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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

FRANKLYN ENRIQUE SAMUDIO ACOSTA

A transcri¢do dirigida pela RNA polimerase II nos tripanossomatideos produz um RNA
precursor que abriga dezenas a centenas de genes que sdo processados para formar
unidades monocistronicas. Os processos de trans-splicing e poliadenilagdo vinculados
ao processamento do RNA precursor sdo os responsaveis pela formacao dos extremos
do mRNA e portanto representam pontos importantes de controle pos-transcricional e de
geracdo de diversidade funcional em termos de regides nao traduzidas (UTRs). O
genoma de 7. cruzi abriga genes tanto multicopia como de poucas copias, 0s quais sao
importantes para a interagdo com seus hospedeiros e para realizar processos biologicos
fundamentais para a sua sobrevivéncia. Isto levanta questdes relevantes em relagao a
transcrigdo e processamento de genes duplicados ou multicépia no 7. cruzi. Para
acrescentar o conhecimento sobre o processamento de genes de poucas copias nos
estudamos este processo em duas cepas de Trypanosoma cruzi: Y e clone CL-Brener. Na
cepa Y as formas epimastigota, amastigota e tripomastigota sanguinea da cepa Y foram
estudadas usando uma abordagem baseada no pirosequencimento e em CL-Brener
usamos RT-PCR, RACE, clonagem e sequenciamento pelo método de Sanger das UTRs
para as formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos. Os resultados indicam que
a transcricdo e processamento dos transcritos do locus de calmodulina nos estagios
estudados de ambas cepas produz formas alternativas predominantes com 5'UTRs
longas e 3'UTR curtas. Encontramos também, um marcado desequilibrio alélico na
frequéncia dos transcritos das copias de calmodulina nas diferentes formas estudadas de
CL-Brener. Finalmente, existe uma aparente frequéncia assimétrica das isoformas de
calmodulina dentro de cada cdpia e entre as copias em todos os estagios de ambas cepas
estudadas indicando que possivelmente o controle da abundancia dos transcritos exerce

um papel importante na regulacdo da expressao deste gene.
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ABSTRACT
PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE

FRANKLYN ENRIQUE SAMUDIO ACOSTA

The RNA pol II transcription in tripanosomatids produces a RNA precursor harboring
ten to hundreds of genes that must be processed to produce monocistronic mRNAs. The
trans-splicing and polyadenylation processing of the RNA precursor is responsibles for
the mRNA ends formation, important points of post-transcriptional regulation and
functional diversity around the UTRs. The 7. cruzi genome harbor both multicopy and
few copies genes that are important for the interaction with the parasite host and to carry
out essential biological process for the 7. cruzi survival. This fact rases relevant aspects
about the transcription and processing of genes in 7. cruzi. To increase the knowledge
on the mRNA processing of genes with few copies we studied this process in two
strains: Y and CL-Brener clone. We analyzed the final mRNA from the epimastigote,
amastigote and blood trypomastigote of Y strain using amplicon pyrosequencing and for
the CL-brener epimastigote and metacyclic stage we devised an RT-PCR and RACE to
target calmodulin UTRs combined with amplicon cloning and Sanger sequencing. The
results point out that the mRNA processing of the transcripts of the calmodulin locus in
all 7. cruzi stages from studied strains produced mostly calmodulin mRNA bearing long
5'UTR and short 3'UTR. Also, we found a remarkable allelic imbalance in the frequency
of the transcripts from calmodulin copies in all stages of CL-Brener. Finally, there was
an inter-copy and intra-copy asymmetric frequency of calmodulin mRNA in all stages
of the T. cruzi strain studied here indicating that the control of transcript abundance may

has an important role in the calmodulin gene expression regulation.
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INTRODUCAQO



1. Introducio

1.1 Doenca de Chagas

1.1.1 Origem

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ uma zoonose que aflige humanos
na América Latina. Esta doenca ¢ causada pelo parasita protozoario Trypanosoma cruzi
e foi descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, o qual descreveu de um
jeito detalhado no seu relatorio original o ciclo de transmissdo da doenca (vetor,
hospedeiro e parasita) e as manifestacdes clinicas do primeiro caso agudo (Chagas
1909). Acredita-se que esta doenga surgiu como uma infec¢do enzooética de animais e
tornou-se uma antroponose quando o homem invadiu habitats silvestres. De fato, a
hipdtese mais aceita da origem de 7. cruzi indica que este parasita divergiu de
tripanosomas de morcego (Hamilton et al. 2012). Esta teoria ¢ suportada pela
proximidade genética de 7. cruzi com T. marinkellei (Stevens et al. 1999) e os
tripanosomas de morcego recentemente descritos 7. ermeyi (Lima et al. 2012) e T.
livingstonei (Lima et al. 2013). Provavelmente as linhagens atuais de 7. cruzi
provenham de linhagens de morcegos independentes que trocaram os morcegos pelos
mamiferos terrestres que ocupavam o mesmo habitat (Stevens et al. 1999). Evidencias
apontam que logo apds terem populado América do Sul, os habitantes ficaram
infectados pelo 7. cruzi. Mimias de indigenas Chinchorros com datagdo de 9000 anos
que habitavam a regido costeira do deserto de Atacama ao sul do Peru e norte de Chile,
e subsequentes cultura pré-colombianas foram encontradas infectadas pelo 7. cruzi
quando avaliadas por métodos moleculares (Aufderheide et al. 2004). Provavelmente as
civilizagdes ndmades como os Chinchorros participaram primeiramente no ciclo
silvestre do 7. cruzi e gradualmente no ciclo doméstico do mesmo quando estabelecidos
em moradias definitivas e devido a adaptagdo dos triatomineos a ambientes domésticos.
O processo de domesticacdo dos triatomineos silvestres ndo ¢ completamente
conhecido. A sua evolucdo de predadores a sugadores de sangue ¢ associada a trés
fatores principais: a) exploragdo de vertebrados como fonte alimentar b) adaptagao ao
meio ambiente do hospedeiro e c¢) dependéncia progressiva do hospedeiro como meio de
disseminagdo passivo (Schofield et al. 1999). Desta forma as atividades pecudrias e
agricolas das civilizagdes pré-colombianas, vinculadas a desflorestacdo e a adaptagao
dos triatomineos a vegetacdo mais aberta, contribuiram para o estabelecimento de um

ciclo doméstico da doenga de Chagas (Steverding 2014).



1.1.2 Transmissao da doenca

A maioria das infec¢des humanas no hemisfério ocidental ocorrem quando a pele ou
membranas mucosas ficam em contato com as fezes ou urina de insetos triatomineos
infectados com 7. cruzi. A doenca de Chagas ¢ transmitida a humanos e a mais de 150
espécies de animais domésticos e silvestres principalmente por insetos reduvideos que
se alimentam de sangue da subfamilia Triatominae dentro de trés ciclos que sobrepdem-

se: ciclo doméstico, peridoméstico e silvestre (Deane 1964).

Mais de 130 espécies de dezenove géneros da subfamilia Triatominae tém sido
identificados, entretanto, apenas um pequeno grupo deles sdo vetores competentes do 7.
cruzi (C. Galvao & R. Carcavallo 2003). Estes insetos sdo comumente observados desde
o sudeste de Estados Unidos, passando pela América Latina até a regido sul da
Patagonia, portanto, estendendo-se através de dezoito paises do hemisfério ocidental.
Existem poucas observacdes sobre a ecologia de triatomineos, uma vez que o maior
foco dos programas de controle sdo reduvideos quase exclusivamente domésticos. A
maioria das espécies disseminam-se através do continente americano mantendo ciclos
enzoodticos envolvendo mamiferos silvestres procedentes de uma variedade de ecotopos.
Consequentemente, muitos triatomineos s3o silvestres e s3o encontrados em
esconderijos ¢ ninhos de vertebrados silvestres, rochas, madeira caida, arvores ocas,
raizes, palmeiras e bromélias. Muitas espécies também sao encontradas em ambientes
peridomésticos e abrigos de animais domésticos, enquanto outros triatomineos tém-se
adaptado a abrigos humanos e consequentemente transformaram-se em vetores da
doenca de Chagas (Garcia et al. 2007). Os vetores mais importantes da doenca de
Chagas sdo: Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Triatoma
maculata, Triatoma sordida, Rhodnius prolixus, Rhodnius neglectus, Rhodnius
pallescens e Panstrongylus megistus (Cruz-Lopez et al. 2001). Os triatomineos tém
cinco estagios ninfais e adultos de ambos sexos, todos estes podem abrigar e transmitir
T. cruzi. A probabilidade de um triatomineo ficar infectado com 7. cruzi aumenta em
concordancia com o nimero de refeigdes de sangue tomadas pelo inseto. Assim, ninfas

mais velhas e adultos tendem a ter as taxas mais altas de infec¢do.

A doenca de Chagas pode ser transmitida ao homem também por mecanismos nao

vetoriais. Como por exemplo: transfusdo de sangue contaminado com 7. cruzi,



transmissdo oral (ingestdo de alimentos e bebidas contaminadas com 7. cruzi) e

transmissdo vertical ou congénita.

Formas incomuns ou acidentais de transmissao incluem transmissdao durante transplante
de orgdos, ingestdo de leite materno contaminado com o parasita, acidentes de
laboratério, contaminacdo de alimentos com secrecdes das glandulas anais de
marsupiais que abrigam o parasita, mordidas de artrépodes contaminados e relagdes
sexuais (contaminacdo de homens que tem tido contato sexual com mulheres infectadas
durante seu periodo menstrual) (Dias et al. 2011). A transmissdo vetorial pode ser
responsavel por 70% dos casos em paises onde ndo existe um controle vetorial
sistematico. Por outro lado, a transmissdo por transfusdo sanguinea pode ocorrer em
20% dos casos em lugares onde ndo tem controle nos bancos do sangue, por exemplo
na Bolivia. A transmissdo congénita exibe grande variacdo regional, representa de 0.5-
10% dos casos em lugares como Chile, Bolivia, e Paraguai (Coura & Dias 2009).
Embora a transmissdo oral seja acidental, ela é considerada endémica na regido
amazonica (da Silva Valente et al. 1999). A transmissao oral tem recebido muita atencao
na ultima década. Desde o surto de Santa Catarina acontecido em 2005, novos surtos
tém sido reportados na regido norte do Brasil onde o consumo de produtos in natura

como agai ¢ frequente (Nobrega et al. 2009).

