I [-153]
cepa_Dm28c_3 ........ - Tl T e e I [-153]
cepa_Dm28c_1 ........ Ao Too... T e e I [-153]
cepa_ D7  ....... Ao Too... T e e I [-153]
isol_RbIl  ........ Ao To.... T e T e e [-153]
isol_1502  ........ Al To.o.. T T e [-153]
isol_1523  ........ Ao To.o.. T T e [-153]
isol_4179  ........ Ao...T..... T e e e e e e e T e e e e e e e e e [-153]
isol_4170  ........ Ao...T..... T e e e e e e e T e e e e e e e e e [-153]
cepa_4167 1  ........ e T T e e (oS L I Aceenn.. [-153]
cepa_4167_5 ........ - Tl T e L Aooo.. [-153]
cepa_JJ = ........ -...GT..... T e L Alooo.. [-153]
isol_4169  ........ - Tl T e L Aooo.. [-153]
isol_4166 ........ S P L (o L S Aceenn.. [-153]
isol RbX ........ S P L (oS L S Aceenn.. [-153]
cepa_3663 @ ............. Teononn X Y [-153]

(7= 0 X- S e [- 731
CONERY 28526 - o oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e [- 73]
1S00_108/94 o e e e [- 73]
[o7= 0 X= T ] I 151 [- 731
cepa_115 L iiaaiaaa- [ o [- 73]
cepa_Dm28c_3 ... iiaiiaaa- [CH—— 2 Teeo Goveao Ao [- 73]
cepa_Dm28c_1 .. ... G.G..... 2 [CH— Ao [- 73]
cepa_D7 i iaaa- G.G..... 2 [CH— Ao [- 73]
isol_RbIl . ... .. ... G.G..... G [CTR A [- 73]
isol_1502 ... ... G.G..... Gt [CHR A [- 73]
isol_1523 ... G.G..... . [CHR A [- 73]
isol_4179 ... G.G..... . [CHR A [- 73]
isol_4170 ... G.G..... A [CHR A [- 73]
cepa_4167_1 @ .. Gt eeaaaaaa [ T..A....... [- 73]
cepa_4167_5 ... R L R T..Ac....... [- 73]
cepa_JJ = ... [CHR G e [ T..Ac....... [- 73]
isol_4169 . ... ... G e [ T..Ac....... [- 73]
isol_4166 .. ... ... G e [ T..A....... [- 73]
isol_RbX ...l A [ T..A....... [- 73]
cepa_3663 @ e ieeaaiiaaan L G e e [- 73]
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AF254412_NCBI CCGCAAAAGCGTCAGTCCGTTCTCTCCAAGGCCATTAGTGAGCACAAGGAGGACGGCGTCGATGAAGTGCCABIBCTACC [+
(1= o - Y [+
(00T ok o o 2 =151 T [+
LEST0 ] 0 74 7 [+
(1= o = ] N 5 1 [+
[T= o - T G.. [+
[oT=T o - 1122 <o T A e [+
[oT=T o = 1122 <o A i [+
[o1= o - Y A e [+
LYo ] 0o T N A e [+
IS0l _1502 L e e e e e A e [+
IS0l 1523 e e e e A e [+
1S00_4079 e A i [+
1S00_4170 et Ao [+
(0= 0 T= T 5 e Al G [+
(0= 0 X= T 5 S 5 T A . Gt [+
(0= 0 1= N T et Al Gt [+
Lo 1 T 11 A [, [+
BSON_4166 oo e e Aceenao.. (R [+
IS0l _RDX e Ao [ [+
CePa_3663 e e e e e A i G.. [+
AF254412_cepa_Y_NCBI GCCGTCCAAGGGTCIBA-———-----———====——————————————————— [+ 571
cepa_Y_clonel ... ... ...... CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCC-TTGCCAA--- [+ 57]
Contig_28526_GeneDB ................. CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCC-TTGCCAA--- [+ 57]
isol_103/94 L. CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCCTTGCCAAA-- [+ 57]
cepa_GLT593 . ................ CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCC-TTGCCAA--- [+ 57]
cepa_115  L.......... A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAGGAACTCC-TTGCCAA--- [+ 57]
cepa_Dm28c_clone3  ............ A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCC-TTGCCA---- [+ 57]
cepa_Dm28c_clonel  ............ A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCC-TTGCCAA--- [+ 57]
cepa_ D7 LLL...... A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAGG-C-——-——==—==———— [+ 571
isol_RbIl  _........... A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAGG-CCCTT-TTGTAAA--- [+ 57]
isol_1502 _........... A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAAG-CCCCT-TTTCCCAAAA [+ 57]
isol_1523 _........... A. .. .CCACGGCCGAAGCGGAAGAGTTCC-TGGGCCAAA- [+ 57]
isol_4179  _L.......... A. .. .CGACGGCCGAAGCGAG--—-—-—————————————— [+ 571
isol_4170  _........... A. .. .CGACGGCCGAAGCGGAAGACCCCT-TTGTGCCAAA [+ 57]
cepa_4167_clonel ... ....... A. .. _.CAACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCAA---- [+ 57]
cepa_4167_clone5 ............ A. .. .CAACGGCCGAAGCGGAAGAGCTCCTTGCCAA---- [+ 57]
CepPa_Jd e [+ 571
isol_4169 ... ..... A. .. .CAACGGCCGAAGCGGAAGGCCCTTTTCCCAAAA-- [+ 57]
isol_4166 ... ... ..... A. .. .CAACGGCCGAAGCGGAAGAGCCCCCTTGCCAAA-- [+ 57]
isol_RbX  _LL........ A. .. .CAACGGCCGAAGCGGACGCCCCCTTTTAAAA---- [+ 57]
cepa_3663 = L_........-. A. .. .CGACGGCCGAAGCG--—-————————————————— [+ 571

Figura 5.27: Alinhamento 2 da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene ATPase,
posicdes -312 até +57. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco verde: cédons
iniciadores das UORFs; bloco rosa: cddons finalizadores das uORFs; bloco vermelho: cédon
iniciador da regido codificante principal; a posicdo +1 indica a Adenina do cédon iniciador da

regido codificante principal. -: falta de nucleotideo, «: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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No segundo alinhamento do gene Ferredoxina, Figura 5.28, observou-se alto grau
de conservagdo na sequéncia nucleotidica da 5’UTR entre as diferentes cepas e
populacdes analisadas. A sequéncia do clone 3 da cepa Dm28c foi retirada, devido a ndo
identidade com o gene esperado. Verificou-se que para a uORF esperada, tanto o cddon
iniciador quanto o cddon finalizador estdo presentes na posi¢ao esperada (posicao -52)
em todas as sequéncias analisadas.

Surpreendentemente, um segmento localizado na 5’UTR do gene Ferredoxina,
antes da uORF, contém repeticdes do dinucleotideo CA e mononucleotideo A e as
variagOes desta repeticdo parecem ser particulares a grupos de cepas, independente da
linhagem a que pertence o isolado. Assim, ao alinharmos as sequéncias das quatro cepas
inicialmente utilizadas, verificou-se o aparecimento de um padrdo caracteristico de
repeticdo que foi especifico para cada cepa, conforme mostrado na Figura 5.19. Tal
resultado motivou a ampliagdo do ntimero de cepas e isolados utilizados, a fim de
comprovar se estas repeticoes de CA e A poderiam ser utilizadas em um ensaio de
caracterizagdo de isolados de T. cruzi. O alinhamento das sequéncias deste gene de
todos os isolados utilizados possibilitou a divisdo destes em nove genotipos, conforme

Tabela 5.16.

Tabela 5.16: Genétipos propostos baseado no padréo de repeticdo CA e A na 5’UTR,
antes da UORF do gene Ferredoxina.

Genotipo RepeticBes Cepa/lsolado
Genotipo 1 (CA)3(A)12 Dm28c¢, RbII
Genotipo 2 (CA)(A)13 Colombiana, D7, GLT593
Genotipo 3 (CA)4(A)o 4170, 4179, 1502, CL Brener
Genotipo 4 (CA)4(A)1 4169, RbX
Genotipo 5 (CA)4(A)14 4166, JJ, 103/94
Genotipo 6 (CA)(AATA);(A)s 115, CL Brener
Gendtipo 7 (CA)J(AATA) (Ao 3663
Genotipo 8 (CA)s(A)g 1523
Genotipo 9 (CA)s(A)12 Y, INPA4167

Verificou-se que o clone CL Brener, apresentou dois genétipos diferentes. Como
este gene ¢ de copia unica, provavelmente a sequéncia depositada no Genbank com

sendo oriunda de CL Brener tenha sido obtida de outro isolado.

71



AY206009_NCBI GTGGCACAAGCGATCACCGGGTCACTTTGTATCGGTGACGCACAGGCAGT AR AR TTAG [- 62]
cepa_Y_4 e A e e CA-——-AA. ... [- 62]
cepa_4167_3 62]
isol_1523 62]
Contig_8673 62]
cepa_115 62]
cepa_3663 62]
isl_103/94 62]
cepa_JJ 62]
isol_4166 62]
isol_4169 62]
isol_RbX 62]
isol_1502 62]
isol_4179 62]
isol_4170 62]
cepa_GLT593 62]
cepa_D7 62]
cepa_colomb 62]
cepa_Dm28c_2 62]
isol_RblI 62]
AY206009_NCBI ACGCCTGCATGAGCGTGTACAAGAGTTGTAGCTTTTTTTATIAETGGTTTTGGCGGCA-————————————————————— [+ 19]
cepa_Y_cloned ... eeeaeaeaaeaaaas ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
[T =T ¢ F= 1 G ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
isol_1523 ... ... ... ... ... T....- T o e e e e e e ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
[0} 4 o o T = A...ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
=T ¢ = A...ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
[T =T o F= {11 ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
1Sl _108/94 e aaeaeaaeeaeeaaaaaaa ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
cepa_Jl = ..iiaeaaa-. L ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
isol_4166 .. ... .. iieiiaaaaaan T e ATGTTTTTTCATGCGGCACGGC [+ 19]
LT R 11 ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
LT S o ) ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
isol_1502  ................ T..... T e G....ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
isol_4179 ... ........ Teunn. L ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
isol_4170 ... ....... Teunn. L ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
cepa_GLT593  ................ T..... T e e e e e ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
cepa_ D7 = L........... T..... T e e e e e ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
cepa_colomb  ...... ... ... .... T..... T e e e e e ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
cepa_ Dm28c_2 ................ T..... T e e e e e ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
isol RbIl ... ........ Teenn. L ATGTTTTTTCATGCGACACGGC [+ 19]
AY206009_NCBI —————— = m oo oo [+100]
cepa_Y_clone4 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCCACCGATGTCGGCGCCACGCGTACAAATC [+100]
cepa_4167_3 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCCACCGATGTCGGCGCCACGCGTACAAATC [+100]
isol_1523 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCAGCCACCGACGTCGGCCCCACGCGAAAATTCC [+100]
Contig_8673 GATTATATTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCCGCCACCGACGTCGGCGCCACGCGTACAAATC [+100]
cepa_115 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGG-CAACAGCAGCG--CATGCATATC-—————————————————— [+100]
cepa_3663 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCCGCCACCGACGTCGGCGCCACGCGTACAAATC [+100]
isl_103/94 GATTATGTTTTGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCCGCATGCAG-GGCCCCCCCCCAAAAATCC [+100]
cepa_JJ GATTATGTTTTGCGGGCACTGCGGTGGGGCGGGTAGGGGAACACCAGCAGCCACCGATGGCGGCCCCCCCCCAAAAAATC [+100]
isol_4166 GATTATGTTTTGCGGGCACTGCGGTGTGGCCGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCACCAGACA-———————————————————— [+100]
isol_4169 GATTATGTTTTGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCCACCGGTGTCGGCGCCACCCGTACAAATC [+100]
isol_RbX GATTATGTTTTGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAGCAGCAGCAGCCACCGATGTCGGCGCCACGCG-ACAATTC [+100]
isol_1502 GATTATGTTTCCCGGGCACTGGGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCAGCCACCGACGTCGGGGCCCCCCGTACAATTC [+100]
isol_4179 GATTATGTTTCCCGGGCACTGCGGTGTGGGGGGTAGGGCAACAGCAGCAGCCACCGACGTCGGGGCCCCCCGTAAAATTC [+100]
isol_4170 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGG-CAACAGCAGCAGCACGCGA-ATGGGGCCCCCCCGAAAAAATC [+100]
cepa_GLT593  GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCAGCCCCCAAAGTCGGCCCCCCCCGAACAAACC [+100]
cepa_D7 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCAGCCACCGAAGTCGGCCCCCCGCTTAAAA-TC [+100]
cepa_colomb  GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCACCCCCCGACGTCGGCCCCCCGCGAAAAAATC [+100]
cepa_Dm28c_2 GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCAGCCACCGACGTCGGCGCCACGCGTACAAATC [+100]
isol_Rbll GATTATGTTTCGCGGGCACTGCGGTGTGGCGGGTAGGGCAACAGCAGCACCCCCCGACGTCGGGGCCCCCCGTAAAATCC [+100]

Figura 5.28: Alinhamento 2 da 5’UTR e de parte da regido codificante principal do gene
Ferredoxina, posicdes -141 até +100. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina; bloco
verde: codons iniciadores das UORFs; bloco rosa: cédons finalizadores das uORFs; bloco
vermelho: RSS; a posicdo +1 indica a Adenina do cédon iniciador da regido codificante

principal. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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5.7 Analise da transcricéo por RT-PCR

Foram amplificados os fragmentos da RT-PCR para todos os genes, entretanto
serdo mostrados apenas os resultados para os genes ATPase e Ferredoxina. Os
fragmentos amplificados com o par de iniciadores ATPase demonstraram duas bandas
de mesmo tamanho para todas as cepas, conforme Figura 5.29. Os fragmentos
amplificados com o par de iniciador Ferredoxina demonstraram mais de uma banda para
os clones/cepas CL Brener e Y, enquanto os clones/cepas Dm28c e INPA4167

apresentatram apenas uma banda (Figura 5.30).