1.1.3 Caracteristicas Epidemioldgicas da Doenca

As carateristicas epidemioldgicas da infeccdo de Chagas nas Américas podem ser
agrupadas em quatro grupos de paises. O grupo I inclui Argentina, Bolivia, Brasil,
Chile, Equador, Honduras, Paraguai, Peru, Uruguai e Venezuela, es caraterizado por: a)
ciclos domésticos e peridomésticos com zonas de alta prevaléncia de infecgdo humana;
b) predominancia de cardiopatia chagasica cronica; ¢) auséncia ou frequéncia baixa de
formas digestivas ao norte da linha equatorial; d) ciclos silvestres importantes em varios
meios ambientes naturais, incluindo 7. infestans em areas restringidas da Bolivia; e )
programas de controle vetorial e transfusional objetivando eliminar 7. infestans e
Rhodnius prolixus os quais sao espécies completamente domesticadas. O grupo II, o
qual inclui Colombia, Costa Rica e México, € caracterizado por: a) ciclos domésticos e
peridomésticos e a presenca de cardiopatia chagasica cronica; b) a ocorréncia de
doadores infectados; c) a deteccdo de ciclos silvestres e a falta ou presenca de

programas de controle incipientes. O grupo III, o qual inclui El Salvador, Guatemala,



Nicaragua e Panamad, apresenta: a) ciclos domésticos, peridomésticos e silvestres com
pouca informagdo clinica; b) e o comeco de agdes de controle em Guatemala e
Nicaragua. O grupo IV, o qual inclui as Antilhas, Bahamas, Belize, Cuba, Estados
Unidos, Guiana, Guiana Francesa, Haiti, Jamaica e Suriname e apresenta: a) ciclos
silvestres com casos locais raros da doenca e pouca informagdo clinica; b) inimeros
imigrantes infectados nos Estados Unidos; e ¢) a auséncia de programas de controle,
excetuando o inicio do controle dos bancos de sangue onde casos de transmissao por

transfusdo de sangue tém sido reportados (Coura & Dias 2009).

Um novo problema epidemiolédgico, social, economico e politico tem surgido como
resultado da migracdo legal e ilegal de pessoas infectadas procedentes de areas
endémicas na América latina para paises ndo endémicos em América do norte, Europa,
Asia e Oceania, em particular Estados Unidos, Canada, Espanha, Franga, Sui¢a, Japao,
paises asiaticos emergentes e Australia. Esta migracdo tem causado novos problemas de
saude para os paises que recebem os imigrantes no aspecto econdmico, politico e social

(Schmunis 2007).

1.2 O parasita

O ciclo de T. cruzi é complexo, formado de varios estdgios no inseto vetor e no
hospedeiro mamifero. Formas tripomastigotas sanguineas nao replicativas e amastigotas
intracelulares replicativas sdo as formas tipicas do organismo identificadas no
hospedeiro mamifero, enquanto os epimastigotas replicativos e tripomastigotas

metaciclicos infectam o vetor (Rassi & Marin-Neto 2010).

Trypanosoma cruzi pertence a uma espécie heterogénea formada por um grupo de cepas
ou isolados que circulam entre os hospedeiros mamiferos e insetos vetores. A
heterogeneidade do parasita tem sido extensamente estudada por métodos biologicos,
bioquimicos e moleculares e poderia explicar a diversidade de manifestagcdes clinicas da
doenca de Chagas e as diferengas geograficas em morbilidade e mortalidade (Macedo et
al. 2004). Até 1980, as cepas de T. cruzi eram subdivididas em trés grupos (zimodemas):
I, I e Z3, com os grupos I e Z3 formados por cepas silvestres e o grupo II formado por
cepas domésticas. Com os avangos das técnicas de biologia molecular foi confirmada
que o parasita mostra uma grande diversidade e pode ser classificado em seis unidades

discretas de tipificacdo (DTUs) as quais possuem marcadores moleculares e



imunologicos comuns. As cepas I (silvestres) e Il sdo puras e as cepas III a VI sao
hibridas (Rassi & Marin-Neto 2010). 7" cruzi I é responsavel pela infeccdo humana na
Amazonia, regido andina, América Central ¢ México. As manifestacdes clinicas nesta
area incluem cardiomiopatia chagasica e casos severos de meningoencefalites em
pacientes imunocomprometidos. Por outro lado, um grupo divergente de 7. cruzi 1,
chamado 7. cruzi 1d e T. cruzi le sdo associados a uma propor¢ao significativa de
infec¢do humana por 7. cruzi I na Venezuela e no norte da Argentina (Cura et al. 2010).
Na regido do cone Sul do América do Sul, as DTUs, T. cruzi Il, T. cruzi V e T. cruzi VI
tém sido associadas com a maioria das infec¢des humana por 7. cruzi. Nesta regido a
cardiopatia pode ser severa e uma propor¢do dos casos podem desenvolver
megaesdfago e megacolon (Zingales et al. 2012). 7. cruzi 111 é primariamente associado
ao ciclo selvatico da doenca no Brasil e paises adjacentes nos quais as infecg¢des
humanas documentadas sdo raras. Infecgdes por 7. cruzi V sdao esporadicos em
Venezuela e incomum em outros paises (Zingales et al. 2012). E evidente que existe
diferencas regionais na severidade dos casos e sintomas clinicos da doenca, sobretudo
na fase cronica da doenga de Chagas. Na Bolivia um estudo tentou correlacionar as
linhagens de 7. cruzi com manifestacdo clinica da doenga em pacientes com cardiopatia,
megaesofago, megacolon e indeterminados. Porém, ndo foi encontrada uma associacao
significativa entre as linhagens identificadas e as manifestacdes clinicas dos pacientes
(del Puerto et al. 2010). E possivel que a infec¢do individual de pacientes da doenga de
Chagas seja produzida por uma mistura geneticamente diversa de populacdes do
parasita. Assim, fica dificil estabelecer uma relagao direta entre linhagens do 7. cruzi e

manifestagdo clinica da doenga.

Uma tentativa interessante de relacionar a populagao de 7. cruzi com a variagdo nas
formas clinicas da doenca foi a classificagdo do parasita em biodemas (tipo I, II e III)
em concordancia com carateristicas biologicas, tropismo por tecidos, morfologia,
viruléncia, e patogenicidade no camundongo. O tipo | apresenta tropismo por
macréfagos durante a fase inicial da infecgdo, alta viruléncia, méxima parasitemia de 7-
12 dias, 100% de mortalidade nos camundongos apoés 12 dias de infec¢do e
predominancia de formas delgadas do parasita. O tipo II tem miotropismo com
predominancia no miocardio durante a fase aguda, predominancia de formas largas mas

coexistindo com uma percentagem baixa de formas delgadas e parasitemia e



mortalidade alta em camundongos de 12 a 20 dias. Por outro lado, o tipo III apresenta
miotropismo por musculo esquelético, predominancia de formas largas, méaxima
parasitemia em 25 a 30 dias e provocam baixa mortalidade nos camundongos (Andrade
& Magalhdes 1996). A pesar da importancia desta classificacdo, ela ndo explica as

variacoes nas formas clinicas da doenca de Chagas.

1.3 Tratamento da doenca de Chagas

As indicagdes para o tratamento da doenca de Chagas sugerem tratamento para: a) casos
agudos de qualquer natureza, b) reativacdo aguda devido a imunossupressao, c) casos
recentes: casos em criancas menores de 12 anos e adultos infectados recentemente e d)
forma indeterminada ou cronica benigna a critério do médico responsavel. Pacientes na
fase aguda severa e pacientes congénitos sintomaticos devem ser hospitalizados para
serem tratados. Casos agudos assintomaticos ou oligossintomaticos € casos cronicos
devem ser tratado a nivel ambulatorio com seguimento de um médico experiente. As
contraindicagdes para tratamentos especificos sdo: gravidez, falha hepatica, doenga
neuroldgica ndo relacionada a doenca de Chagas, doenca de Chagas avangada com
cardiopatia grado III ou IV e outras doencas cujo quadro clinico poderia piorar com este
tratamento (Coura 2009). Por outro lado, o conhecimento da patogénese e evolucao da
doenga de Chagas sugere que além dos casos agudos os casos na fase cronica devem ser
tratados pelas razdes a seguir: a) para reduzir progressivamente a quantidade de 7. cruzi
no organismo até o parasita ser dizimado, portanto evitando a formag¢ao de novos focos
inflamatdrios e a extensao das lesdoes dos tecidos, b) para promover regeneracao dos
tecidos através da inativagdo do parasita nos focos de tecidos existentes, portanto
evitando a formacdo e consolidacdo de fibrose, c) para reverter fibrose existente e as
alteracdes funcionais do sistema autondmico bem como para reverter as alteragdes
estruturais do sistema de conducao miocardico, d) para prevenir hipertrofia miocardica e
dilatagdo miocardica, esofdgica e colonica de modo que seja prevenido a cardiopatia
dilatada e os megas e consequentemente as suas alteragdes funcionais, e¢) Para reduzir
ou eliminar os bloqueios cardiacos e arritmias o qual quase sempre leva a morte stbita

entre os pacientes (Coura & Borges-Pereira 2011).

As drogas correntemente aceitas para o tratamento da doenca de Chagas sdo Nifurtimox
fabricado pela Bayer Health Care como Lampit® e Benznidazole manufacturado No

Brasil pela LAFEPE medicamentos. Langados em 1967 e 1972, respetivamente, estas



drogas mostraram rapidamente ser efetivas para o tratamento da infec¢cdo aguda mas seu
uso foi ignorado para o tratamento de infec¢des cronicas por causa de a alta frequéncia
de efeitos colaterais indesejados, pobre taxa de cura aparente e a falta de um consenso
internacional sobre critério diagnostico e cura parasitologica. O mecanismo de a¢do do
Nifurtimox envolve a producao de radicais nitro os quais na presenca de oxigénio fazem
com que 7. cruzi seja incapaz de destoxificar radicais livres (Docampo & Moreno
1986). Por outro lado, a acdo do Benznidazole esta relacionada a nitro-reducido de
componentes do parasita e a unido de metabolitos ao DNA nuclear, k-DNA do T cruzi e

aos lipidios e proteinas do parasita (Polak & Richle 1978, Diaz de Toranzo et al. 1988).

Ambas drogas apresentam efeitos adversos frequentes especialmente em adultos. O
Benznidazole causa dermatite e fotossensibilizagdo de um terco a metade dos pacientes
(Viotti et al. 2006, Pérez-Molina et al. 2009, Pinazo et al. 2010). Esta droga também
causa neuropatia periférica (até 30% dos pacientes) o qual ¢ um indicador do que o
tratamento deve ser descontinuado. A neuropatia € quase sempre reversivel mas pode
levar meses para ser resolvida. A supressdao da médula ossea ¢ um efeito colateral raro
que indica que o uso da droga deve ser descontinuado. Por outro lado, Nifurtimox causa
efeitos adversos gastrointestinais em 50% a 75% dos pacientes (Wegner & Rohwedder
1972, Coura et al. 1997, Jackson et al. 2010). Os efeitos adversos incluem anorexia que
leva a perda de peso, nausea, vomito e disconformidade abdominal. Toxicidade
neuroldgica ¢ comum (ocorre em até 50% dos pacientes) incluindo irritabilidade,
insOnia, desorientacdo, mudangas de humor, parestesias e tremores os quais apresentam-
se com menos frequéncia. A neuropatia periférica ¢ um efeito colateral dose-dependente
raro que pode aparecer tardiamente durante o curso do tratamento e indica que o mesmo
deve ser interrompido. Além dos efeitos colaterais, nenhum destes agentes terapéuticos
cumpre os preceitos de uma boa droga segundo os critérios da Organizagdo Mundial da
Saude: a) Cura parasitologica dos casos agudos e cronicos b) efetividade com uma dose
ou poucas doses ¢) acessibilidade para os pacientes d) sem efeitos adversos ou efeitos
teratogénicos €) sem necessidade de hospitalizacdo para o tratamento e f) sem
resisténcia demonstrada ou induzida nos agentes etioldgicos. Ambos agentes curam
cerca de 80% dos casos agudos e 20% dos casos cronicos. Os pacientes necessitam 60
dias de tratamento e duas a trés dose por dia. As drogas sdo pouco accessiveis para os

pacientes em muitos paises e muitas vezes a distribuicdo das drogas sdo restritas a



clinicas especializadas uma vez que o paciente precisa de monitoramento durante o
curso do tratamento. Ambas drogas, como descrito anteriormente, produzem efeitos

colaterais e algumas cepas de 7. cruzi sdo resistentes ao tratamento (Coura 2009).

Uma vez que o uso terapéutico dos dois compostos disponiveis ¢ limitado, novos
candidatos para a terapia da doenga de Chagas tém sido desenvolvidos. Os inibidores da
sintese de ergosterol sdo os candidatos mais promissorios. Dentre estes compostos
existem trés classes que tém como alvo trés diferentes enzimas: C14 lanosterol
desmetilase (CYP51), esqualeno sintase e lanosterol sintase. O modo de agdo destes
compostos € a inibi¢do da sintese de ergosterol, o qual ¢ essencial para a viabilidade da
célula e a proliferacdo. Esta familia de compostos tém sido amplamente estudada por
Urbina (Urbina 2009). Ketoconazol e itraconazol sdo inibidores da lanosterol
desmetilase os quais t€m efeito supressivo mas a sua eficacia ainda nao tem sido testada
em humanos. Posaconazol, um novo composto azélico deste grupo induz cura
parasitolégica em modelos murinos de doencga aguda e cronica. O posaconazole tem
demonstrado eliminar de amastigota intracelulares infetando células cardiacas. Porém
recentemente embora esta droga mostrou-se ativa contra 7. cruzi em humanos sua
atividade ndo foi suficiente para alcangar cura parasitoldgica (Molina et al. 2014). Os
compostos Tak-187, UR-9825 e ruvaconazol exibem atividade tripanocida in vivo e in
vitro. Por outro lado, os inibidores da sintese de esqualeno, E5700 e ER-119884, os
quais estdo em desenvolvimento devido a sua atividade de diminui¢do do colesterol e
trigliceridios, t€ém demonstrado atividade in vivo e in vitro contra T. cruzi (Urbina et al.
2004). Entre os inibidores da sintese de lanosterol, a amiodarona, uma droga usada na
doenca de Chagas cronica com sintomas cardiacos, também bloqueia a biossintese de
ergosterol. O uso combinado de posoconazol e amiodarona tem efeitos sinérgicos que
levam a uma melhora da carga parasitaria em pacientes tratados com ambas drogas

(Urbina 2009).

Além dos inibidores da sintese de ergosterol existem outras drogas em
desenvolvimento. Entre estas drogas os inibidores de protease de cisteina parecem ser
promissorios. Cruzain ¢ um analogo de catepsina de L-cisteina responsavel pela
atividade proteolitica de todos os estagios de 7. cruzi (Apt 2010). Uma variedade de

pequenas moléculas inibidoras de cruzain t€m sido descritas, a maioria das quais atuam



irreversivelmente em uma cisteina catalitica localizada no sitio ativo da enzima (Roush
et al. 2001). O prototipo K777, a qual é a primeira droga que tem como alvo cruzain 5
(a maior protease de cisteina de 7. cruzi) em modelos murinos da doenga cronica de
Chagas, também tem demonstrado diminuir a parasitemia e o dano tecidual cardiaco em
caes (Barr et al. 2005). Outro inibidor de cruzain, tetrafluorofenoximetil cetona,
demonstrou atividade supressiva em modelo murino infectado com 7. cruzi sem efeito
toxico aparente (Brak et al. 2010). O fato de o efeito destas drogas ser irreversiveis faz
os inibidores de cruzain subotimos desde o ponto de vista de desenvolvimento de
drogas. Por exemplo, o k777 tem um efeito irreversivel na enzima CYP3A4, a qual ¢
responsavel pelo metabolismo do mesmo composto e de outras drogas (Barr et al.
2005). Também, por causa da sua natureza basica, este composto pode potencialmente
acumular-se nos lisossomos acidicos onde a catepsina de mamiferos estd localizada.
Recentemente, inibidores ndo reversiveis de cruzain mostraram percentagem de cura de
até¢ 90% em modelos murinos da doencga de Chagas (Ndao et al. 2014). Estes compostos
tém um grupo nitrilo que forma um complexo de tioimidato covalente mais reversivel
com um grupo sulfuro do sitio ativo da enzima. A alta eficacia achada nos modelos
murinos mostra que os inibidores reversiveis de cruzain que possuem um grupo nitrilo
podem ser uma alternativa vidvel para o tratamento da doenga de Chagas. Outro
candidato promissor ¢ o composto DB766 (arilimidamida), uma diamidina aromatica
cujo alvo sdo os sulcos menores do DNA a qual demonstrou uma efetividade similar ao
Benznidazol em modelos murinos infectados com a cepa Y de T. cruzi, além de reduzir
as lesdes hepaticas e cardiacas aumentando as chandes de vida dos camundongos de

90% a 100% (Batista et al. 2010).

Hé4 uma chance de que alguns destes compostos passe satisfatoriamente os ensaios
clinicos e sejam produzidos em médio ou longo prazo. Enquanto uma droga ou conjunto
de drogas especificas para a doenga de Chagas seja descoberta alguns autores propdem
usar um tratamento combinado tais como Nifurtimox mais Benznidazol, Benznidazol
mais Alopurinol e Nifurtimox mais ou Benznidazol combinado com cetoconazol,
fluconazol ou itraconazol (Coura 2009). O incremento da efetividade de um tratamento
combinado devido a sinergia das drogas ajudaria a reduzir a dosagem de cada droga e
consequentemente os efeitos colaterais das mesmas.

Evidentemente precisam-se novas drogas com alta potencia e seletividade para o



tratamento da doenca de Chagas, especialmente para o tratamento de casos cronicos.
Atualmente apenas o posaconazol tem sido desenvolvido para o tratamento da doenca
de Chagas, talvez devido ao pouco interesse das empresas farmacéuticas.
Consequentemente, ¢ fundamental explorar novos aspectos do metabolismo do parasita
visando encontrar novos alvos terapéuticos. Alternativas fativeis para o tratamento da
doenga de Chagas poderiam incluir estratégias baseadas em: inibidores do metabolismo
de tripationa, inibidores de proteases de cisteina, inibidores de fosfolipideos, inibidores
do metabolismo de pirofosfato, drogas que inibem a sintese de purinas e proteinas,

inibidores de ergosterol bem como drogas naturais (Apt 2010).

A busca de estratégias que visem interromper a sintese proteica resulta uma alternativa
atrativa uma vez que a transcri¢ao policistronica dos genes que codificam para proteina
no 7. cruzi carece de promotores para a enzima RNA polimerase Il e a regulagdo da
expressdo génica € principalmente pds-transcricional. Este fato salienta a importancia
dos elementos trans e cis envolvidos na regulacdo pos-transcricional de genes
essenciais. Assim, elementos como as UTRs e as proteinas que se ligam ou interagem
com estes elementos poderiam ser alvos de uma abordagem terapéutica que vise o

silenciamento de um ou vérios genes essenciais.

1.4 Transcricio de genes que codificam para proteinas

Tripanossomatideos heteroxénicos como 7. cruzi realizam seu ciclo de vida alternando
entre diferentes hospedeiros utilizando formas replicativas e nao replicativas para
sobreviver nos diferentes ambientes nos quais eles sdo expostos. Uma forma de adaptar-
se as mudangas ambientais ¢ o controle da expressdo génica e um ponto importante para
este controle nos tripanossomatideos seria o regulacdo pos-transcricional da expressao
génica. A adaptacdo a diferentes meios ambientes, com diferentes temperaturas,
nutrientes e defensas, precisa mudangas maiores na expressdo génica. Contudo, a
regulacdo da expressdo génica pode ser feita em outras etapas tais como: a elongacdo da
fita na transcrigdo (ao nivel da estrutura da cromatina), processamento do RNA,

estabilidade do RNA, transporte e tradugao.

O genoma diploide de 7. cruzi tomando como referencia o genoma do clone CL-Brener
tem um tamanho de 110Mb e abriga em média 22.570 genes sendo que

aproximadamente 1994 genes codificam para RNA. Como visto em outros

10



tripanossomatideos, os genes que codificam para proteinas no 7. cruzi estdo geralmente
arranjados na mesma fita nos cromossomos como longos agrupamentos de dezenas a
centenas de genes representando unidades policistronicas (El-Sayed et al. 2005). Este
arranjo de genes ¢ similar aquele dos operons bacterianos principalmente devido a que
0s genes quase nunca sao interrompidos por introns. Contudo, os genes que fazem parte
de uma unidade policistronica geralmente nio codificam para proteinas funcionalmente
relacionadas. A maioria dos cromossomos em tripanossomatideos possuem ao menos
duas unidades policistronicas de transcri¢ao as quais podem ser transcritas de um modo
convergente (orientada para o telomero) ou divergente (na direcdo contraria do
telomero). As regides que ficam entre as UPTs sdo conhecidas como regides de
mudanga na orientacao da transcri¢ao na fita ou SSRs (strand switch regions) em inglés

(Martinez-Calvillo et al. 2004).