Figura 5.29: Gel de agarose
1,5%, corados com brometo de
etideo, mostrando amplifica¢bes
com o par de iniciador ATPase.
Canais 1: clone CLBrener; 2:
clone Dm28c; 3: cepa Y; 4: cepa
INPA4167.
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Figura 5.30: Gel de agarose 1,5%,
corados com brometo de etideo,
mostrando amplificagdes com o par
de iniciador Ferredoxina. Canais 1:
clone CLBrener; 2: clone Dm28c; 3:
cepa Y; 4: cepa INPA4167.

Este resultado indica que estes dois genes apresentam sitios adicionais de trans-
splicing no estagio epimastigota, aquele utilizado para a obtencio do RNA total. E
especialmente interesssante o comportamento do gene Ferredoxina: isolados Tcll (Y e
CL Brener) apresentam sitios adicionais de trans-splicing, ao passo que Tcl e ZIII
(Dm28c e INPA4167) ndo o exibem. Esta varia¢do na transcri¢do do gene Ferrodoxin
nas populacdes de T. cruzi abre interessantes caminhos rumo a compreensdo da

complexidade biologico-parasitaria deste protozoario.
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6 DISCUSSAO

Pouco ¢ conhecido sobre a existéncia e conservacdo de uORFs em genes de
Tripanossomatideos. Até o momento, apenas um trabalho descreve a presenga de uma
uORF em T. cruzi (gene da Tuzina) (Teixeira et al., 1999), e evidéncias da existéncia de
upstream ATGs foram encontradas em genes de T. brucei (Koening-Martin et al., 1992)
e T. cruzi (Norris et al., 1997). Portanto, este trabalho é a primeira analise da

conservagdo de uORFs de um ponto de vista populacional em T. cruzi.

6.1 Analise das sequéncias selecionadas
Embora a escolha destes genes tenha sido feita apenas pela disponibilidade publica

de sequéncias das suas 5’UTRs, aparentemente, os mesmos estdo envolvidos em
processos essenciais para o desenvolvimento e sobrevivéncia do parasito durante o seu
ciclo de vida. Estruturas secundarias encontradas na 5’UTR desses genes, seja sob a
forma de uma uORF ou elementos de sequéncia, poderiam fazer a regulacdo da
expressdo génica, haja visto que neste organismo, esta regulagdo ocorre poOs-
transcricionalmente (Avila et al., 2003; Campbel & Sturm, 2007).

Em virtude do viés na escolha das 5’UTRs dos genes estudados, as mesmas
apresentaram um tamanho médio maior que o tamanho médio conhecido para T. cruzi,
80% das 5’UTRs deste parasito apresenta tamanho médio de 120bp (Brandao & Jiang,
2009). E possivel, que esses genes, quando comparados com genes de 5’UTR similar
em tamanho porém sem uORFs, apresentem niveis bem distintos, em geral menores, de
expressao génica em decorréncia do maior ou menor nimero de uORFs presentes. Ha
relatos demonstrando que 5’UTRs pequenas estdo associados a niveis de expressao
génica maior, pois ndo devem possuir tantas estruturas secundarias em suas sequéncias
que afetariam sua regulacdo (Davuluri et al., 2000).

As uORFs analisadas neste trabalho, apresentaram um tamanho médio pequeno,
12 aminoacidos. Das 16 uORFs encontradas, seis tiveram um tamanho inferior a oito
aminoacidos (excluindo o codon finalizador); e uma uORF ndo foi considerada
(presente na 5’UTR do gene RNA Helicase), pois apresentava apenas um aminoacido
na sequéncia peptidica (sem contar o codon finalizador). Segundo Calvo et al. (2009)
conceitualmente uma uORF deve possuir pelo menos nove aminoacidos incluindo o
cddon finalizador. Entretanto, acreditamos que todas as uORFs devam apresentar efeito
sobre a tradugdo de ORFs downstream. Vilela & McCarthy (2003) propuseram que

uORFs de tamanho inferior a 30 aminoacidos diminuam em 50% a eficiéncia da
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tradu¢do da ORF principal, € com tamanho superior a 55 aminoacidos, possa inibir
totalmente essa traducao.

Notou-se que algumas uORFs sobrepuseram-se, sempre encontravam-se na
mesma fase de leitura e utilizaram do mesmo cédon finalizador. Além disso, algumas
uORFs sobrepuseram-se a regido codificante principal, o que sugere uma maior inibi¢ao
da expressao génica daqueles transcritos, pois essas UORFs modificariam a fase de
leitura da ORF principal e evitariam sua leitura pelos ribossomos. Isto foi analisado, por
Kozak (1987b), a qual propds que em transcritos de eucariotos, cddons AUG
dowstream sdao completamente suprimidos quando sobrepostos por uma uORF (Kozak,
1987b).

Observou-se que, nos genes que nao continham uORFs sobrepondo—se a regido
codificante principal, a distdncia entre o final da uORF e inicio da regido codificante
principal variou de trés a 165 nucleotideos. Evidéncias tém demonstrado que uma
distancia menor que 37 nucleotideos pode afetar negativamente a leitura do cdédon AUG
seguinte ¢ que o aumento dessa distancia fornece mais tempo para a subunidade
ribosomal 40S readquirir o Met-tRNA e reiniciar a tradugdo eficientemente (Lukkonen
et al., 1995). Portanto, os genes RNA Helicase, Caseina Quinase e Retrotransposon,
apresentariam uma distdncia suficiente para permitir a reiniciacdo da tradugdo pelo
ribossomo, por apresentar uma distancia superior a 55 aminoacidos antes da presenga do
codon iniciador da regido codificante principal.

O gene Caseina Quinase na cepa INPA4167, excepcionalmente, amplificou um
fragmento de tamanho muito maior ao esperado, provavelmente porque o sitio de
ligacdo de um dos iniciadores sofreu modificacdes nesta cepa.

O iniciador forward do gene Retrotransposon foi desenhado a aproximadamente
100 nucleotideos dowstream ao esperado (critério para desenho dos iniciadores).

A PCR foi padronizada com o clone CL Brener, visto que este foi utilizado para o
projeto Genoma T. cruzi (Zingales et al., 1997). Os pares de iniciadores foram
desenhados a partir de sequéncias de CL Brener depositadas no GeneDB. Realizou-se a
modifica¢do das concentragdes de cloreto de magnésio e temperaturas para amplificacdo
satisfatoria de apenas uma banda em gel de agarose correspondente aos fragmentos dos
genes Proteina ligadora de Quitina e Retrotransposon. Somente apds a amplificagao
satisfatoria dos fragmentos com o clone CL Brener, seguiu-se com as tentativas de

amplificacdo com as outras cepas.
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Algumas sequéncias obtidas do fragmento do gene Proteina ligadora de Quitina
ndo demonstraram similaridade com o gene esperado. As outras sequéncias clonadas
demonstraram identidade com genes ndo esperados de T. cruzi. Provavelmente houve a
ocorréncia de hibridagdo inespecifica deste par de iniciadores. O desenho deste par de
iniciadores deve ser revisto, pois amplifica através da PCR outros genes de T. cruzi que
nao sao o esperado e com fragmento amplificado de tamanho muito aproximado ao do
gene Proteina ligadora de Quitina.

Uma sequéncia clonada do fragmento do gene Caseina Quinase e uma do
fragmento do gene Ferredoxina, demonstraram identidade com genes ndo esperados de
T. cruzi (proteinas hipotéticas). Apesar disto, todas as outras sequéncias obtidas foram
idénticas com o gene esperado.

Tendo em vista estas observagdes e as variagdes gendmicas de T. cruzi, como
medida preventiva de erros experimentais em ensaios de amplificacdo seguida de
analise de fragmentos em gel de agarose, deve-se sempre sequenciar o fragmento obtido
para confirmar a sua identidade com o fragmento desejado.

A amplificacdo inespecifica de fragmentos através da PCR, com mesmo tamanho
molecular da regido esperada ocorreu neste trabalho e s6 pdde ser verificada apos
sequenciamento de DNA. Ressalta-se a inespecificidade das técnicas que se utilizam
unicamente desta ferramenta para diagnostico etioldgico e diferenciacdo de linhagens
deste parasito, como por exemplo, o método de amplificacdo através de PCR do gene do
Mini-Exon, que diferencia as linhagens do parasito através do tamanho molecular do
fragmento amplificado. A utilizagdo de métodos que se utilizam de PCR seguida de
sequenciamento de DNA, metodologia cada vez mais difundida nos centros de pesquisa,

evidencia uma maior eficacia e confianc¢a nos resultados.
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6.2 As UORFs nos genes analisados

6.2.1 gp82

As sequéncias obtidas deste gene, como era esperado, resultaram do grande
nimero de copias existentes no genoma, conforme os estudos anteriores que
demonstraram que essa proteina ¢ codificada por uma familia multigénica (Araya et al.,
1994).

A uORF1 nao sofreu muitas modificagdes quando presente. O mesmo ocorre com
a uORF2, cuja sequéncia estd sobreposta pela uORF1. A uORF 2 esteve mais
conservada que a uORF1, pois apresentou o cddon iniciador em mais sequéncias e teve
apenas cinco mutagdes na sequéncia nucleotidica comparadas com sete mutacdes da
uORF1, entretanto deve ser considerado que a sequéncia da uORF2 esta presente dentro
da uORF1.

Na uORF3 observaram-se mutagdes no céddon finalizador de 3 sequéncias
causando a troca de um cddon finalizador por outro codon finalizador, ou seja, a uUORF
sofreu modificagcdes mas continua com o mesmo numero de aminoacidos. J4 uma
sequéncia do clone Dm28c, apresentou a ruptura do cédon finalizador, contudo o codon
finalizador esteve presente no proximo cdédon, aumentando entdo, em apenas um
aminoacido a sequéncia peptidica desta uORF. Em outras sequéncias, observou-se que
esta UORF esteve presente mas com tamanho e sequéncia nucleotidica diferente da
esperada, devido 4 modifica¢des no codon finalizador.

A uORF4 nao foi bem conservada entre as popula¢des de T. cruzi, pois esteve
presente em apenas uma sequéncia do clone Dm28c. A uORF5 foi conservada entre
algumas sequéncias e sofreu varias modificagdes quando presente.

No alinhamento do gene gp82, algumas sequéncias ndo apresentaram o cddon
iniciador da regido codificante principal na posicdo esperada. Possivelmente os codons
iniciadores dessas sequéncias sofreram modificagdo apenas de posi¢do, pois
apresentaram dois cddons ATGs no decorrer da sequéncia nucleotidica, como esperado,
j& que a sequéncia referéncia apresenta dois cddons ATGs, nas posigdes +1 e +8. E na
maioria das sequéncias, a UORF5 esteve presente quando o cddon iniciador da regido
codificante principal estava na posi¢ao esperada.

Foram observadas cinco novas uORFs no alinhamento do gene gp82. Observa-se
que a uORF-191 esteve presente nas cepas dos grupos Tcll e ZIII, e ndo esteve presente

apenas nas cepas de grupo Tcl (Dm28c e G). As novas uORFs-65 e -63 provavelmente
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sdo a uORF4, que sofreu modificagdes ou insercdes na sua sequéncia e seu codon
iniciador mudou de posicao, devido a proximidade constatada. A uORF-42, observada
apenas em uma sequéncia do clone Dm28c, provavelmente ndo ¢ uma nova uORF,
podendo ser resultante de erros no sequenciamento de DNA ndo detectados no

momento da edi¢ao das sequéncias.

6.2.2 ATPase

O gene ATPase foi o que apresentou melhor conservagdo na sequéncia
nucleotidica da 5’UTR de um modo geral. Foram obtidas poucas copias de cada cepa, €
provavelmente as diferencas nas copias sdo erros de sequenciamento ou erros na
constru¢do da dupla fita durante a PCR. As trés uORFs existentes neste gene foram
muito bem conservadas, tanto na posi¢do dos codons iniciadores e finalizadores quanto
na sequéncia de aminoacidos. Por apresentar alto grau de conservagdao na sequéncia
nucleotidica, a 5’UTR e as uORFs deste gene apresentam grande potencial como
marcadores moleculares das popula¢des de T. cruzi. Todos os trés grupos populacionais,
Tcl, Tcll e ZIII, podem ser diferenciados a partir de mutagdes grupo-especificas
observadas nas sequéncias de suas cepas. Na S’UTR deste gene foram observadas duas,
nove e sete mutagdes exclusivas para cada grupo populacional, respectivamente.
Entretanto mais testes devem ser realizados, com maior numero de cepas e isolados, a
fim de confirmar se as mutagdes observadas sdo realmente especificas aos determinados
grupos populacionais.

Curiosamente, uma mutacao (transversao na posi¢ao -183), encontrada tanto na
sequéncia obtida no banco de sequéncias NCBI como na sequéncia obtida através de
amplificacdo por PCR neste estudo, foi especifica da cepa Y. Provavelmente esta
mutagdo ¢ especifica desta cepa, caso contrario nao teria sido observada em sequéncias
de fontes tdo distintas. Entretanto mais testes devem ser realizados, com maior niimero
de cepas, para confirmar esta hipotese.

A uORF-112, observada apenas em uma copia da cepa INPA4167, provavelmente
ndo ¢ uma nova uUORF. Podem ter ocorrido erros no sequenciamento de DNA ou na
edicao das sequéncias apds o sequenciamento, pois as outras sequéncias apresentaram
alto grau de conservagdo nesta regido, inclusive na outra copia desta mesma cepa. Ja a
nova uORF-214, presente nas populacdes Tcl e ZIII, deve estar oferecendo
desvantagens a essas populagdes; devido ao aumento do efeito inibitoério na expressao

génica que esta nova UORF deve causar. A auséncia desta uORF na populacao Tcll,
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pode estar gerando um maior nivel de expressao deste gene; assim, as cepas deste grupo
populacional devem adaptar-se melhor aos diferentes hospedeiros, j4 que esta proteina
desempenha papel fundamental na sobreviéncia do parasito nos diferentes ambientes

aos quais estd submetido durante seu ciclo de vida.

6.2.3 Proteina ligadora de Quitina
O alinhamento das sequéncias deste gene demonstrou um grande nimero de

copias amplificadas através da PCR. Todas as uORFs deste gene apresentaram grandes
modificagdes tanto na posi¢ao de seus cddons iniciadores e finalizadores, quanto na sua
sequéncia de aminoécidos, principalmente na regido das 80 primeiras bases do
alinhamento. Além disso, a maioria das sequéncias nao teve o cddon iniciador da regido
codificante principal na posi¢do esperada. Estes dados estdo de acordo com estudos
anteriores que demonstraram que essa proteina ¢ codificada por uma familia de genes
com multiplas copias no genoma do parasito (Dallagiovanna et al., 2001).

Diversas novas uORFs foram criadas neste gene, isso se deve o fato das
sequéncias apresentarem uma regido de grande divergéncia nucleotidica. Acreditamos
que estes codons ATGs ou novas uORFs formadas, presentes nestas regides, devam
desempenhar papel regulatorio no controle da expressao génica.

As sequéncias que ndo apresentaram similaridade com o gene esperado
demonstraram alta similaridade com um gene que codifica enzimas para a sintese de
pirimidina deste parasito. Verificou-se, através de busca no NCBI, que o fragmento
amplificado ndo faz parte da regido codificante principal deste gene, provavelmente faz
parte de sua regido intergénica. Devido a vérias sequéncias amplificadas ndo mostrarem
identidade com o gene esperado e possuir a sequéncia do par de iniciador desenhado em
suas extremidades, podemos concluir que este par de iniciador deve ser revisado, pois
ndo apresenta especificidade ao gene estudado. Além disso, este gene ndo ¢ um bom
modelo para estudo de uORFs, ja que apresenta grande nimero de cdpias no genoma do
parasito, e estas coOpias apresentaram 5’UTRs com diferencas nas sequéncias

nucleotidicas.

6.2.4 RNA Helicase
O alinhamento do gene RNA Helicase demonstrou que a 5’UTR estd bem

conservada entre as populagdes, devido ao pouco nimero de mutagdes encontradas.
Entretanto a Gnica uORF esperada para este fragmento ndo esta presente em nenhuma

das cepas amplificadas neste trabalho. Verifica-se, também, que a regido onde o cédon
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iniciador da uORF deveria estar presente esta bem conservada entre as cepas analisadas,
e sabe-se que possiveis erros nas sequéncias depositadas nos bancos de sequéncias
podem ocorrer. Destaca-se a importancia da correta edicdo e repeticio do
sequenciamento de DNA de sequéncias a serem depositadas em um banco de
sequéncias.

Surpreendentemente, um outro cdédon iniciador, anteriormente nao considerado
como uORF porque apresentava apenas um aminoacido no peptideo codificado, esta
conservado em todas as cepas analisadas. Isto ¢ um indicio de que a traducdo deste gene
pode ser controlada por mecanismos na 5’UTR envolvendo estruturas secundarias, pois
nao ¢ usual que UTRs relativamente pequenas como a deste gene contenham o cdédon
ATG se o mesmo ndo fizer parte de uma uORF (Adeilton Branddo, comunicacdo
pessoal).

Por apresentar alto grau de conservagdo na sequéncia nucleotidica, a 5’UTR deste
gene tem um potencial como marcador molecular das populacdes de T. cruzi, devido a

algumas mutagdes especificas aos diferentes grupos populacionais.

6.2.5 Caseina Quinase
O fragmento do gene Caseina Quinase ndo foi amplificado satisfatoriamente em

todas as cepas analisadas. Na cepa INPA4167, houve a amplificagdo de um fragmento
de tamanho muito maior que o esperado, provavelmente o sitio de ligagdo do par de
iniciadores sofreu modificagdes nesta cepa. Além disso, destaca-se que na sequéncia
amplificada ndo especifica para este gene, o clone 1 da cepa Dm28c, os sitios de ligagao
do par de iniciadores sdo idénticos ao esperado, pode-se entdo concluir que este gene
ndo ¢ um bom modelo para o estudo comparativo de uORFs em T. cruzi ja que ndo
conseguiu-se amplificar este gene em um grande numero de cepas e os iniciadores
utilizados amplificam fragmentos de genes nao desejados deste parasito.

Apesar disto, o cddon iniciador da uORF1 foi conservado em todas as cepas
analisadas, embora tenha apresentado grande modificagdo na sequéncia de aminoéacidos
e na posicao dos codons finalizadores.

Nota-se que o cddon iniciador da regido codificante principal esta presente na
posicao esperada em todas as cepas analisadas, confirmando, mais uma vez, que estes

fragmentos pertencem a este gene.
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Algumas mutagdes foram tipicas do grupo populacional Tcl. Mais testes devem
ser realizados, com um maior nimero de cepas e isolados, a fim de confirmar as

mutagdes aparentemente tipicas desse determinado grupo populacional.

6.2.6 Ferredoxina
O gene Ferredoxina, assim como o ATPase, demonstrou melhor conservacdo na

sequéncia nucleotidica de um modo geral. Obteve-se poucas copias de cada cepa, e
provavelmente as diferengas nas copias sdo erros de sequenciamento ou erros na
constru¢do da dupla fita durante a PCR. Uma inspecao do genoma do clone referéncia
CL Brener, disponivel na se¢ao de genomas do NCBI, aponta a existéncia de uma Unica
copia deste gene.

A tnica uORF esperada para este gene foi muito bem conservada entre as cepas,
tanto na posicdo dos cddons iniciadores e finalizadores, quanto na sequéncia de
amino4cidos.

Verifica-se que o codon iniciador da regido codificante principal estd presente na
posicdo esperada em todas as cepas analisadas, confirmando, mais uma vez, que estes
fragmentos pertencem a este gene.

A 5’UTR deste gene apresenta potencial para marcador molecular para distingao
de grupos de cepas ¢ isolados de T. cruzi, em virtude da observagdo de uma regido com
repeticdes simples de sequéncia (RSS). Esta RSS ¢ composta por repeticdes do
dinucleotideo CA seguido por um numero determinado do nucleotideo A, representado
pela equagdo (CA)nAn. Assim, seria possivel utilizar as variagdes nestas (RSS) para

caracterizar grupos de cepas ¢ isolados de T. cruzi.

6.2.7 Retrotransposon
Apo6s a andlise dos fragmentos amplificados e sequenciados, observou-se que as

sequéncias obtidas ndo pertencem ao gene esperado (X83098), e sim a um gene similar
de Retrotransposon (AF208537), com a sequéncia muito aproximada a do fragmento
esperado. Em virtude dessa ocorréncia, as analises das uORFs ndo puderam ser
realizadas pois este gene ndo apresenta o tamanho da 5’UTR igual ao do gene esperado.

Logo as uORFs que estavam presentes no gene esperado, ndo estdo no novo gene.

6.2.8 uORFsem geral

De um modo geral, notou-se que a maioria das uORFs, presentes nas 5’UTRs dos

genes estudados, apresenta estrutura conservada entre as diferentes populagdes de T.
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cruzi. Por exemplo, ndo houve a interrup¢dao da uORF quando ocorreu a divergéncia
populacional. Isto ¢ um forte indicativo de que em T. cruzi estas uORFs sdo
funcionalmente ativas. De acordo com a distancia filogenética observada entre as duas
principais linhagens do parasito, evidenciadas por marcadores do Mini-Exon e RNA
ribossomal, deve-se esperar que variagdes em sequéncias que ndo estejam submetidas a
altas pressoes seletivas e funcionais ocorram no genoma do parasito (Brandao e Jiang,
2009).

No entanto, ao nivel das sequéncias nuceotidicas e de aminoacidos das uORFs, de
um modo geral, ndo foram tdo bem preservadas como a presenga delas na 5’UTR.
Entretanto para alguns genes, como Ferredoxina ¢ ATPase, as uORFs tiveram suas
sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos muito preservadas, devido a conservacgao
das suas 5’UTRs. As sequéncias de aminoacidos das novas uORFs também ndo foram
bem conservadas entre as cepas em geral.

O alto nimero de mutagdes observado neste trabalho se deve ao fato de que alguns
genes, como gp82 e Proteina ligadora de Quitina, se apresentarem com grande numero
de copias no genoma do parasito e por demonstrarem grande divergéncia na sequéncia
nucleotidica entre as copias amplificadas.

Das mutagdes encontradas na sequéncia de aminoacidos, a mais frequente ¢ a
missense, caracterizando a modificagdo do nucleotideo do codon com consequente troca
do aminoacido na sequéncia peptidica. Apesar disso, poucas mutacdes silenciosas e
nonsense foram observadas nas sequéncias de aminoacidos das uORFs. O impacto que a
alteracdo na sequéncia de aminacios das uORFs pode causar na eficiéncia da tradugdo
das ORFs downstream pode ndo ser grande, como visto por Child et al. (1999); Hayden
& Jorgensen (2007); Zhang et al. (2009). Outros fatores, como a distancia entre o final
da uORF e inicio da ORF principal, parecem ter maior influéncia.