Ainda n3o tém sido identificados promotores da enzima RNA polimerase II que
direcionem a transcri¢do de genes que codificam para proteinas em tripanossomatideos.
Porem, andlises realizadas no cromossomo 1 de Leishmania major indicam que a
transcrigdo produzida pela RNA polimerase II inicia em uma SSR localizada entre dois
transcricionalmente divergentes UPTs e finaliza em uma SSR entre dois UPTs
convergentes (Martinez-Calvillo et al. 2003). Uma vez que os genes de 7. cruzi mostram
uma alta sintenia com os genes de Leishmania e 7. brucei resulta fativel pensar que as
SSRs divergentes de 7. cruzi também representem regides de inicio da transcri¢do. Por
outro lado, as regides de inicio e finalizacdo da transcri¢do nos tripanossomatideos
possuem diferengas respeito a composi¢do da cromatina. Um estudo no 7. brucei
revelou que quatro variantes de histona marcam o inicio e final da transcrigdo pela
polimerase II (Siegel et al. 2009). As histonas H2AZ e H2BZ sdo abundantes na regido
de inicio da transcrigdo e as histonas H3V e H4V mostram um enriquecimento na regiao
provavel de terminacdo da transcrigdo (figura 1). No entanto, o0 mesmo estudo salientou
a existéncia da histona H4K10ac acetilada e uma proteina BDF3 cuja familia ¢
vinculada ao recrutamento da maquinaria responsavel da transcrigao. Este fato destaca a
importancia da composi¢do e modificagdo da cromatina no controle do inicio e
terminagdo da transcri¢do em organismos com auséncia de promotores para o controle
transcricional da expressdo génica. De fato, também foi evidenciado que os

nucleossomos contendo as histonas H2AZ ¢ H2BZ s3ao menos estaveis do que os
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nucleossomos formados pelo octamero de histonas tradicionais. No 7. cruzi foi
observado que as SSRs divergentes que marcam o inicio da transcri¢do neste parasita
estdo formadas pelas histonas acetiladas H3/H4 e a histona metilada H3K4m3
(Respuela et al. 2008). Portanto, o padrao de modificacao de histonas também pode ser
importante no controle do inicio e terminagdo da transcrigao no 7. cruzi. As acetilagdes
e metilagdes encontradas nas histonas destas regides indicam a presenca de regides de
inicio da transcricdo de unidades de transcri¢do policistronica abrigando possiveis
promotores bidirecionais. Do mesmo modo, as SSRs divergentes de 7. cruzi também
mostraram caracteristicas semelhantes aos promotores bidirecionais de mamiferos tais
como mais de 77% de ilhas de CpG e um tamanho aproximado de 1kb (Trinklein et al.
2004). Igualmente, este padrdo de acetilacdo das histonas H3/H4 e trimetilagdo da
histona H3K4 ¢ carateristico de promotores ativos em 7. gondii (Gissot et al. 2007).
Contudo, excetuando o gene mini-exon, nenhum outro estudo tem assinalado
definitivamente a presenca de promotores da polimerase Il em 7. cruzi e a caréncia de
uma via funcional de RNAi e promotores para a RNA polimerase II poderia indicar um
possivel controle epigenético alternativo. Assim, os promotores que dirigem a
transcrigdo do arranjo policistonico de genes que codificam para proteinas em

tripanossomatideos ainda precisam ser caracterizados.
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Figura 1: Transcri¢do e processamento de genes que codificam para proteinas em tripanossomatideos.
Fonte: Haile & Papadopoulou (2007).



1.4.1 Processamento do mRNA

O processamento do mRNA nos tripanossomatideos gera um mRNA monocistronico
que precisa de uma prote¢ao no extremo 5' e uma cauda de poliA para ser exportado do
nucleo e ser traduzido eficientemente. De este modo, o RNA policistronico precursor
nos tripanossomatideos ¢ co-transcricionalmente processado para formar um mRNA
monocistronico mediante os processos acoplados de trans-splicing e poliadenilagdo. O
trans-splicing ¢ um processo semelhante ao cis-splicing mas envolve dois RNA
precursores que sdo transcritos partindo de duas diferentes localizagdes gendmicas. O
trans-splicing envolve a adicdo de uma sequencia de 39 pb de comprimento, o
miniexon, o qual ¢ transferido do extremo 5' de um RNA pequeno de 140 pb chamado
RNA spliced leader para o transcrito primario (Liang et al. 2003). Para que o splicing
seja bem-sucedido as sequencias a serem removidas tem de ser corretamente
identificadas. Vérios elementos definem os dois lugares de splicing. A regido 5' do
intron no spliced leader ¢ geralmente definida por um dinucleotideo GT, enquanto o
sitio de splicing no mRNA ou 3SS ¢ marcado frequentemente por uma sequencia AG. O
splicing possui duas reagcdes de transesterificacdo. A primeira reacdo de
transesterificagdo envolve um ataque nucleofilico de um grupo 2'OH de uma adenosina
conservada do branch point ao sitio de splicing 5' cortando a estrutura de agtcar-fosfato
do RNA neste ponto. Os produtos intermediarios desta reacdo sdo o mini-exon que fica
livre e o intron do spliced leader junto com o extremo 5' do mRNA formando uma
estrutura em forma de Y unidas por uma ligagdo fosfodiéster 2'-5' tipica. Na segunda
reacdo, o extremo 3'OH livre da regido 5' do mini-exon ataca o 3SS no mRNA.
Consequentemente, os primeiros 39 nucleotideos (mini-exon) do SL RNA e o extremo
5' do mRNA sao ligados um com outro formando o mRNA e o intron ¢ liberado na
forma de uma estrutura com forma de Y, a qual ¢ desramificada e degradada (Preufer et

al. 2012).

O trans-splicing realiza dois fungdes principais: ele disseca 0 mRNA do transcrito
primario e proporciona a estrutura denominada cap para o mRNA. Os quatro primeiros
nucleotideos do cap estdo metilados e algumas dessas metilagdes sdo unicas nos
tripanosomas. Esta estrutura 5' atipica ¢ chamada de cap 4 ¢ ¢ fundamental para a

forma¢dao de um mRNA funcional (Bangs & Crain 1992).
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A adi¢do de uma cauda de poli-A ¢ necessaria para completar o processamento do RNA.
As caudas de poli-A sdo encontradas em quase todos os eucariotos e estd envolvida
praticamente em todo o metabolismo do mRNA (Hu et al. 2005). O processo de
poliadenilacao esta composto de duas etapas estreitamente acopladas. Na primeira etapa
um ataque nucleofilico acontece num lugar determinado por sequencias de RNA
(elementos cis) localizados perto do sitio de clivagem e as suas proteinas ligantes
(elementos trans) e a segunda etapa evolve a polimerizagdo de uma cauda de adenina
(Colgan & Manley 1997). Este processo depende de dois fatores especificos e suas
sequencias de reconhecimento, os quais sdo: o fator especifico de clivagem e
poliadenilacdo que reconhece o sinal de poliadenilagdo e a proteina de liga¢do a poli-A

que interage com a cauda de poli-A crescente (Bienroth et al. 1993).

A poliadenilagdo afeta processos metabodlicos tais como terminagdo da transcri¢ao pela
RNA polimerase, estabilidade do mRNA, exportacdo do mRNA para o citoplasma e a
eficiéncia da tradugdo. Ademais, a poliadenilacdo alternativa junto com o trans-splicing
sao gestores da diversidade funcional necessaria para o controle pos-transcricional da
expressao génica. Devido a existéncia de numerosos sitios de poliadenilagdo alternativa
no precursor do mRNA um gene pode possuir transcritos com diferentes 3'UTRs e
portanto isoformas com diferentes estabilidades, eficiéncia de traducdo ou localizagdo

subcelular.

Em contraste a reagdo de trans-splicing o mecanismo que leva a formagao do extremo 3'
ndo tem sido muito estudado nos tripanossomatideos. Nestes organismos ndo existe um
sinal de poliadenilagdo consenso na regido 3'UTR como os elementos cis AAUAAA e o
motivo rico em U/GU observados em outros eucariotos (Tian & Graber 2012). Porém,
sabe-se que a sele¢do do sitio de poliadenilagdo em genes de tripanossomatideos esta
acoplada ao processo de trans-splicing (LeBowitz et al. 1993). De fato, a proteina UTA
que faz parte do spliceossomo tem sido encontrada complexada com o fator de
poliadenilacdo CPSF73 em Leishmania indicando um possivel vinculo desta proteina

com o processo de poliadenilagdo em tripanossomatideos (Tkacz et al. 2010).

O trans-splicing e poliadenilagdo alternativa podem gerar formas alternativas de um

gene que possuam diferentes UTRs ou fases abertas de leitura. Uma vez que estes
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processo sao fundamentais para gerar mRNA monocistronicos partindo de um precursor
policistronico pode ser levantada a questdo se estes dois processos representam outros

niveis de regulag¢do pos-transcricional.

1.4.2 Regulac¢ao Pos-transcricional ao nivel das UTRs

As regides ndo traduzidas de eucariotos possuem motivos de sequencia e elementos
estruturais vinculados ao controle pos-transcricional da expressdo génica (Barrett et al.
2012). Uma vez que estas regioes sao transcritas mas nao traduzidas se espera achar um
grau de conservagdo funcional vinculado a regulagdo da expressdo génica. Avaliagdes
das regides nao traduzidas apontam para certos motivos de sequencia vinculados a
estabilidade do mRNA, regulacdo da expressdao génica e controle de inicio da traducao
(Meijer & Thomas 2002, Wickens et al. 2002, Burton et al. 2003). Estes motivos sao
geralmente associados a repeti¢cdes de di e trinucleotideos, por exemplo, um elemento
rico em AU achado na 3'UTR do gene do linfocito humano (Shaw & Kamen 1986) e
uma repeticdo de CAG encontrada na regido 5'UTR do gene de calmodulina 1 humano

(Toutenhoofd & Strehler 2000).