De um ponto de vista evolutivo, as UTRs ndo devem ter sofrido uma forte pressao
seletiva como sofreram as regides codificantes principais (Brandao, 2006). Entdo,
podemos sugerir que as uORFs possuem um importante papel funcional neste
organismo, ou entdo teriam sido extintas das sequéncias durante a divergéncia sofrida
nos principais grupos populacionais (Tcl, Tcll e ZIII).

Funcionalmente, estas estruturas podem estar causando um impacto nos processos
fisioloégicos do parasito, e isso pode ser uma estratégia para ganhar vantagens no
processo de interagdo com seus hospedeiros. O efeito desse beneficio pode se apresentar

de diversas maneiras dentro do ciclo biolégico do parasito, como a entrada do parasito
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nos seus hospedeiros, o tropismo por diferentes tipos celulares, a replicagdo e
sobrevivéncia em diversos ambientes, ¢ a evasdo a agressao sofrida pelo sistema
imunoldgico dos seus hospedeiros.

Além disso, devido a marcada conservagao das uORFs podemos ainda supor que a
tradugdo desses pequenos peptideos deva ocorrer neste organismo, mesmo que em
baixos niveis. Este dado esta de acordo com estudos anteriores que demonstraram a
traduc@o de quatro pequenas uORFs presentes em células de leucemia humana in vitro,
e propuseram que elas devam ser traduzidas in vivo (Oyama et al., 2004).

Os resultados do BLAST, tanto para as sequéncias nucleotidicas como para as
sequéncias de aminoacidos das uORFs e novas uORFs, ndo demonstrou a presenca
dessas uORFs em genes de outros tripanossomatideos, apesar da maioria dos genes
estudados existirem nesses organismos. Deve-se levar em consideragdo que as
sequéncias nucleotidicas desses genes, especialmente das 5’UTRs, nao sdo idénticas ou
mesmo similares as sequéncias dos genes de T. cruzi. Essas uORFs ndo estiveram
presentes em nenhum outro gene disponivel nos bancos de sequéncias.

Foram encontradas neste trabalho, duas uORFs flanqueadas por sequéncias
consenso de traducdo de eucariotos e de protozoarios, uUORF1 do gene Ferredoxina e
uORF2 do gene ATPase, respectivamente. Sabe-se que as sequéncias consenso Sao
elementos sinalizadores para a ligagao do ribossomo ao mRNA (Kozak, 1999). Deste
modo, as uORFs que apresentam estratégias que favoregam o inicio da propria traducio,
podem estar sendo traduzidas ou traduzidas em niveis mais elevados do que aquelas que
ndo as contém. Especialmente nestes dois casos, em que os alinhamentos dos genes
demonstraram altos niveis de conservagdo da sequéncia nucleotidica da 5’UTR entre as
diferentes populacdes. Adicionalmente, a presenca dessas sequéncias, flanqueando o
cddon iniciador das uORFs, pode indicar um maior efeito inibitorio sobre a tradugio de
suas respectivas regioes codificantes principais e controle da expressao génica, como
visto por Cao & Geballe (1995) ao analisarem uORFs apresentando sequéncias sub-
Otimas flanqueando o co6don iniciador de uORFs presentes em genes de
Citomegalovirus Humano.

Analisando a regido intergénica, observou-se que em apenas trés genes ATPase,
Caseina Quinase e Ferredoxina, o provavel sitio de trans-splicing esteve presente na
posi¢do esperada, imediatamente upstream ao inicio da 5’UTR, nas cepas estudadas.
Nos outros genes gp82, Proteina ligadora de Quitina e RNA Helicase, pdde-se observar

que este provavel sitio esteve presente em locais nao esperados. Sabe-se que erros nas
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sequéncias depositadas nos bancos de sequéncias podem ocorrer, principalmente na
correta anotagao do local de inicio da 5’UTR. Adicionalmente, modifica¢des no sitio de
trans-splicing podem ter ocorrido nas diferentes cepas estudadas. A presenga de sitios
adicionais de trans-splicing ¢ uma caracteristica peculiar dos tripanossomatideos
(Vasella et al., 1994; Branddo & Jiang, 2009). Este fenomeno foi experimentalmente
observado através de RT-PCR neste estudo, no qual os fragmentos amplificados do
gene ATPase apresentaram um padrdo de bandas indicativo da existéncia de trans-
splicing adicional para este gene em duas bandas com diferenga de aproximadamente
100pb de tamanho. Este mecanismo causa a construgao de dois transcritos de tamanhos
diferentes para o mesmo gene e a destruicao ou extincdo de uma uORF pode ocorrer se
esta estiver inserida upstream ao sitio adicional de um dos transcritos. Se forem extintas
as 100 primeiras bases da 5’UTR deste gene, provavelmente uma uORF (uORF1 na
posicdo -269) e uma nova uORF (uORF-214) nas cepas Dm28c e INPA4167, ndo
existiriam em um dos transcritos. Interessantemente, o trans-splicing adicional, também
observado para o gene Ferredoxina, ¢ um fendmeno ligado a origem populacional, pois
apenas os representantes do grupo Tcll apresentaram mais de uma banda em gel de
agarose. Acredita-se que este mecanismo esteja envolvido no controle da expressdo
génica (Benabdellah et al., 2007), pois admite-se que uma importante via para evadir o
efeito inibitorio de estruturas secundarias, como uma uORF, ¢ a mudanga do sitio de

inicio da transcrigdo e o splicing alternativo (Davuluri et al., 2000).

6.2.9 Uso de Cbédons

Os CAls observados, para as uORFs dos seis genes analisados, demonstraram
valores altos, variando de 0,650 a 0,808. Sabe-se que altos valores de CAI estao
associados a altos niveis de expressdo génica (Sharp & Li, 1987), indicando que as
uORFs presentes nestes genes, devam apresentar altos indices de expressdo génica.
Além disso, o valor mais baixo de CAI observado neste estudo (0,650) ¢ superior ao
CAI observado para um gene ribossomal S33 de Saccharomyces cerevisiae, genes
considerados com niveis mais elevados de expressao génica (Sharp & Li, 1987).

Este indice, além de indicar niveis de expressao génica, pode também avaliar a
adaptagdo de genes dos parasitas aos seus hospedeiros (Sharp & Li, 1987). Sendo assim,
os altos valores de CAI observados para essas uORFs sugerem que presenca dessas
estruturas neste parasita esta relacionada a eventos de adaptacdo do T. cruzi aos seus

hospedeiros.
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Os valores similares de CAI observados para as uORFs presentes nos genes das
cepas Y e INPA4167 ndo estdo conforme o esperado. Espera-se que grupos
populacionais relacionados, como por exemplo cepas pertencentes aos grupos de
dispersao silvestre, obedecam ao mesmo padrdo de uso de codons, entretanto, este nao
foi o resultado observado. A cepa INPA4167, pertencente ao grupo ZIII, demonstrou
valores mais proximos da cepa Y, pertencente ao grupo Tcll, do que com a cepa
Dm28c, pertencente ao grupo Tcl. Provavelmente, isto também ocorre em funcdo do
pequeno numero de genes utilizados e do viés na escolha destes genes (sua
disponibilidade publica). Enquanto o genoma de T. cruzi ndo for totalmente mapeado
com relagdo as suas partes transcritas, nao teremos uma avaliacdo adequada da relagao
uORFs-estrutura populacional.

Quando comparada a frequéncia do uso de codons entre as diferentes cepas e a
frequéncia do uso de cddons de T. cruzi disponivel no NCBI, observou-e que apenas
trés codons compartilharam as maiores frequéncias. Esta andlise pode também estar
sofrendo um viés, pois as uORFs apresentam numero reduzido de cédons quando
comparados as regides codificantes principais, e a tabela de uso de codons de T. cruzi
disponivel no NCBI foi desenvolvida com regides codificantes de genes do parasito.
Além disso, essa tabela foi realizada apenas com 32 regides codificantes de genes deste
organismo, o que pode ndo representar sua verdadeira frequéncia de uso de cddons, ja
que este organismo apresenta grande complexidade genética. Apesar disso, pdde-se
observar que a frequéncia do uso de cddons ¢ diferente entre cepas analisadas. Sabe-se
que as frequéncias nas quais diferentes cédons sdo usados variam significantivamente
entre diferentes organismos e entre proteinas do mesmo organismo (Kanaya et al.,
2001).

Diversos cddons mais frequentemente utilizados codificam para o mesmo
aminoacido. A degeneragdo do codigo genético implica em diferentes codons
codificando o mesmo aminodacido (Prat et al., 2009). Sabe-se que a frequéncia do uso de
cddons estd relacionada ao conteudo G+C de um genoma (Prat et al., 2009) e que a
alteracdo dos nucleotideos na primeira, secunda e terceira posi¢do do cédon pode variar
conforme sua importancia funcional (Muto & Osawa, 1987). O valor médio observado
para o conteudo G+C neste trabalho foi muito préximo entre as cepas analisadas e entre
as cepas e o clone de referéncia CL Brener (valores obtidos no NCBI). As diferengas no
conteudo G+C de um genoma sdo causadas por uma pressao de mutacao, conhecida por

“Pressao AT/GC”. Esta pressdo tem um papel na eliminagdo de mutantes
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funcionalmente deletérios e pode variar entre as linhagens filogenéticas dos organismos
(Muto e Osawa, 1987).

O uso de cddons sindnimos na maioria dos genes estudados demonstrou valores
baixos, indicando que para estes genes hé a ocorréncia da escolha de c6dons ou o uso de
codons favoritos, principalmente nos genes Ferredoxina e Caseina Quinase que
apresentaram valores mais baixos. Estudos demonstram que a sele¢do de codons, deve
ser mais frequente em genes com altos niveis de expressdo génica, € que esses genes
apresentam um forte codon bias (Grantham et al., 1981; Bennetzen & Hall, 1982;
Hershberg & Petrov, 2009).

6.3 O potencial dos segmentos de 5’UTR contendo uORFs como
Marcador Molecular de T. cruzi
Levando em consideragdo a conservacdo das 5’UTRs e uORFs de alguns genes,

ATPase e Ferredoxina, ¢ a observagdo de caracteristicas peculiares nas sequéncias
nucleotidicas dos clones obtidos, propds-se a realizagdo de testes para a avaliacao
desses fragmentos como possiveis marcadores moleculares para as populagdes de T.
cruzi. Sabendo que as UTRs estdo submetidas a uma certa pressdao seletiva, deve-se
esperar que seus genes exibam mutagdes nesses segmentos que sdo especificos dos
grupos filogeneticamente distintos (Brandao e Jiang, 2009).

No segundo alinhamento do gene ATPase, as muta¢des anteriormente
mencionadas como grupo-especificas para as populagdes deste parasito foram
confirmadas e essas mutagdes corroboram a classificagdo filogenética proposta.
Entretanto, verificou-se que o numero total de mutacdes grupo-especificas encontradas
na 5’UTR foi de trés, oito e sete para as populagdes Tcl, Tcll e ZIII, respectivamente, e
ndo dois, nove e sete, como descrito anteriormente. Se observarmos apenas a sequéncia
da nova uORF-214, podemos facilmente diferenciar os trés grupos populacionais deste
parasito. A primeira distingdo seria através da observacao do codon iniciador desta
uORF nos grupos populacionais Tcl e ZIII; o grupo Tcll ndo mostra cédon iniciador
esperado e apresenta esta regido bem conservada entre as cepas do seu grupo. A
provavel ruptura desta uORF ocorreu apenas nas cepas do grupo Tcll, permanecendo
preservada nas cepas dos outros grupos populacionais. A segunda distingao seria através
da presenca de duas mutagdes grupo-especificas, para o grupo ZIII, uma transversdao na
posicdo -186 e uma transi¢do na posicao -160, que diferenciariam as cepas dos grupos

Tcl e ZIII. Além disso, uma muta¢do na posi¢ao -224, considerada anteriormente uma
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mutagdo para caracterizar a populagao Tcll, tem potencial para distinguir os trés grupos
populacionais.

Foi confirmada também a presenga de uma tranversdao na posicao -183 apenas na
cepa Y, observada em duas sequéncias desta cepa obtidas de diferentes fontes, uma
retirada do banco de sequéncias NCBI, e a outra obtida através de amplificacdo por
PCR neste estudo. Além disso, a obervacdo de mutagdes provavelmente cepa-
especificas foram observadas neste gene para a cepa JJ. Atualmente ndo existe uma
metodologia que distingua de forma rapida, precisa e pouco dispendiosa as cepas deste
parasito.

A cepa 115, conhecida na literatura como pertencente ao grupo Tcll (Souto et al.,
1996), e 3663, conhecida como grupo ZIII (Mendonga et al., 2002), ndo apresentaram o
padrao de mutacdes esperado para seus determinados grupos populacionais, uma vez
que demonstraram mutac¢des de seu grupo populacional e de outros grupos ao mesmo
tempo. Uma possivel explicagdo para estes dados ¢ a recombinagdo genética entre as
cepas e formagdo de genomas hibridos. Sabe-se que eventos de hibridacdo ocorrem
neste organismo (Machado & Ayala, 2001) e que as cepas pertencentes ao grupo Tcll,
especialmente as DTUs IId e Ile, t€ém uma origem ancestral hibrida (Gaunt et al., 2003;
Zingales et al., 2009).

Ainda no segundo alinhamento do gene ATPase, observou-se que nas trés uORFs
esperadas para este gene, o cddon iniciador estd 100% conservado entre as cepas
analisadas e o codon finalizador estd quase sempre presente na posi¢do esperada, o que
nos permite concluir que essas UORFs devem desempenhar um importante papel neste
gene, uma vez que confirmou-se que estdo conservadas em um grande nimero de cepas
e em diferentes populacdes.

No segundo alinhamento do gene Ferredoxina observa-se que na uORF analisada,
tanto o cddon iniciador como o codon finalizador estdo presentes em 100% das cepas
analisadas na posi¢ao esperada. Entretanto as mutagdes observadas nas sequéncias nao
seguem o mesmo padrdo de mutagdes grupo-especificas observado para a 5S’UTR do
gene ATPase.

A andlise das variagdes destas repeticoes do gene Ferredoxina abre uma
interessante oportunidade para uma genotipagem de T. cruzi baseada na 5' UTR.
Inicialmente, esperdvamos obter um padrdo especifico para cepa/isolado, associado a
sua origem populacional. No entanto, isto ndo ocorreu exatamente desta forma, pois dos

17 isolados utilizados alguns que pertenciam a linhagens distintas apresentavam o
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mesmo perfil de repetigdo. Apesar desta limitagdo, esta regido da 5' UTR de
Ferredoxina, mostra-se bastante promissora para uma caracterizagao de isolados de T.
cruzi que ndo esteja baseado somente na estrutura populacional, isto ¢, podemos nos
aproximar de uma genotipagem que caracterize mais individualmente a cepa/isolado.
Até o presente, os marcadores disponiveis oferecem a tipagem por linhagem ou
subgrupos, nao sendo possivel a identificacao de cepas, exceto quando se usa o classico
método do Schizodema (Morel et al., 1980) baseado na restricdo de minicirculos. Mas
esta ¢ uma metodologia que a maioria dos laboratorios nao esta disposta ou preparada
para a sua execug¢do, o que limita bastante a sua utilizagdo. Um ensaio baseado em PCR
e que necessita de poucas células do parasito para sua realizacdo ¢ o preferido pelos
laboratorios que necessitam caracterizar isolados de T. cruzi. Tal protocolo, todavia, nao
esta disponivel. Esperamos que esta abordagem com a 5' UTR do gene Ferredoxina
possa preencher esta lacuna, ainda que ndo permita a completa individualizacdo do
isolado.

Mais testes devem ser realizados, com um maior nimero de cepas e isolados, a
fim de confirmar se esta ¢ uma regido com importancia molecular para distingdo de
grupos de cepas ou grupos populacionais.

Nao esta claro porque algumas cepas/isolados causam diferentes manifestacaoes
clinicas em pacientes ou porque apresentam diferente tropismo tecidual, mesmo
pertencendo ao mesmo grupo populacional. Os “Biodemas”, descritos por Andrade
(1974), puderam classificar o T. cruzi em trés grupos distintos considerando os
caracteres biologicos, tropismo tecidual e lesdes histopatoldgicas caracteristicas em
animais experimentais. Os genotipos, sugeridos neste estudo, ndo parecem estar
relacionados com a classificagdo dos Biodemas, pois este ultimo obedece a classificagdao
filogenética existente.

Sabendo que o gene Ferredoxina se apresenta como copia Unica no genoma do
parasito, a observacao de duas copias diferentes deste gene (dois genotipos) para o clone
CL Brener sugere a possibilidade que a sequéncia depositada no Genbank tenha sido
obtida de outro isolado. Erros no momento da manipulacdo das culturas de parasitos
podem ocorrer, principalmente quando se manuseia diversas cepas e isolados diferentes
ao mesmo tempo, algo comum em muitos laboratorios.

Historicamente, o estudo da diversidade genética do T. cruzi tem sido dificultada
pela falta de padronizacdo dos métodos de tipagem e a utilizagdo de diferentes

nomenclaturas alternativas (Lewis et al., 2009), levando 4 confusdes entre a comunidade
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cientifica e dificuldade de comparagdes entre estudos. Algumas das metodologias
existentes sao de dificil realizacdo e podem demorar diversos dias para obter-se o
resultado, como a técnica do Schizodema (Morel et al., 1980), que necessita ter o
parasito vivo e grandes quantidades de cultura para a sua realizagdo. Além disso, varias
delas sao de alto custo, como DNA fingerprinting e caridtipo, e ndo estdo disponiveis
para todas as instituicdes de pesquisa ou laboratorios que fazem esse tipo de andlise ou
que fazem epidemiologia molecular. A utilizacdo de combina¢cdo de metodologias foi
proposta por diversos autores, como Westenberger et al. (2005), Rozas et al. (2007) e
Lewis et al. (2009), todavia estes estudos se utilizavam PCR seguida de RFLP. Um
consenso para a padronizacdo da nomenclatura deste parasito foi proposto por Zingales
et al. (2009), na tentativa de uniformizar e diminuir esses problemas.

A tentativa de classificacdo dos grupos populacionais deste parasito com base em
apenas um unico marcador, ou Mini-Exon ou 24S rRNA, muitas vezes ndo ¢ satisfatoria
(Brisse et al., 2001). A técnica da amplificagdo do gene do Mini-Exon ¢ considerada
uma das melhores, mais faceis e de baixo custo para classificacdo dos grupos
populacionais de T. cruzi, entretanto, alguns autores relatam a falta de amplificagdo de
bandas em cepas/isolados do grupo ZIII, Tclla e Tcllc (Brisse et al., 2001) e outros
relatam amplificagdes de tamanhos ndo esperados (Yeo et al., 2005; Ceballos et al.,
2006). Além disso, a dificuldade na interpretagdo dos resultados pode ser causada pela
pequena diferenga de tamanho dos fragmentos amplificados, de apenas 50pb (para
cepas/isolados do grupo Tcl o fragmento possui 350pb e para cepas/isolados do grupo
Tcllb, Tclld e Tclle o fragmento possui 300pb) e dificil diferenciagdo do tamanhos das
bandas em gel de agarose, que possui baixa resolugdo. A técnica do 24S rRNA também
¢ muito difundida e utilizada nos estudos de classificacdo dos grupos. No entanto,
alguns autores relataram casos de amplificagdo com bandas fracas ou auséncia destas
(Souto et al., 1996; Brisse et al., 2001). Assim, faz-se necessaria a utilizagdo de uma
combinacdo de metodologias para a confirmagdao da classificagdo dos grupos
populacionais. Este trabalho se propde criar uma ferramenta alternativa a metodologia
do Mini-Exon, para os casos de cepas/isolados que demonstrem resultado com
interpretagao duvidosa ou auséncia de amplificacdes.

A técnica de digestdo com enzimas de restri¢ao foi realizada neste trabalho e teve
como objetivo a utilizagdo de uma metodologia menos dispendiosa e de mais facil
execu¢do do que o sequenciamento de DNA. Entretanto os resultados das digestdes

enzimaticas ndo demonstraram diferencas no padrao de restricao entre as cepas, devido
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a grande conservacao das sequéncias. Provavelmente as sequéncias apresentem o
mesmo numero de sitios de restricdo para as enzimas disponiveis no laboratorio.
Observou-se que a cepa 115 apresentou um tamanho diferente de banda, entretanto
mesmo padrdo de corte foi observado com as diferentes enzimas. Provavelmente, esta
cepa apresenta mutagdes na sua sequéncia que estdo presentes no sitio de restri¢do da
enzima utilizada.

Atualmente, o uso de sequenciadores de DNA estd cada vez mais difundido entre
instituicdes e laboratoérios de pesquisa. Todavia, o uso de sequenciadores pode ndo ser
de tdo facil acesso a alguns laboratérios, portanto ressalta-se o uso desta metodologia
apenas como ferramenta alternativa a técnica do Mini-Exon.

Para um gene ou regido ser utilizado como marcador molecular deve possuir
algumas caracteristicas que lhes confiram reprodutibilidade, como 1) a facilidade de
amplificacdo através da PCR em diferentes cepas e isolados, 2) ndo deve ser dependente
da concentragdo de DNA; 3) a apresentacao de apenas uma banda na visualizagdo em
gel de agarose para possivel sequenciamento sem a necessidade da realizacdo da
clonagem génica e 4) apresentar poucas mutagdes nas sequéncias ¢ mutagdes

especificas que identifique o grupo a que pertence.

6.4 Perspectivas
A partir da verificacdo que a 5’UTR do gene Ferredoxina contém uma sequéncia

simples repetida e que esta pode ser utilizada para genotipar diretamente os isolados de
T. cruzi, independente da sua linhagem, abre-se uma interessante oportunidade para uma
reavaliagdo da estrutura populacional de T. cruzi, desta vez com um marcador presente
numa sequéncia de mRNA. Assim, um projeto de genotipagem de isolados de todas as
regides do Brasil e de outros paises da América Latina (Colombia, Panama, Argentina,
Peru) ¢ o desdobramento imediato dos resultados deste trabalho.

Adicionalmente, a fim de esclarecer o real papel dessas uORFs em genes de T.
cruzi, pretende-se realizar ensaios de transfeccdo de algumas uORF identificadas neste
trabalho. A transfeccdo sera realizada através da adicdo destas uORFs em genes
reporters, seguida da modificagdo de seu cddon iniciador, para verificar a sua influéncia
na expressao deste gene, que sera quantificada através da utilizagdo da PCR em Tempo

Real.
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7 CONCLUSAO

= Este estudo ¢ a primeira analise da conservacao de uORFs de um ponto de
vista populacional para T. cruzi.

* A maioria das uORFs, presentes na 5’UTR dos genes estudados, estd
conservada e apresenta estrutura preservada nas diferentes populagdes de
T. cruzi.

= A conservagdo das sequéncias das 5’UTRs e uORFs demonstrada por
alguns genes os torna potenciais marcadores moleculares para as
populagdes de T. cruzi.

= A 5’UTR e as uORFs do gene ATPase sao um bom marcador molecular
alternativo para as populagdes atualmente conhecidas de T. cruzi.