Nos tripanossomatideos, as pesquisas sobre as UTRs tém-se focado no controle da
expressao génica. Alguns dos motivos frequentemente observados em outros eucariotos
tém sido encontrados nos genes de tripanossomatideos mas em um contexto diferente de
acdo. Um exemplo disto s3o os elementos ricos em AU envolvidos na regulacido da
expressdo de uma familia de genes multicopia de mucinas de 7. cruzi que apresentam
muitos motivos deste elemento nas suas 3'UTRs e sdo mais abundantes em formas
amastigotas (Di Noia et al. 2000). Também foi reportado que além de elementos ricos
em AU, elementos ricos em G e suas proteinas ligantes sdo responsaveis pela regulacdo
estagio-especifica dos genes de mucina em 7. cruzi (D’Orso, Ivan and Frasch 2001a).
Motivos ricos em U e G sdo geralmente reconhecidos por uma familia de proteinas
ligantes de RNA chamadas TcRBP as quais possuem um motivo de reconhecimento de
RNA comum e muitos dos complexos formados com estes motivos sdo estagio-
especifico em 7. cruzi (De Gaudenzi et al. 2003). Possivelmente a adaptacdo a
diferentes ambientes nos tripanossomatideos pode ser alcangada por uma mudanca
rapida na vida media do mRNA e controle traducional ao invés de ativagao
transcricional sendo que esta atividade regulatoria ¢ realizada pela interagdo de motivos

de sequencias nas UTRs com suas respetivas proteinas ligantes. De fato muitas
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proteinas ligantes de RNA em tripanossomatideos reconhecem elementos cis nas UTRs
e estdo envolvidas no processo de decaimento do mRNA (D’Orso et al. 2003). Outro
exemplo da participagdo na regulagdo pos-transcricional das UTRs como resposta a
mudangas ambientais ¢ o gene HSP70 de T. cruzi. Durante o choque térmico ambas
UTRs interagem para estabilizar os transcritos deste gene e um elemento rico em U
encontrado na 3'UTR ¢ responsavel pela degradacdo in vitro e in vivo do mRNA em
condiciones normais (Rodrigues et al. 2010). Além da estabilidade do mRNA, as
proteinas trans regulam a maturacdo e traducdo de proteinas nos tripanossomatideos.
Muitas de estas proteinas regulam grupos de proteinas funcionalmente relacionadas que
possuem motivos de sequencia comuns nas UTRs (Kramer & Carrington 2011). Além
disso, acredita-se que grupos de mRNA que codificam proteinas inter-relacionadas
funcionalmente possuem elementos estruturais ou de sequencia em comum nas UTRs e
sdo coordenadamente modulados por proteinas de ligacdo a RNA sequencia especifica
formando deste modo regulons pos-transcricionais no 7. cruzi (De Gaudenzi et al.

2013).

Além dos elementos ricos em AU, U e G em Leishmania componentes de uma familia
de retrotransposdes sdo determinantes da expressdo poOs-transcricional de genes em
Leishmania. Elementos transponiveis extintos chamados SIDERs (Retrotransposdes
degenerados curtos inter-disseminados) modulam a estabilidade do mRNA e traducdo
de genes em Leishmania (Bringaud et al. 2007). Por outro lado, elementos de sequencia
encontrados nas regides S'UTR e 3'UTR do gene que codifica para a histona H2A em L.
infantum contribuem na expressao dependente do ciclo celular deste gene (Abanades et
al. 2009). Um exemplo de regulacdo da expressdo pos-transcricional no 7. brucei é o
gene que codifica para prociclina EP1. Um elemento estrutural de 16pb (stem loop) na
3'UTR deste gene e a sua sequencia primaria sdo necessarios para a traducdo eficiente
do gene da prociclina (Hehl et al. 1994). Também, acredita-se que uma proteina de
ligacdo a RNA conhecida como TbZFP3 age como um anti-repressor que promove a
traducao da prociclina EP1 quando ligado a um elemento estrutural conhecido como

loop II na regido 3'UTR das isoformas deste gene (Walrad et al. 2009).

Como visto anteriormente, na auséncia de promotores da RNA polimerase II o controle

da expressdo génica € principalmente pds-transcricional e elementos nas UTRs e as suas
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respetivas proteinas de ligagdo a RNA tém um papel preponderante. Muitos dos
exemplos de controle pds-transcricional mencionados s@o ativados por sinais ambientais
que induzem a diferenciagdo do parasita. Isto representa um exemplo de como
organismos menos complexos em termos de mecanismos de regulacdo da expressdo
génica na auséncia de controle transcricional modulam a expressdo de genes especificos
usando majoritariamente o controle pods-transcricional durante a diferenciacdo e

adaptacao a diferentes hospedeiros.

O genoma do clone CL-Brener tem em media 12.000 genes que codificam para proteina
por genoma haploide sendo que as maiores diferengas com o genoma da cepa Silvio sdo
o nimero de genes nas familias de genes multicopia (El-Sayed et al. 2005, Franzén et al.
2011). Muitas proteinas importantes para a interagao de 7. cruzi com seu hospedeiro sdao
codificadas por grandes familias de genes repetitivos multicopia (El-Sayed et al. 2005).
No tocante a genes multicopia no 7. cruzi ainda restam muitas perguntas sem respostas
por exemplo sobre que cdpias sdo transcritas e expressas nos diferentes estagios do
parasita, predominancia de isoformas especificas das cOpias transcritas em cada estagio,
identificacdo de elementos cis e trans que regulam a estabilidade e expressdo de copia
especificas e as suas isoformas em cada estagio. As respostas destas perguntas serviriam
para entender um pouco mais o processamento e regulacdo da expressdo de genes
multicopia. Além demais, o conhecimento de elementos de sequencia e estruturais e
suas respetivas proteinas de ligacdo serviria para o levantamento de estratégias

terapéuticas usando como alvos genes multicopia essenciais.

Para tentar ampliar o conhecimento sobre o processamento de genes essenciais,

transcri¢do e composi¢cdo das UTRs, nds usamos o gene de calmodulina como modelo.
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1.5 Gene de Calmodulina

Calmodulina ¢ uma proteina de ligagdo ao calcio altamente conservada e ubiqua
associada ao controle de muitos processos celulares e € portanto o principal transdutor
de célcio nos eucariotos (Cheung 1980). Esta proteina interage com um grande niimero
de proteinas de uma diversidade fisioldgica surpreendente que participam em processos
metabolicos essenciais (Hoeflich & Tkura 2002). A disrup¢ao da homeostase do calcio
em qualquer célula usualmente causa efeito letais levando a apoptose celular e necrose
(Zhivotovsky & Orrenius 2011). No T cruzi o gene de calmodulina ¢ essencial para a
viabilidade do parasita (Ajioka & Swindle 1996). Esta proteina participa em processos
importantes tais como transporte de célcio através da membrana plasmatica e
homeostase intracelular do célcio (Benaim 1993, Docampo et al. 1993, Benaim et al.
2001), crescimento e diferenciacdo celular (Orr et al. 1992), mediacao dos sinais
intracelulares importantes para prolifera¢do induzidas pelo grupo heme da hemoglobina
(Souza et al. 2009) e a ativacdo da enzima AMP fosfodiesterase (T¢llez-Ifion et al.
1985). Além disto, a concentragdo de calcio intracelular mantida por calmodulina nos
tripanossomatideos esta envolvida na invasao das células hospedeiras, fato que ¢ crucial
para a manuten¢do do ciclo celular (Moreno et al. 1994). Outro estudo identificou
proteinas de ligagao a calmodulina no 7. cruzi como componentes da estrutura celular o-
e B-tubulinas, proteina paraflagellar rod putativa e uma proteina de transducao de sinal
intracellular, a HSP70 salientando o papel de calmodulina em processos celulares como

invasdo e diferenciacdo do parasita (Farnese 2013).

FcaBP
(proteina flagelar de ligacao ao calcio)
Calflaginas
TczAZ (Adenilato ciclase)
Bombas de Calcio
Proteina-cinase
Calmodulina

Figura 2: Proteinas de ligacdo ao cdlcio comumente encontradas
no flagelo de 7. cruzi.
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Muitas proteinas de ligagdo a calmodulina (figura 2) estdo localizadas no flagelo dos
tripanossomatideos (Wu et al. 1994, D’Angelo et al. 2002, Buchanan et al. 2005,
Portman et al. 2009), organela com fungdes tais como motilidade, quimiotaxia, nutrigdo

e que ¢ fundamental para a sinalizacao do célcio nos tripanosomatideos.

A primeira analise sobre o locus de calmodulina na cepa CL-Brener indicou a existéncia
de 8 genes de calmodulina distribuidos em dois locus sendo que um locus possui trés
genes € o outro cinco genes de calmodulina (Chung & Swindle 1990). Porém, apos o
sequenciamento completo do genoma de CL-Brener e uma andlise exaustiva do genoma
deste parasita, nds encontramos apenas um locus de calmodulina por genoma haploide
constituido por trés genes (Brandao & Fernandes 2006). Possivelmente o locus de
calmodulina formado por cinco genes encontrados previamente por Swindle e
colaboradores, facam parte do grupo de pseudogenes parecidos a calmodulina ou genes
denominados calmodulina-like encontrados no genoma de CL-Brener. As copias do
gene de calmodulina neste locus estdo organizadas em arranjos consecutivos de genes
separadas por regides intergénicas de tamanhos variados (Chung & Swindle 1990). Nos
observamos a mesma organizacdo consecutiva de genes quando analisamos o locus
sinténico de calmodulina em tripanossomatideos dos géneros Trypanosoma e
Leishmania (figura 3). Como observado os tripanossomatideos possuem de duas a

quatro copias do gene de calmodulina organizados consecutivamente.