= A 5’UTR do gene Ferredoxina apresentou uma sequéncia repetitiva que

permitiu uma nova classificagdo do parasito em nove genotipos.
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Anexo |

Tabela I: Lista de iniciadores desenhados, nimero de acesso dos contigs utilizados e tamanho esperado
do fragmento a ser amplificado. ~:aproximadamente

Numero Tamanho
Gene de Iniciador Forward Iniciador Reverse fragmento
Acesso
(bases)
Contigs
gp82 8776  5-TGCCGAAAGGTGGAGGTACT-3* 3 -AGTTTCAGATCCGGGCTGTC-3’ ~380
ATPase 28526 5"-CACTTTCCTTGACGTCCCAT-3’ 5-TTGGCAAGGAGCTCTTCCGC-3° ~500
Proteina
ligadora de 4772 5- ATTCCGCGGGCTGCGTACGT -3° 5 -TACAGCGGGAGGAACACGTC-3’ ~320
Quitina
RNA Helicase 7052 5*-TGCCCCCCACTACATTTCCC-3’ 5’-TGCGAAGATATGCATCGCGG-3* ~200
Caseina 5-AAGATCTCGCCGAACGACCC-3’ 350
. 7770 5-CAAGGGGATAAAATGACCGC-3’ - - ~
Quinase
Ferredoxina 8673 5-CATGCGCTTTGCATGGCTGT-3’ 5-CGACGGCGATTTGTACGCGT-3’ ~260
Retrotransposon 11176 5-GGCGCAGGAAAATACACAAG-3* 5 -AGCGCCGATGGAATTCAGCA-3* ~380
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Tabela I1: Informag&o sobre cepas e isolados utilizados no trabalho. ? caracterizacéo pelo gene do Mini-

Exon.
Grupo
Cepa/lsolado Hospedeiro Local de isolamento Referéncia
populacional
Dm28¢c Tel* Didelphis marsupialis Colombia Contreras et al., 1988
D7 Tel* Didelphis marsupialis Rio de Janeiro (Brasil) Freitas et al., 2006
Colombiana Tcl? Humano Coldombia Freitas et al., 2006
1502 Tel? Didelphis marsupialis Amazonas (Brasil) Santos et al., 2002
1523 Tel® Didelphis marsupialis Amazonas (Brasil) Santos et al., 2002
S. Santos (comunicagdo
4170 Tcl? Rhodnius brethesi Amazonas (Brasil)
pessoal)
RbII Tcl* Rhodnius brethesi Amazonas (Brasil) Santos et al., 2002
Yoshida, 1983
G Tel® - Amazonas (Brasil)
Briones et al., 1999
S. Santos (comunicac¢do
4179 Tcl? Rhodnius brethesi Amazonas (Brasil)
pessoal)
Rio Grande do Sul
CL Brener Tell* Triatoma infestans Brener & Chiari, 1963
(Brasil)
Y Tell* Humano - Silva & Nussemzweig, 1953
103/94 Tell* Humano Piaui (Brasil) Santos et al., 2002
GLT593 Tell* Leonthoptecus rosalia Rio de Janeiro (Brasil) Freitas et al., 2006
115 Tell* - - Souto et al., 1996
Tulahuen Tell* - Chile Brisse et al., 2000
INPA4167 ZI1* Rhodnius brethesi Amazonas (Brasil) Mendonga et al., 2002
Panstrongylus
3663 ZI1* Amazonas (Brasil) Mendonga et al., 2002
geniculatus
1 ZIr* Humano Amazonas (Brasil) Santos et al., 2002
4169 ZIr* Rhodnius brethesi Amazonas (Brasil) Fernendes et al 2001
4166 ZI1* Rhodnius brethesi Amazonas (Brasil) Mendonga et al., 2002
RbX Zur Rhodnius brethesi Amazonas (Brasil) Santos et al., 2002
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Anexo 11

L14824 Cepa_G NCBI ——mmmm oo oo [-288]
Contig_8776_GeneDB TGCCGAAAGGTGGAGGTACTCCAGG--GACGAAGC-GGGATGGATTTGTTTCACCATCTCTTGTCAGTG----CTGGTGG [-288]

cepa_Dm28c_clonel TGCCGAAAGGTGGAGGTACTC-AGT--GACAGGACAGGGATGCATTTGCTTCACCCTCTCTTGT-AGCGTGAGAGAGAGG [-288]
cepa_Dm28c_clone3 TGCCGAAAGGTGGAGGTACTCCAGG--GACGAAAC-GGGATGAATTTGTTTCACCTTCTCTCCTGAGTGCT--GG--TGG [-288]
cepa_Dm28c_clone2 TGCCGAAAGGTGGAGGTACTCCAGGTGAAGAGAAC-GGGATGCATTTGCTTCACCCTCTCTTGTCAGCGTT--GAGAAGG [-288]
cepa_Y_clonel TGCCGAAAGGTGGAGGTACTCCAGT--GACGAAGC-GGGATGCATTTGTTTCACCCTCTCTCGTCAGTG----CTGGTGG [-288]
cepa_Y_clone3 TGCCGAAAGGTGGAGGTACTCCAGG--GACGAAGT-TGGATTCATTTGTTTCACCATCTCTTGTCAGTG----CTGGTGG [-288]
cepa_4167_clonel  TGCCGAAAGGTGGAGGTACTCCAGG--GACGAAGC-GGGATTCATTTGCTTCACCCTCTCTTTTCAGTG----TTGGTGG [-288]

L14824_cepa_G_NCBIl ----—————————— oo [-250]
Contig_8776_GeneDB AGTAATTGCTGCTTTTGCCAGAGGCAAAATAAATGCC
cepa_Dm28c_clonel AGTACTTGCTGCTTTTGCCAGAGGCGAAATAGATGCC

cepa_Dm28c_clone3 AGTAATTGCTGCTCTTGCCGAAGGTCACACAAAAAAC [-250]
cepa_Y_clonel AGTAATTGCTGCTTTTGCCAGAGGCGAAATAAATGCC [-250]
cepa_Y_clone3 AGTAATTGCTGCTTTTGCCAGAGGCGAAATAAATGCC [-250]

L

E
cepa_Dm28c_clone2 AGTACTTGCTGCTTTTGCCGAAGGTCACATGAATGCC [-250]

L

L

L

cepa_4167_clonel  AGTAATTGCTGCTTTTGCCAGAGGCAAAATAAATGCC

Figura I: Alinhamento da regido intergénica do gene gp82. Posicdes -367 até -250. A: Adenina; C:

Citosina; G: Guanina; T: Timina. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.

AF254412 Y _NCBl — oo e [-410]
Contig_28526_GeneDB CACTTTCCTTGACGTCCCA-TTTCTTTAACCGGGAGACTACCAAAGAATGACAGGATGCACGTAATGATAGGCCGCCAGC [-410]
cepa_Dm28c_clonel  CACTTTCCTTGACGTCCCATTTC-TTTACCCGGGAGACTGCGAAACAACGACAGGATGCACGTAATGATAGGCCGCCAGC [-410]
cepa_Dm28c_clone3  CACTTTCCTTGACGTCCCATTTC-TT-ACCCGGGAGACTACGAAACAACGACAGGATGCACGTAATGA-AGGCCGCCAGC [-410]
cepa_Y_clonel CACTTTCCTTGACGTCCCA--TTTCTTAACCGGGAGACTACCAAAGAATGACAGGATGCACGTAATGATAGGCCGCCAGC [-410]
cepa_4167_clonel CACTTTCCTTGACGTCCCATTTC-TTTAACCGGGAGACTACGAAAGAATGGCAGGATGCACGTAATAG---GCCGCCAGC [-410]
cepa_4167_clone5 CACTTTCCTTGACGTCCCATTCC-GTTAACCGGGAGACTACGAAAGAATGGCAGGATGCACGTAATATT--GCCGCCAGC [-410]

AF254412 Y NCBI  momm oo oo oo oo oo [-330]
Contig_28526_GeneDB AACGCAGTAAAATCATTTATGGCTCTTTATGATGATTTCTTTCTAACCTTGTTCTTCTTTTTCTCTCACCCAAACAATTT [-330]
cepa_Dm28c_clonel  AACGCAGTAAAATCATTTATGGCTCTTTATGATGATTTCTTTCTAACCTTGTTCTTGTTTTTTTCTCACCCAAACTTTTT [-330]
cepa_Dm28c_clone3  AACGCAGTAAAATCATTTATGGCTCTTTATGATGATTTCTTTCTAACCTTGTTCTTGTTTTTTTCTCACCCAAACTTTTT [-330]
cepa_Y_clonel AACGCAGTAAAATCATTTATGGCTCTTTATGATGATTTCTTTCTAACCTTGTTCTTCTTTTTCTCTCACCCAAACAATTT [-330]
cepa_4167_clonel  AACGCAGTAAAATCATTTATGGCTCTTTATGATGATTTCTTTCTAACCTTGTTCTTGTTTTTTTCTCACCCAAACTTTTT [-330]
cepa_4167 _clone5  AACGCAGTAAAATCATTTATGGCTCTTTATGATGATTTCTTTCTAACCTTGTTCTTGTTTTTTTCTCACCCAAACTTTTT [-330]

AF254412_cepa_Y_NCBI --—-———————————— [-313]
Contig_28526_GeneDB TTGGGTTGCTTTTAAG

L
cepa_Dm28c_clonel TTGGGTTGCTTTTAAG [-313]
cepa_Dm28c_clone3 TTGGGTTGCTTTTAAG [-313]
cepa_Y_clonel TTGGGTTGCTTTTAAG [-313]
cepa_4167_clonel TTGGGTCGCTTTTAAG [-313]

cepa_4167_clone5 TTGGGTCGCTTTTAAG [-313]

Figura Il: Alinhamento da regido intergénica do gene ATPase. Posicdo -489 até -313. A: Adenina; C:

Citosina; G: Guanina; T: Timina. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.
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AF310255_Dm28c_NCBI

Contig_4772_GeneDB ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTGTGT---—-- GTGATGATATGAGTAATTTGCGTGTGTGCTATCTGCCTCTCTCTGCCG
cepa_Dm28c_clone4  ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTG--—-——-—-—-- ATGATATGAGTGATTTGCGTGTGTGCTATCCGCTTCTCCCTATCT
cepa_Dm28c_clone3  ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTGTGT---—-- G--ATGATATGAGTAATTTGCGTGTGTGCTATCTGCCTCTCTCTGCCG
cepa_Y_clonel ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTGTTT--GTGTGTGATGATATGAGTAATTTGCGTGTGTGCTATCCGCTTTTCTCTGCCG
cepa_Y_clone3 ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTGTGTTTGTGTGTGATGATATGAGTAATTTGCGTGTGTGCTATCTGCCTCTCTCTGCCG
cepa_4167_clone2  ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTGTG--——-—-—-- ATGATATGAGTAATTTGCGTGTGTGCTATCCGCCTCTGTGTGT-G
cepa_Dm28c_clone2  ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTG--—-—- -———ATGATATGAGTGATTTGCGTGTGTGCTATCCGCTTCTCCCTATCT
cepa_Y_clone2 ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGCGTG-~———————— ATGATATGAGTAATCTGCGTGTGTGCTATCCACCTCTCCCTATCT
cepa_Y_clone4 ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGTGTGTGTGTGTGTGATGATATGAGTGATTTGCGTGTGTGCTATCTGCCTCTCCCTATCT
cepa_4167_clonel  ATTCCGCGGGCTGCGTACATGCGTG--———-————- ATGATATGAGTGATTTGCGTGTGTGCTATCTCTCTCTCTCTGCCG
cepa_4167 _clone3  ATTCCGCGGGCTGCGTACGTGCGT-—-——-—-—-- AGGATATGAGTGATTTGCGTGTGTGCTATCCGCTTCTCCCTGCCG
AF310255_cepa_Dm28C_NCBI === ———m— oo [-192]

Contig_4772_GeneDB
cepa_Dm28c_clone4
cepa_Dm28c_clone3
cepa_Y_clonel
cepa_Y_clone3
cepa_4167_clone2
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clonel
cepa_4167_clone3

TTGCTTTTTT-TGACTCTCTTGTGGCATACAGCTGCTCTGCAAGTATA [-192]
TTGCTTTGTTGGGACACTTTTGTGCCGCACAGCTGCTCTGCAGGTATA [-192]
TTGCTTTCTTCAGACTCTCTTGTGTTGCACAGCTGCTCTGCAGGTACA [-192]
TTGCTTTCTTTGGACTCTTTTGTGGCGCACAGCTGCTCTGCAACTATA [-192]
TTGCTTTCTTCTGACTCTGTTGTGGCGCACAGCTGCTCTGCAATTATA [-192]
TGCCCTTTTTGACTCTCTTGTGTTCCGTACATCTGCTCCGCAAGTATA [-192]
TTGCTTTGTTGGGACACTTTTGTGCCGCACAGCTGCTCTGCAAGTATA [-192]
TTGCTTTCTTTGGACTCTCTTGTGGCGCACAGCTGCTCTGCAAGTATA [-192]
TTGCTTTGTTGGGACACTCTTGTGGCGAACAGCTGCTCTGCAAGTATA [-192]
TTGCTTTCTTTGGACTCTCTTGTGCTGCACATTTGCTCTGCAAGTATA [-192]
TTGCTTTCTTGGGACTCTCTTGTGCTGCACATTTGCTCTGCAAGTATA [-192]

Figura I11: Alinhamento da regido intergénica do gene Proteina ligadora de Quitina. Posi¢cdo -320 até -

192. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a

sequéncia referéncia.