Pouco ¢ conhecido sobre o processamento e transcricdo de calmodulina em
tripanossomatideos. O primeiro estudo sobre a transcricdo de calmodulina em 7. cruzi
indicou a existéncia de dois transcritos de tamanho diferente na cepa CL-Brener (Chung
& Swindle 1990). Porem, ndo foi mencionada nesta pesquisa a presenga de isoformas
especificas que ajudassem a desvendar como as copias deste gene sdo processadas. Nas
formas prociclicas de 7. brucei gambiense todas as copias sdo transcritas (Tschudi &
Ullu 1988). Por outro lado em Phytomonas serpens também foi confirmada a
transcrigdo de dois transcritos de calmodulina de diferentes tamanhos (de Souza et al.
2011). O fato do gene de calmodulina possuir poucas copias faz com que este gene seja
um candidato potencial para estudos sobre processamento e regulacao poOs-transcricional
de genes multicOpia e a ativagdo de genes duplicados ou multicdpia através do ciclo

celular dos tripanossomatideos.
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Género Trypanosoma

i 390pb
T. brucei 390pb 390pb p

T. congolense M 435pb -

T. cruzi J—- 1338pb

Género Leishmania

L. major - 1335pb - 1315pb -

L. mexicana - 1305pb - 1205pb -

L. braziliensis - 1231pb - 1305pb -

Figura 3: Organizacdo do locus de calmodulina em tripanossomatideos do género
Trypanosoma e Leishmania. A organizacdo do locus de calmodulina no género
Trypanosoma e Leishmania foi descrita a partir dos locus sinténicos de calmodulina
das espécies destes géneros publicadas no Tritryp e GeneBank. A organizacao do
locus de calmodulina para L. mexicana, L. braziliensis e L. infantum foi descrita
previamente por Miranda e colaboradores (Miranda et al. 2014).
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1.6 Justificativa

Uma forma usada pelas células para interpretar e ler as instru¢des genéticas contidas
dentro do genoma ¢ o processo de transcri¢do. Todo o RNA das células ¢ produzido a
partir do DNA, em um processo que apresenta certas similaridades com a replicacao do
DNA. Nos tripanossomatideos este processo ¢ maiormente regulado pos-
transcricionalmente na auséncia de promotores da RNA polimerase II (Clayton 2002).
Ademais, T. cruzi embora seja um eucarioto tipico apresenta carateristicas peculiares
tais como transcri¢do policistronica, auséncia de introns na maioria dos genes e
processamento de genes que codificam para proteinas mediante os processos acoplados
de trans-splicing e poliadenilagdo (Martinez-Calvillo et al. 2010). O transcrito primario
destes organismos esta formado por dezenas a centenas de genes que podem ser de
copia unica, duplicados ou de copia multipla (Myler et al. 1999). De fato, muitos genes
essenciais importantes para invasdo e interacdo com células hospedeiras existem no

genoma de 7. cruzi como genes duplicados ou multicdpias (El-Sayed et al. 2005).

As copias de genes duplicados e multicopia estdo separadas por espagadores
intergénicos que abrigam as regides nao traduzidas bem como os sinais de trans splicing
e poliadenilacdo além de elementos importantes para a regulagdo gé€nica. A existéncia de
inimeros sitios de trans splicing e poliadenilacdao nas regides intergénicas do transcrito
primario deste tipo de locus gera variagdes composicionais nas regioes nao traduzidas
dos mRNA das diferentes copias. Isto indica a possivel existéncia de formas alternativas
com diferentes elementos estruturais e de sequencia transcritas a partir das copias
transcricionalmente ativas. Uma vez que estes elementos sdo reconhecidas por
elementos trans que influenciam diretamente a abundancia dos transcritos, existe a
possibilidade da coexisténcia de isoformas com diferentes frequéncias. Esta diferenca
em frequéncia pode ser um mecanismo utilizado pelos tripanossomatideos para
optimizar os elementos que interagem com os motivos de sequencia acima mencionados
(Clayton 2014). Portanto, o conhecimento do processamento ¢ abundancia de isoformas
de genes ativas de genes multicopia ¢ importante para desvendar os motivos de
sequencia mais abundantes e as suas proteinas ligantes bem como conhecer o papel
destes elementos na regulacdo da expressdo génica de organismos que dependem

grandemente da regulagdo pos-transcricional.
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Os tripanossomatideos digenéticos como 7. cruzi possuem diferentes estagios
resultantes da diferenciacdo influenciada por mudancas ambientais bruscas e
fundamentais para a sua adaptacao a diferentes hospedeiros. Durante a diferenciacio
existem mudancgas significativas na expressao genética de 7. cruzi que provavelmente
influenciem a transcri¢do de genes multicopia e de poucas copias. Portanto, resulta
importante saber como os locus de genes multicopia sdo transcritos. Isto permitiria
igualmente determinar as copias ativas nos diferentes estdgios, o processamento das
copias ativas para gerar diferentes isoformas em termos de UTRs e os respetivos

motivos de sequencia e estruturais das isoformas das copias ativas em cada estagio.

Para tal fim, nos utilizamos o gene de calmodulina de 7. cruzi uma vez que o seu locus
possui apenas trés copias o qual facilita a analise da transcricdo e o processamento do
mRNA das copias ativas nos diferentes estagios deste parasita. O estudo deste gene

essencial permitird a avaliagdo dos objetivos mencionados no seguinte capitulo.
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OBJETIVOS



2.0 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

L 4

Avaliar o processamento dos transcritos do locus de calmodulina nos principais

estagios de Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos especificos

Determinar as coOpias transcricionalmente ativas do locus de calmodulina nos

principais estagios de 7. cruzi.

Identificar as formas alternativas de cada copia de calmodulina geradas durante
o processamento dos transcritos nas formas epimastigota e tripomastigota e

amastigota isoladas de cultura celular da cepa Y de 7. cruzi.

Determinar a frequéncia relativa das isoformas das copias de calmodulina nos

estagios estudados da cepa Y de T. cruzi e do clone CL-Brener.

Descrever eventos de trans-splicing e poliadenilacdo alternativa ocorridos no

locus de calmodulina da cepa Y e no locus de calmodulina dos diferentes alelos

do clone CL-Brener.
Identificar as formas alternativas de cada copia de calmodulina geradas durante
o processamento dos transcritos nas formas epimastigota e tripomastigota

metaciclica do clone CL-Brener de T. cruzi.

Identificar diferencas no processamento dos transcritos de calmodulina nos

estagios estudados da cepa Y e clone CL-Brener.
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METODOLOGIA



3. Metodologia

3.1 Cultivo de formas epimastigotas

As formas epimastigotas do clone CL Brener e a cepa Y de T. cruzi foram cultivadas em
meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os repiques destas cepas foram
feitas a cada sete dias e apenas culturas em fase exponencial foram utilizadas para

realizar os experimentos.

3.2 Producio in vitro de tripomastigotas metaciclicos do Clone CL-Brener

Nos utilizamos o procedimento previamente publicado por Contreras e colaboradores
(Contreras et al. 1985) para a diferenciagdo in vitro de formas epimastigotas mas com
algumas modifica¢des. Para induzir metaciclogénese as formas epimastigotas de
culturas em fase exponencial de crescimento da cepa CL-Brener de 7. cruzi foram
lavadas trés vezes com PBS e resuspendidas em 10 mL de meio TAU (190 mM NaCl,
17 mM KCl, 2 mM MgCl12, 2mM CaCl2, 8mM tampao fosfato pH 6.0) na concentragdo
de 1 x 107 parasitos/mL e colocados em garrafas de 150 cm?® a uma temperatura de 28°C
por quatro horas. Depois do periodo de incubacao, foi adicionado igual volume de meio
Graces's (Sigma, cat.G8146) e a cultura foi incubada a 28°C por seis dias. No sexto dia
o meio de diferenciacdo foi distribuido em tubos de 50 mL e os parasitos foram
centrifugados a 5000 rpm por 30 minutos. Posteriormente o sedimento foi resuspendido
em 20 mL de tampao PSG (44 mM NaCl, 57 mM Na2HPO4, 3 mM KH2PO4, 55 mM
glucose) e os parasitos foram lavados mais duas vezes com o mesmo tampao
centrifugando a 5000 rpm por 30 minutos. Apés da ultima centrifugagdo, o sedimento
foi resuspendido em 500 pL de PSG e aplicado numa coluna carregada com resina de
DEAE-cellulose (Sigma Aldrich) utilizando PSG como diluente. Logo, foi adicionado
mais 3 mL de PSG e a saida dos tripomastigotas foi monitorada microscopicamente
apos o fluxo de 2,5 mL da fase movel. Posteriormente mais 3 mL de tampao PSG foi
colocado na coluna e o fluxo com as formas tripomastigotas purificadas foi coletada em
tubos de 15 mL até aparecerem os primeiros epimastigotas. Os tripomastigotas
purificados foram centrifugados a 5000 rpm por 30 minutos ¢ o sedimento foi

resuspendido em 500 pL de Trizol® (Invitrogen).

3.3 infeccdo de Células Vero e Coleta de formas amastigota e tripomastigota da
cepaY

A infeccdo de células vero para produzir a forma tripomastigota e amastigota da cepa Y
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foi feita no Laboratorio de Biologia Molecular de doencas Endémicas pelo grupo do
pesquisador Otacilio Moreira. As formas tripomastigota e amastigota foram obtidas
seguindo o protocolo de Santos e colaboradores (Santos et al. 2009). Ao menos cinco
garrafas com células Vero foram infectadas com 200 milhdes de parasitos diluidos em
250 uL de RPMI (Sigma, cat. R8758). Apos 48 horas, o meio foi trocado e as garrafas
colocadas novamente a 37°C. Noventa e seis horas depois os tripomastigotas foram
coletados transferindo o volume total de meio de cada garrafa para tubos de 50 mL.
Seguidamente os tubos foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos € o sedimento
lavados trés vezes com PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,4, 2 mM
KH,PO,) utilizando as mesmas condi¢des de centrifugacdo. Em seguida foram
adicionados 18 mL de meio RPMI (Sigma, cat. R8758) fresco a cada garrafa de cultura
para coletar posteriormente as formas amastigotas. Cinco dias apods coletar os
tripomastigotas, tirou-se o volume total de meio de cada garrafa e foi colocado em tubos
de 50 mL para serem centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos de modo que o
sobrenadante fosse transferido para outro tubo de 50 mL. Posteriormente, o
sobrenadante foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos e a presenga de amastigotas

no sedimento foi avaliada por microscopia.

3.4 Isolamento de Tripomastigotas metaciclicos de insetos

3.4.1 infeccdo de Rhodnius neglectus

Ninfas de IV estagio de Rhodnius neglectus previamente alimentadas por 20 dias foram

infectadas com a cepa CL-Brener de 7. cruzi. A infecgdo foi feita misturando sangue do

coelho cujo plasma foi prevamente inativado e preservada em citrato com a forma

epimastigota do CL-Brener (2 x107 parasitos) seguindo as recomendag¢des do manual de

manutengdo e cuidados de colonias de Triatomineos (Azambuja & Garcia 1997). A

mistura de sangue foi colocada em um sistema artificial de alimentagdo a 37°C de modo

que as ninfas foram alimentadas e monitoradas cuidadosamente durante a ingestdo de

sangue por aproximadamente uma hora. Apenas ninfas totalmente alimentadas foram

usadas no estudo. Os insetos foram alimentados cada duas semanas em galinha (Gallus

gallus) até chegar o dia do experimento.