AF117891_Tulah_NCBI
Contig_7052_GeneDB
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clone3

AF117891_Tulah_NCBI
Contig_7052_GeneDB
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clone3

TGCCCCCCACTACATTTCCCCGCCTCCTCACGCTGGCAGAGCACACGCCCAACTATTGGCATCTCCACTAGACATGATGA
TGCCCCCCACTACATTTCCCCGCCTCCTCACGCTGGCAGAACACACGCCCAACTATTGGCATCGCCACTAGACATGATGA
TGCCCCCCACTACATTTCCCCGCCTCCTCACGCTGGCAGAGCACACGCCCAACTATTGGCATCTCCACTAGACATGATGA
TGCCCCCCACTACATTTCCCCGCCTCCTCACGCTGGCAGAGCACACGCCCAACTATTGCCATCTCCACTAGACATGATGA
TGCCCCCCACTACATTTCCCCGCCTCCTCACGCTGGCAGAACACACGCCCAACTATTGGCATCTCCACTAGACATGATGA

TGTGTGCTGTTGCTTCTATTATTCCCTTTGTTGTTCTTTTTGATCTCTTTTTTGTCATATTTGTGTCTGTGTCTCCGCTC
TGTGTGCTGTTGCTTCTATTATTCCCTTTGTTGTTGTTTTTGATCTCTTTTT-GTCATATTTGTGTCTGCGTCTCCGCTC
TGTGTGCTGTTGCTTCTATTATTCCCTTTGTTGTTCTTTTTGATCTCTTTTTTGTCATATTTGTGTCTGTGTCTCCGCTC
TGTGTGCTGTTGCTTCTATTATTCCCTTTGTTGTTCTTTTTGATCTCTTTTTTGTCATATTTGTGTCTGTGTCTCCGCTC

TGTGTGCTGTTGCTTCTATTATTCCCTTTGTTGTTGTTTTGGATCTCTTTTT-GTTATATTTGTGTCCGTGTCTCCGCTC

AF117891_Tulahuen_NCBI —-——————————— [-120]

Contig_7052_GeneDB
cepa_Dm28c_clone2
cepa_Y_clone2
cepa_Y_clone4
cepa_4167_clone3

AGTTGACAGGCAC [-120]
AGTTGACAGGCAC [-120]
AGTTGACAGGCAC [-120]
AGTTGACAGGCAC [-120]
AGTTGACAGGCAC [-120]

Figura IV: Alinhamento da regido intergénica do gene RNA Helicase. Posicdo -293 até -120. A: Adenina;

C: Citosina; G: Guanina; T: Timina. -: falta de nucleotideo, -e:

referéncia.
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AF274060 NCBI mm o oo [-421]

Contig_7770_GeneDB CAAGGGGATAAAATGACCGCAAAA--TTTATCAATTTTATTCTCATA-—=————————— TATATATATATATATATATAT [-421]
cepa_Dm28c_clone2 CAAGGGGATAAAATGACCGCAAAAAATTTATCACCCTT-TTTTTTTA-————-—————— TTCCCATACGTA-ATGCATTC [-421]
cepa_Y_clonel CAAGGGGATAAAATGACCGCAAAC--TTTATCAATTTTATTCTCATACATATATATATATATATATATATATATATATAT [-421]
cepa_Dm28c_clonel CAAGGGGATAAAATGACCGCCTGGACTTTTGTAAGGAGACAAGAGGAAAAACAGCCACAGTGAAGTGAGTACAAGTGGGC [-421]
AF274060_NCBI —mmmmmom [-341]
Contig_7770_GeneDB ATAAACCTTTAAAATGTTCCCTATACTCTTACTTTACTCAATAAA- ————————— oo TATAAAAATACAATAT [-341]
cepa_Dm28c_clone2 AAACACATTTATCATCTTCTCTGTACTCCTACTTCACTCAAAAAAAAAAAAATATATATAAAAATATGAAAATAAATTAT [-341]
cepa_Y_clonel ATAAACCTTTATCATGTTCCCTATACTCTTACTTTACTCAATAAA- ————— = ——m oo [-341]
cepa_Dm28c_clonel GTCCCCGTATCCCAGAAAGGCAAAACACACACACAAAACAAACAAAC [-341]
AF274060_NCBI —om oo oo [-261]
Contig_7770_GeneDB GGTCTACCATCTTCTTCTCTTCTGGTCTTTTTTTTTTTTTTT T o m oo m oo oo [-261]
cepa_Dm28c_clone2 AGTTTGCCATCTTCTTCTCTTCCGGTCTTTGTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTIGTTTTTTGTTTTTTG [-261]
cepa_Y_clonel GGTCTACCATCTTCTTCTCTTCTGGTCTTTTTTTT T T o oo m T oo oo [-261]
cepa_Dm28c_clonel AATATTCTGTTCCACCCCCCACCGGCTTTTTTTTTTTTTTTTTCOCTTmmmmmmmmmmm oo oo [-261]

AF274060_NCBI ~  —— oo [-231]
Contig_7770_GeneDB TTCTTTTGTCATTTATCATTTTT-AATGAG [
cepa_Dm28c_clone2 TTTTTTTGTCATTTATTATTTTTTAATGAG [
cepa_Y_clonel TTCTTTTGTCATTTATCATTTTT-AATGAG [-231]
cepa_Dm28c_clonel CTCTCTCGTTCTCCACGCGTCGTCGTCACC [

Figura V: Alinhamento da regido intergénica do gene Caseina Quinase. Posicdo -500 até -231. A:

Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina. -: falta de nucleotideo, ¢: nucleotideo idéntico a sequéncia

referéncia.

AY206009_cepa_CLBrener_NCBI ————————— - - o [-142]
Contig_8673_GeneDB CATGCGCTTTGCATGGCTGTCATCGCCTCCTTTGCCCTTCACCGCCTTCCATGCAATCACGTCTTTCCCGCAG [-142]
cepa_Dm28c_clone2 CATGCGCTTTGCATGGCTGTCATCGCCTCCTTTGCCCTTCACCGCCTTCCATGCAATCACGTCTTTCCTGCAG [-142]
cepa_Y_clone4 CATGCGCTTTGCATGGCTGTCATCGCCTCCTTTGCCCTTCACCGCCTTCCATGCAATCACGTCTTTCCTGCAG [-142]
cepa_4167_clone3 CATGCGCTTTGCATGGCTGTCATCGCCTCCTTTGCCCTTCACCGCCTTCCATGCAATCACGTCTTTCCTGCAG [-142]
cepa_Dm28c_clone3 CATGCGCTTTGCATGGCTGTTGTAAAGCAGCACCAGATAAACCTCACAAAGTACAAACTTGAGGTTCGCCGCC [-142]

Figura VI: Alinhamento da regido intergénica do gene Ferredoxina. Posi¢do -214 até -142. A: Adenina; C:

Citosina; G: Guanina; T: Timina. -: falta de nucleotideo, *: nucleotideo idéntico a sequéncia referéncia.

X83098_cepa_Tulahuen_NCBI---- [-234]
Contig_11176_GeneDB GGCG [-234]
cepa_Dm28c_clone3 GGCG [-234]
cepa_Dm28c_clone2 GGCG [-234]
cepa_Y_clone4 GGCG [-234]
cepa_Y_clone2 GGCG [-234]
cepa_4167_clone2 GGCG [-234]
cepa_4167_clone3 GGCG [-234]

Figura VII: Alinhamento da regido intergénica do gene Retrotransposon, posicao -237 até -234. A:
Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T: Timina. -: falta de nucleotideo, ¢: nucleotideo idéntico a sequéncia

referéncia.
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Anexo 111
Tabela I11: Observacdo de novas UORFs-Novas UORFs no gene gp82. Ins: insercdo, A: adenina, C:

Citosina, G: Guanina, T: Timina.

Cepa Clone Novas uORFs Posigdo codon Posigdo codon Mutagdo e posi¢do que
iniciador finalizador gerou um cddon iniciador
Dm28c 1 uORF-89 -89 - G—>T -88
uORF-65 -65 +49 T>A -65
2 uORF-42 -42 - Ins G -40
3 uORF-89 -89 +49 G—>T -88
uORF-65 -65 +49 T>A -65
Y 1 uORF-191 -191 -132 C>A-191
uORF-89 -89 -9 G—>T -88
3 uORF-191 -191 +28 C>A-191
uORF-89 -89 +28 G—>T -88
uORF-63 -63 - G>A -63
INPA4167 1 uORF-191 -191 -132 C>A-191
uORF-89 -89 -9 G—>T -88
uORF-65 -65 -9 T>A -65
CL Brener uORF-191 -191 -132 C>A-191
uORF-89 -89 +49 G—>T -88
uORF-65 -65 +49 T>A -65
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Tabela IV: Observacdo de novas UORFs-Novas UORFs no gene ATPase. Ins: insercdo, A: adenina, C:

Citosina, G: Guanina, T: Timina.

Cepa Clone Novas uORFs Posigdo codon Posigdo codon Mutagdo e posi¢do que
iniciador finalizador gerou um cddon iniciador
Dm28¢ 1 uORF-214 214 -149 G->T-213
3 uORF-214 214 -149 G->T-213
INPA4167 1 uORF-214 -214 -149 G—>T-213
5 uORF-214 214 -149 G->T-213
uORF-112 -112 -35 G>T-111
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Tabela V: Observacdo de novas uUORFs-Novas UORFs no gene Proteina ligadora de Quitina. Ins: insergéo,

A: adenina, C: Citosina, G: Guanina, T: Timina.

Cepa Clone Novas uORFs Posi¢do codon Posi¢ao codon Mutagdo e posi¢ao que gerou

iniciador finalizador um codon iniciador
Dm28c 3 uORF-164 -164 -144 C->T-163
uORF-128 -128 -70 C>A-128

4 uORF-159 -159 -63 InsT-158 ¢ InsG-157

uORF-66 -66 -27 A>T-65 ¢ C>G-64
uORF-7 -7 - T>A-7

Y 1 uORF-167 -167 -70 C>A-167, A>T-166 ¢

C>G-165
uORF-98 -98 -80 C>A-98

3 uORF-159 -159 +17 InsT-158 ¢ InsG-157

INPA4167 2 uORF-159 -159 -27 InsT-158 ¢ InsG-157
uORF-131 -131 - C->T-130
uORF-128 -128 - C>A-128

CL Brener uORF-159 -159 -70 InsT-158 e InsG-157
uORF-108 -108 -57 C->T-107
uORF-92 -92 -70 T>A-92

uORF-82 -82 -70 T>A-82 ¢ G>T-81
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Anexo IV
Tabela VI: Sequéncia de aminoacidos das uORFs 1, 2 e 3 do gene gp82. *: codon finalizador;

em vermelho: mutac@o Missense; em verde: mutacéo silenciosa; em azul: mutacdo Nonsense;
em rosa: aminoécidos que foram adicionados devido & extingdo do codon finalizador
esperado para a UORF; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E: Acido Glutamico, F:
Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M: Metionina,
N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina,
W: Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF1 uORF2 uORF3
Sequéncia MPLMVN#* MVN* MEGIHRA*
original NCBI
Dm28c 1 MPLMAK* MAK* MEGIHRA*
2 - MVN#* MEGIHRAW*
3 - MVN* MEGIHRA*
Y 1 MPLMVK* MVK* MEGIQRAWYNGWSE*
3 - - MEGTHRAYCSGWKETFGWYA

PPHNNHEGQQGISFGRR*

INPA4167 1 MPLMVK* MVK* MESTHRA*

CL Brener MPLMVK* MVK* MEGTQRAWYNGWSG*
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Tabela VII: Sequéncia de aminoéacidos das uORFs 4 e 5 do gene gp82. * cddon
finalizador, # sem codon finalizador na sequéncia obtida; em vermelho:
mutacdo Missense; em verde: mutacdo silenciosa; em azul: mutacdo
Nonsense; em rosa: aminoécidos que foram adicionados devido a extingdo do
codon finalizador esperado para a uORF; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido
Aspartico, E: Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I:
Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M: Metionina, N: Asparagina, P: Prolina,