3.4.2 Disseccao das formas adultas e Lise mediada pelo complemento das formas
Epimastigotas

Seis meses apds infec¢do experimental dos triatomineos, sessenta e seis adultos de R.

neglectus foram dissecadas em placas de petri separando cuidadosamente o corpo da
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ampola retal. Todas as ampolas foram colocadas em um tubo de 1,5 mL contendo 500
puL de PBS. Posteriormente, as ampolas foram trituradas no PBS usando uma ponteira
de 200uL e o material insoluvel resultante deste processo foi sedimentado centrifugando
a 1000 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante contendo tanto
epimastigotas quanto tripomastigotas metaciclicos foi colocado em outro tubo de 1.5
mL e centrifugado a 12000 rpm por 10 minuto. Logo apds, o sedimento foi lavado trés
vezes com PBS utilizando-se as mesmas condi¢des de centrifugagdo. Em seguida, o
sedimento foi suspenso em 200 puL. de PBS e as formas epimastigotas foram lisadas com
40 pL de soro humano recém-coletado adicionado a este volume de PBS por um tiempo
de incubacdo de 37°C por 45 minutos. A seguir, os parasitos foram lavados trés vezes
com PBS centrifugando a 12000 rpm por 10 minutos ¢ o sedimento resuspendido em

500 pL de Trizol® para posterior uso.

3.5 Extracao de RNA total

A extragdo de RNA total dos diferentes estagios de 7. cruzi foram feitas com Trizol®
seguindo as indicagdes do fabricante excetuando as formas metaciclicas isoladas da
ampola retal de R. neglectus. Para isolar o RNA total de metaciclicos isolados deste
inseto 100 uL de cloroféormio foi misturado com 500 pL do lisado previamente estocado
em Trizol® a -80°C. Imediatamente esta mistura foi homogenizados misturando a mao
oito vezes e centrifugando a 12000 rpm por 15 minutos. Logo apos, o sedimento foi
recuperado e lavado duas vezes com o mesmo volume de cloroféormio centrifugando a
12000 rpm por 10 minutos. Posteriormente o RNA foi precipitado misturando-se igual
volume do sobrenadante com isopropanol e centrifugando-se a 10000 rpm por 10
minutos. Subsequentemente, o RNA precipitado foi lavado utilizando-se 1 mL de etanol
a 75% centrifugando-se a 8000 rpm por 15 minutos. Depois deste lavado o RNA foi
suspenso em 30 uL de agua livre de endonucleases e pirogénios e estocado a -80°C.
Cada amostra de RNA foi quantificada usando o espectrofotometro NanoDrop 2000c

(Thermo Scientific).

3.6 Amplificacio da regido 3'UTR do gene de calmodulina

3.6.1 Sintese da fita complementar

Para sintetizar a fita complementar utilizou-se de 250 ng a 2 microgramas de RNA total
e uma quantidade de transcriptade reversa Super Script III (Invitrogen) de 200 a 400

unidades além de 5 mM do iniciador ancorado 5'-GCGACTCCGCGGCCGCG(T)s-
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3'(figura 4), 0.1M de DTT, 40 unidades de RNAse OUT (Invitrogen), 4 pL of First
Stand buffer e 0,5 mM de dNTPs. As condi¢bes de extensdo variaram de uma hora a
duas horas dependendo da quantidade de RNA total usada para a sintese. Para
amplificar a regido 3'UTR desenhamos um conjunto de iniciadores cuja posicao de

alinhamento respeito a fase aberta de leitura (ORF) do gene de calmodulina ¢ descrita

na tabela 1.

Tabela I: Iniciadores utilizados para amplificar a 3'UTR do gene de calmodulina

Posicao de alinhamento

respeito ao cédon de inicio

Iniciador Sequencia
CalMf 5 -TCAACTGTCCAACGAGCA-3’ 9-26
OAD 5-ACGAAGGAGCTCGGCACGGTGA-3" 88-109

Este conjunto de iniciadores foi utilizado junto com um o iniciador Anc:

A e ORF
7
T D, ... AAAAN
<« TTTT1800
. GCC 4’70
Sintese da fita 6oy, s
complementar Ccrc
4G,
Co
B CALMf
> r' OAD
ME Ancora
Moo zzzzzZzzzzzzzzzZZZIZ . PoliA CGCTGAGGCGCCGGCGC
ORF GCGCCGGCGCCTCAGCG

-«
Figura 4: Estratégia utilizada para a sintese da fita complementar e amplificagdo dos
transcritos do gene de calmodulina. A. Sintese da fita complementar usando um iniciador
com uma sequencia ancora. B. PCR semi-nested para a amplificacdo da regido 3UTR dos

transcritos de calmodulina.

5-"GCGACTCCGCGGCCGCG-3" especifico para o iniciador usado como ancora para
sintetizar o cDNA utilizando uma estratégia baseada em uma PCR Seminested (figura
4). Na primeira reagdo o iniciador CalMf e Anc foram utilizados para amplificar a
regido 3UTR e parte da ORF de calmodulina em um volume final de 50 pL utilizando
as seguintes condi¢des: 200 nanomoles de cada iniciador, 3 mM de Cloreto de

manganés, 1 unidade de taq polimerase platinum de alta-fidelidade (Invitrogen) e 200
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uM de dNTPs e 40 ciclos de 96°C por 30s, 63°C por 30s, 68°C por 30s € uma extensao
final a 72°C for 7 minutos. O segundo PCR foi feito com os iniciadores OAD e Anc
utilizando o mesmo volume final e concentracdo de reagentes do primeiro PCR
seguindo as condi¢des descritas a seguir: 35 ciclos de 96°C por 30s, 66°C por 30s, 68°C

por 30s e uma extensao final a 72°C durante sete minutos.

3.7 Amplificacio da regido S'UTR do gene de calmodulina
3.7.1 Amplificacio da regido S'UTR no clone CL-Brener
Para amplificar a regido 5'UTR do gene de calmodulina do clone CL-Brener foram
desenhados um iniciador para o mini-exon nomeado como ME3 e um iniciador
nomeado O3UTR que hibrida com uma regido conservada da regido 3'UTR do gene de
calmodulina localizada na posi¢ao 30 a 47 apos o cédon de terminagao (figura 5). Para
fazer o cDNA, nos utilizamos 2 pg de RNA das formas epimastigotas em uma reagao de
transcri¢do reversa conformada por 2 unidades de Super Script III, 500 nM de
iniciadores ancorados T3A, Ta3G, Ta3C, 5 mM of dNTPs, 4 uL de 5x first strand
buffer, 1 uL de 100mM DTT e 40 U de RNaseOUT (Life technologies, Grand Island,
USA). A sintese da fita complementar foi realizada a 50 °C por 90 minutos. Apos este
tempo a enzima foi inativada a 70°C por 15 minutos. A amplificacdo da 5'UTR foi feita
usando uma unidade de taq polimerase platinum (Invitrogen), 2mM de cloreto de
magnésio, 200 uL. de dNTPs, 5 pL de tampao de PCR 10X, 100nM de iniciadores
paralelo e antiparalelo e 4gua para completar um volume final de 50 pL. A PCR foi
efetuado a 94°C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 97°C por 15 segundos, 60°C por
20 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os
produtos amplificados foram visualizados em géis de agarose corados com GelRedTM
Nucleic Acid gel stain (Biotium Inc, Hayward, USA).

ME3: AACTAACGCTATTATTGATACAGTT

>
ME T 077 ... AAAAAN

””””” ORF <
L]

O3UTR: GTCACTGTCGGCTTCGCT

Figura 5: Estratégia utilizada para amplificar a regido 5'UTR do gene de
calmodulina no clone CL-Brener.
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3.7.2 Amplificacdo e Pirosequenciamento da regiio S'UTR de calmodulina da cepa
Y

Para determinar a regido 5'UTR dos transcritos de calmodulina nos diferentes estagios
da cepa Y nos utilizamos uma abordagem de sequenciamento unidirecional de produtos
amplificados por pirosequenciamento, metodologia muito utilizada em estudos de
metagendmica. Uma vez que o tamanho médio da 5'UTR nos genes que codificam para
proteinas ¢ menor que 90 pb (Brandao & Jiang 2009), nés acreditamos que uma
abordagem unidirecional aumentaria o numero de leitura da regido 5'UTR dos
transcritos de calmodulina e consequentemente facilitaria a detec¢do de transcritos de
baixa frequéncia. Para preparar as bibliotecas de produtos amplificados nés desenhamos
iniciadores constituidos por adaptadores para a biblioteca Lib-L utilizada no
pirosequenciamento, um codigo de barra especifico para cada estagio, e uma sequencia
espécifica para o mini-exon utilizada também para amplificar a 5'UTR do clone CL-
Brener (tabela 2).

Tabela II: Iniciadores utilizados para a amplificagdo e pirosequenciamento da regiao
5'UTR de calmodulina na cepa Y.

Codigo de

Sequencia (adaptador A) Sequencia (Mini-exon)

barra

ME3-2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGCTCGACA AACTAACGCTATTATTGATACAGTT  Amastigota (Y)
ME3-3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACGCACTC AACTAACGCTATTATTGATACAGTT Tripomastigota (Y)
ME3-4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCACTGTAG AACTAACGCTATTATTGATACAGTT Epimastigota (Y)

ome do
niciador
O3UTRrP CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG GTCACTGTCGGCTTCGCT

Sequencia (adaptador B) Sequencia (Calmodulina, 3'UTR)

Para amplificar a regido 5'UTR do gene de calmodulina de 7. cruzi foi sintetizada
primeiramente a fita complementar (cDNA) partindo de 2 pg de RNA extraido de cada
estagio do parasito utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen, cat. 15596-026) seguindo
as especificacdes do fabricante. A sintese foi feita usando 200 unidades da enzima
transcriptase reversa Super Script III (Invitrogen, cat.18080-044), 500 nM dos
iniciadores ancorados T(13)A, T(13)G, T(13)C, 5 mM de dNTPs (GE Healtcare, cat.
28-4065-51), 4 uL de tampao de primeira fita 5X (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM
KCL, 15 mM MgCI2), 1 pL de 100 mM de DTT e 40 unidades de RNaseOUT
(Invitrogen, cat.10777-019). A reacao foi primeiramente incubada a 65°C apenas com o
RNA, dNTPs e oligos ancorados. Logo apos foi colocado o resto dos reagentes e cada

reagdo foi incubada por uma hora e meia a 50°C. Apos esse periodo a enzima foi
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inativada a 70°C por 15 minutos.