Q: Glutamina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W: Triptofano

e Y: Tirosina.
Cepa Clone uORF4 uORF5
Sequéncia original MLCSAPQQP* MTCSMKVGFGNGTART*
NCBI
Dm28c 1 - MTCSMKVVSWKRDSPDLK#
2 MLCSAPQQP* -
3 - MTCSMKVGIGNGTARI*
Y 1 - -
3 - -
INPA4167 1 - MTCSI*
CL Brener - MTCSMKVVGFGNGTARI*
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Tabela VIII: Sequéncia de aminoacidos das UORFs 1, 2 e 3 do gene ATPase. * cédon
finalizador, # sem cédon finalizador na sequéncia obtida; em vermelho: mutacdo Missense;
em verde: mutacdo silenciosa; em azul: mutacdo Nonsense; A: Alanina, C: Cisteina, D:
Acido Aspartico, E: Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I:
Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M: Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina,

R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W: Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF1 uORF2 uORF3
Sequéncia MQKGGVGLFFKFI*  MATRPKIKRARPSQRSH MKCQCYRRPRV*
original GGGLQQ*
NCBI
Dm28c 1 MQKGGVGLFFKFI*  MATRPKIKRARPCERGH MKCQCYRRPRD*
GGGLQR*

3 MQKGGVGLFFKFI* MATRPKIKRARPCQRGH MKCQCYRRPRD*

GGGLQR*

Y 1  MQKGGVGLFFKFI* MATRPKIKRARPSQRSH MKCQCYRRPRV*
GGGLQQ*

INPA4167 1 MRKGGVGLFFKFI* MATRPKIKRARPCQRSH  MRCQCYRRPRD*
GGGLQR*

5 MRKGGVGLFFKFI*  MATRPKIKRARPCQRSH* MRCQCYRRPRD*

CL Brener MQKGGVGLFFKFI*  MATRPKIKRARPSQRSH MKCQCYRRPRV*

GGGLQQ*
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Tabela IX: Sequéncia de aminoacidos das UORFs 1, 2 e 3 do gene Proteina ligadora de Quitina. *
cédon finalizador, # sem cddon finalizador na sequéncia obtida; em vermelho: mutagéo
Missense; em verde: mutacgdo silenciosa; em azul: mutagdo Nonsense; em rosa: aminoécidos que
foram adicionados devido a extingdo do codon finalizador esperado para a uUORF; A: Alanina,
C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E: Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina,
I: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M: Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R:

Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W: Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF1 uORF2 uORF3
Sequéncia ML* MTEHRDLFCFRAKGMIFLACSS* MIFLACSS*
original
NCBI
Dm28c 3 MLSMHARTRFFSDPCEEG* MTDTEICFVSVLRA* MIIFACSS*

4 - MTDERELFFCRAASVISCACC -
PWAALHFGVWYYCG*
Y 1 MERRER* MTENAICFISVLRV* MIFLSCSS*

3 MPFFTQFGCGGSCGEEGVS - -

SSCVPWTCCGCGVGDVQ
QLTDVVWH?*
INPA4167 2 - MTEDCDFIILPCCERDFL.GVL -
PVGGAALREPGRYACGFSPG
SCTCRRVPPAV#
CL Brener MPCLNAENARTGFYLRM ~ MTGERDLFCFCAKCGMIILTCSS*  MIILTC SS*
AMEG*

118



Tabela X: Sequéncia de aminoacidos das UORF1 do gene
Caseina Quinase. * cddon finalizador, # sem cédon
finalizador na sequéncia obtida; em vermelho: mutacéo
Missense; em verde: mutacéo silenciosa; em azul: mutacéo
Nonsense; em rosa: aminoacidos que foram adicionados
devido a extin¢do do cédon finalizador esperado para a
UORF; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E:
Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H:
Histidina, 1: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M:
Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R:
Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W:

Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF1
Sequéncia MKFDYYNHKYNQKTG*
original NCBI
Dm28c 2 MKFDYHNSKIPSKDGGKINT*
Y 1 MKFDYNNNNKYQQKTG*
CL Brener MKFDYNNNNKYQQKTG*
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Tabela XI: Sequéncia de aminoacidos das UORF1 do gene
Ferredoxina. * cédon finalizador, # sem codon finalizador
na sequéncia obtida; em vermelho: mutacdo Missense; em
verde: mutagéo silenciosa; em azul: mutagdo Nonsense; A:
Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E: Acido
Glutédmico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I:
Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M: Metionina, N:
Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina, S:

Serina, T: Treonina, V: Valina, W: Triptofano e Y:

Tirosina.
Cepa Clone uORF1
Sequéncia original NCBI MSVYKSCSFFY*
Dm28¢ 2 MSVYNSCSFFY*
Y 4 MSVYKSCSFFY*
INPA4167 3 MSVYKSCSFFY*
CL Brener MSVYKSCSFFY*
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Anexo V
Tabela XII: Sequéncia de aminoacidos das novas uUORFs -191, uUORF-89 e UORF-65 do gene gp82. *:

codon finalizador; #: sem codon finalizador na sequéncia; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E:
Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M:
Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W:

Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF-191 uORF-89 uORF-65
Dm28¢ 1 - MERIVWAMCSTPQQ MCSTPQQQRRVIRCF
QRRVIRCFFLREAMTCS FLREAMTCSMKVVSW
MKVVSWKRDSPDLK# KRDSPDLK#
2 - - -
3 - MERIVWAMCSTPQQ MCSTPQQQRRVIRCFF
QRRVIRCFFLREAMTC LREAMTCSMKVGIG
SMKVGIGNGTARI* NGTARI*
Y 1 MLLRGTLTLRGIGPLLLTR* MERIIVWTVCSTPQPPRRTIRC -
FFLR*

3 MLLRGTLTLRGTGPLLLTR MERNFWVVCTAPQQPRRA -
SIKAHGGHTSCLLQRMERNF TRYFFWEALNYPMKMRI*
WVVCTAPQQPRRATRYFFW

EALNYPMKMRI*
INPA4167 1 MLLRSTLTLRGIGPLLLKR* MERIVWAMCSTPQQRRRVI MCSTPQQRRRVIRCF
RCFFLR* FLR*
CL Brener MLLRGTLTLCGIGPLLLKR* MERIIVWAMCSTPQSPRRTIR  MCSTPQSPRRTIRCFFL
CFFLRQAMTCSMKVVGFG RQAMTCSMKVVGFG
NGTARI* NGTARI*
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Tabela XIII: Sequéncia de aminodcidos da UORF-63 e UORF-42 do gene
gp82. *: codon finalizador; #: sem codon finalizador na sequéncia; A:
Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E: Acido Glutamico, F:
Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina,
M: Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina, S:

Serina, T: Treonina, V: Valina, W: Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF-63 uORF-42

Dm28¢ 1 - -

2 - MKGNKVFLLVGSTALSYV
NGSWETGQPGSET

3 - -

Y 1 - -

3 MHRPTTTTKGNKVFLL -

GGVELSNENENIIWDS
PDLK#
INPA4167 1 - -
CL Brener - -
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Tabela XIV: Sequéncia de aminoacidos da UORF-214 e -112 do gene ATPase. *: cddon
finalizador; #: sem cddon finalizador na sequéncia; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido
Aspartico, E: Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I: Isoleucina, K:
Lisina, L: Leucina, M: Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina,

S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W: Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF-214 uORF-112

Dm28c 1 MKSWSASVTEFCQTSKNGDKT* -

3 MKSWSASVTEFCQTSKNGDKT* -

Y 1 - -

INPA4167 1 MKSWSASVTVFCQTSKNGNKT* -

5 MKSWSASVTVFCQTSKNGNKT* MRSPTVNTTFHTKAAKASVRSLQGH*

CL Brener - -
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Tabela XV: Sequéncia de aminoacidos da uUORF-167, -164 e -159 do gene Proteina ligadora de Quitina. *:
codon finalizador; #: sem codon finalizador na sequéncia; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E:
Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, 1: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M:
Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W:

Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF-167 uORF-164 uORF-159
Dm28¢ 3 - MERREC* -
4 - - MLRTLWGGVSAEDARTYT
ITAAAALARRDDG*
Y 1 MSHTLWSGVNAEDARTR - -
FLCGPCEEG*
3 - - MHMPFFTQFGCGGSCGEEGV
SSSCVPWTCCGCGVGDVQ
QLTDVVWH?*
INPA4167 2 - - MHTLSGVNDENAHTHKILVA

AALSRRDDGRLRFYYFAVLRA*

CL Brener - - MLHMPCLNAENARTGFYLRMAMEG*
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Tabela XVI: Sequéncia de aminoacidos da uORF-131, -128 e -108 do gene Proteina ligadora de Quitina. *:
codon finalizador; #: sem codon finalizador na sequéncia; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico, E:
Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, 1: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M:
Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W:

Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF-131 uORF-128 uORF-108
Dm28c¢ 3 - MHARTRFFSDPCEEG* -
4 - - -
Y 1 - - -
3 - - -
INPA4167 2 MMRTRTRTRFWLRRPFRGG MRTRTRTRFWLRRP -
MTEDCDFIILPCCERDF FRGGMTEDCDFIIL
LGVLPVGGAALREP PCCERDFLGVLPVG
GRYACGFSPGSCTCRR GAALREPGRYAC
VPPAV# GFSPGSCTCRRVPPAV#
CL Brener - - MHAQDFICGWRWRDD
GRT*
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Tabela XVII: Sequéncia de aminoacidos da uORF-98, -92 e -82 do gene Proteina ligadora de
Quitina. *: cddon finalizador; #: sem cddon finalizador na sequéncia; A: Alanina, C:
Cisteina, D: Acido Aspartico, E: Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina,
I: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M: Metionina, N: Asparagina, P: Prolina, Q:

Glutamina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, W: Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF-98 uORF-92 uORF-82
Dm28c 3 - - -
4 - - -
Y 1 MWPL* - -
3 - - -

INPA4167 2 - - -

CL Brener - MAMEG* MEG*
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Tabela XVIII: Sequéncia de aminoacidos da UORF-66 e -7 do gene
Proteina ligadora de Quitina. *: cddon finalizador; #: sem cddon
finalizador na sequéncia; A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido Aspartico,
E: Acido Glutamico, F: Fenilalanina, G: Glicina, H: Histidina, I:
Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, M: Metionina, N: Asparagina, P:
Prolina, Q: Glutamina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina,

W: Triptofano e Y: Tirosina.

Cepa Clone uORF-66 uORF-7

Dm28¢c 3 - -

4 MNASCFFAVLRA* MGGVAFWCLVLLRIGF
SSAAARFDVFLPL

Y 1 - -

3 - -

INPA4167 2 - -

CL Brener - -
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Anexo VI
Tabela XIX: Codons mais frequentes em uORFs das cepas estudadas

inicialmente comparados a frequéncia do uso de cédons presente na
Database NCBI de T. cruzi.

Codon Databas.e Dm28¢ Y INPA4167
T. cruzi
GCC 24 20 4 6
GCG 22 22 8 24
TGC 10 36 32 46
GAC 24 20 8 18
GAA 25 20 20 6
GAG 44 9 20 12
TTT 29 29 40 30
GGC 19 29 36 27
AAA 17 31 24 24
AAG 28 25 28 39
CTT 25 2 0 3
ATG 27 68 61 52
AAC 16 6 36 12
CCA 19 27 16 24
CAA 12 29 44 33
CAG 26 4 12 3
AGG 8 18 20 33
CGG 12 22 12 18
CGT 15 20 24 24
AGC 14 29 32 36
ACA 14 22 20 24
ACG 18 9 16 24
GTG 32 18 24 18
TGG 10 18 28 12
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Tabela XXI: Contetudo de G+C das uORF nas cepas analisadas.

Tabela XX: Uso de cdédons sindnimos nos genes estudados.

Gene Nc

gp82 35

ATPase 33

Proteina ligadora de Quitina 46
Ferredoxina 27
Caseina Quinase 21

Contelido G+C (%)

Cepa Total 1* posicéo do 2* posicdo do 3* posicdo do
codon codon codon
CL Brener NCBI 52,65 58,33 43,52 56,08
Dm28c 49,58 45,79 52,16 50,80
Y 48,71 4327 48,16 54,69
INPA4167 51,12 45,09 53,37 54,91
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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