Para amplificar os transcritos de calmodulina as concentracdes de cloreto de magnésio,
iniciadores e condi¢des ideais de alinhamento, extensdo e desnaturagao foram testadas
para todos os conjuntos de iniciadores com cdodigo de barras diferentes. A PCR foi
realizada utilizando uma unidade da enzima taq polimerase platinum Brasil (Invitrogen,
cat. 10966-174), 2 mM de Cloreto de magnésio, 200 uM de dNTPs, 5 pL de tampao
10X, 100nM de iniciador 5' e 3' (tabela II) em um volume final de 50 pL acrescentado
com agua. Foi utilizado apenas um perfil térmico para a amplificacdo usando todos os

iniciadores o qual consistiu de uma temperatura inicial de desnaturagdo de 94°C por 2

minutos seguido de 35 ciclos de 97°C por 15 segundos, 66°C por 20 segundos, 72°C
por 30 segundos e uma extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados
foram corridos em géis de agarose a 85 V por 45 minutos e corados com GelRed™

Nucleic Acid gel stain (Biotium, cat.41003).

3.7.2.1 Purificaciao dos amplicons da S'UTR

Para purificar os produtos amplificados nds usamos o kit Agencourt AMPure XP - PCR
Purification (Beckman Coulter, cat. A63880) o qual usa pérolas paramagnéticas para a
purificacdo massiva de produtos de PCR. Vinte dois microlitros de cada produto de PCR
foi transferido para tubos de centrifuga de 1.5 mL, misturado com 22.5 pL de agua e 72
uL de pérolas magnéticas e logo apo6s incubado a temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente os tubos foram colocados em um coletor de particulas magnéticas e
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubagdo foi retirado o
sobrenadante sem encostar as ponteiras nas pérolas e as particulas magnéticas dentro do
tubo foram lavadas com 200 pL de etanol 70% homogenizando por 5 segundos.
Posteriormente os tubos foram posicionados novamente no coletor por um minuto, o
sobrenadante foi descartado e as particulas magnéticas lavadas novamente com etanol
70%. Apds a lavagem os tubos foram incubados de tampa aberta a 37°C até o sedimento
ficar completamente seco (aproximadamente 5 minutos) e imediatamente suspenso em
10 puL de tampao TE (Tris 10 mM-EDTA 1 mM) misturando no homogenizador até ficar
totalmente suspenso. Os tubos foram incubados novamente por dois minutos no coletor
e seguidamente o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e colocado em um tubo

novo.
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3.7.2.2 Quantificacdo dos produtos amplificados

A quantificacdo do produto purificado foi feita pela fluorimetria utilizando o kit Quant-
iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen, cat. P11496). Para a quantificacdo foram
feitas oito diluicdes de 0 a 100ng/puL dos padrdes de DNA do kit com tampdo TE 1X em
tubos de centrifuga de 1.5 mL de modo que obtivéssemos duplicatas de cada diluigdo
para fazer a quantificacdo. Cem microlitros de cada duplicata foram colocados em uma
placa de fluorimetria além de 1 pL de cada produto diluido em 99 pL de TE 1X. Logo
apos foi colocado em cada pogo 100 L. de uma diluicao de 1:200 de Picogreen dsDNA
Quantitation Reagen (Invitrogen) misturando quatro vezes com a pipeta para
homogenizar completamente. Apds a leitura feita no fluorimetro, foi conferido que o
valor do estatistico R da curva padrao fosse ao menos 0.98 e os valores de cada produto

foram estimados usando a formula a seguir:

Concentragdo de amostra[ng/| uL]x 6.023 x 10”
656.6 x 10" x tamanho do produto( pb)

Moléculas/pL =

Seguidamente cada produto amplificado foi diluido separadamente a 1x10”
moléculas/uL e foi feito uma mistura de produtos juntando 10 pL de cada produto
diluido. Esta mistura foi apo0s diluida para 10" moléculas/uL adicionando 2 pL da

mistura a 198 puL de agua.

3.7.2.3 PCR-emulsao e Pirosequenciamento

A PCR-emulsdo e o pirosequenciamento foram feitos na plataforma de sequenciamento
de alto desempenho tecnolégica IOC/Fiocruz seguindo o procedimento estabelecido nos
manuais técnicos emPCR Amplification Method Manual - Lib-L e Sequencing Method
Manual para o 454 GS junior, respetivamente. Para realizar a PCR-emulsdao foram
utilizados os reagentes GS Junior emPCR Oil and Breaking Kit (Roche, cat.
5996511001), GS Junior emPCR Reagents (Lib-L) (Roche, cat. 5996503001) e GS
Junior emPCR Bead Recovery Reagents (Roche, cat. 5996490001). O sequenciamento
foi feito com os reagentes GS Junior Sequencing Buffers (Roche, cat. 5996589001, GS
Junior Titanium Sequencing Reagents and Enzymes (Roche, cat. 5996562001), GS
Junior Packing Beads (Roche, cat. 5996597001) e GS Junior Pico Titer Plate Kit
(Roche, cat. 5996619001). Todo o procedimento foi feito seguindo os padrdes

estabelecidos para o sequenciamento unidirecional de produtos amplificados usando o
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sequenciador 454GS Junior.

3.7.2.4 Analise da qualidade das sequencias

O arquivo em formato sff obtido na plataforma de pirosequenciamento foi convertido
para formato fastQ utilizando o aplicativo sff2fastq (https://github.com/indraniel/sff2fastq).
O programa fastQC (http:/www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) foi
utilizado para efetuar a andlise de qualidade primario das leituras obtidas. Nos usamos o
aplicativo CANGS (Pandey et al. 2010) para descartar as sequencias de baixa qualidade,
bem como tirar os codigos de barra, iniciadores, adaptadores da Lib-L e para separar
grupos especificos de sequencias pelo codigo de barra. As opgdes utilizadas deste
aplicativo sdo mostradas no anexo 1. As sequencias obtidas foram submetidas ao SRA
(Sequence Read Archive) do Genebank-NCBI sob os numeros de acesso seguintes:

codigo de experimento SRX 734426 e cddigo de corrida SRR1614234.

3.8 Clonagem dos produtos amplificados e purificacio dos Plasmideos

Os protocolos de clonagem e sequenciamento pela técnica de Sanger foram utilizados
na padronizacgdo das técnicas de RT-PCR utilizadas em este estudo e principalmente na
caracterizacdo das UTRs dos transcritos de calmodulina nas formas metaciclicas e
epimastigotas do clone CL-Brener e no estudo da regido 3'UTR de calmodulina em

todos os estagios da cepa Y.

Para clonar os produtos amplificados por PCR utilizou-se o sistema de clonagem
PGEM®-T Easy Vector (Promega). Esse sistema possui um vetor linearizado com
timinas em cada extremidade 3" para facilitar o processo de clonagem. Para ligar o
produto da PCR no vetor pGEM®-T Easy foi necessario adicionar 1 a 3 uL do produto
amplificado a reagao de ligagao seguindo as recomendagdes do fabricante. Para saber a
quantidade em nanogramas do amplicon necessdrio para a ligacdo foi indispensavel
calcular a proporcao inserto:vetor ideal para cada produto amplificado visando otimizar

o processo de ligagdo e utilizando a formula oferecida pelo fabricante a seguir:
(ng de vetor x tamanho em Kb do Inserto) x proporcao inserto vetor = ng do inserto
Tamanho em Kb do Inserto

Todas as reacoes de ligagdao foram feitas em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Além
da quantidade certa de amplicon, adicionou-se a reagdo de ligagdo 5 puL de tampao de

ligagdo para a T4 ligase (2X), 1 pL de vetor (50 nanogramas), 1 pL de T4 kinase (3
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unidades/uL) e agua até completar um volume de 10 pL. Durante cada processo de
ligagdo incluia-se um controle positivo que tinha todos os reagentes mais 2 pL de um
inserto controle, um controle negativo que tinha todos os reagentes exceto o inserto
(produto de PCR ou inserto controle) e um controle de contamina¢ao que tinha todos os
reagentes exceto T4 ligase e inserto. As reacdes de ligagdo e os controles foram
incubados 1 h a temperatura ambiente e posteriormente incubados a 4°C a noite toda.

Ap6s da ligagdo cada reagdo foi estocada a -20°C até seu uso posterior.

Para transformar as células competentes, colocou-se 2 pL da reagdo de clonagem em
tubos eppendorf contendo 100 pL de células competentes E. coli da linhagem TOP10
(Invitrogen) previamente descongeladas em gelo. Subsequentemente, os tubos foram
colocados em gelo, incubados por 15 minutos e imediatamente realizado um choque
térmico a 42°C por um minuto. Posteriormente, foi acrescentado 1 mL de LB sem
antibidtico ao mesmo tubo eppendorf, e as células foram incubadas a 37°C por 50

minutos concluindo, dessa forma, a etapa de transformacao.

Para a triagem de células transformadas, foram preparadas placas de LB com ampicilina
em uma concentragdo de 100 pug/mL. Antes de semear as placas, foram adicionados 40
pL de X-gal em cada placa, que foram espalhados utilizando pérolas de cristal estéreis.
Cada placa foi deixada a secar por 30 minutos a temperatura ambiente. O X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) ¢ um substrato da enzima -
galactosidase desenhado para ajudar na selecdo das células transformadas baseado na
cor da colonia bacteriana (azul ou branca). As colonias brancas possuem as células
transformadas de interesse ja que possivelmente venham a ter o inserto inserido na ORF
da B-galactosidase o que, por sua vez, desabilitaria a expressdo da enzima. As colOnias
azuis, no entanto, possuem um gene funcional da -galactosidase, enzima que cliva o X-
gal transformando-o em galactose e 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, que posteriormente
¢ oxidado em 5,5 '-dibromo-4, 4'-dicloro-indigo, um produto insoluvel azul. Cada tubo
com as cé¢lulas transformadas foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, desprezou-
se o sobrenadante e reconstituiu-se com 200 pL de meio LB com antibidtico (ampicilina
100 pg/mL). Imediatamente foi dividido esse volume em duas placas, semeando-se 100
puL em cada uma delas. As placas foram rotuladas e incubadas a 37°C por

aproximadamente 18 horas. Apds esse periodo de incubagdo, foram selecionadas ao
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menos 10 colonias brancas, as quais foram colocadas em 3 mL de meio LB liquido com
antibiotico e incubadas a 37°C a noite toda. Cada tubo foi centrifugado a 14.000 rpm
por 15 minutos e o sedimento foi estocado a -20°C ou utilizado posteriormente para
extracao do plasmideo. O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina e

precipitagcdo por PEG (Michael & Sambrook 2012).

3.9 Sequenciamento dos Produtos Clonados

Os plasmideos de cada clone obtido foram sequenciados utilizando o kit BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems) seguindo o processo descrito pelo fabricante.
Para a reacdo de sequenciamento utilizou-se os iniciadores SP6: 5'-
TATTTAGGTGACACTATAG-3" e T7: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’, bem
como a quantidade de plasmideo preconizada pelo fabricante (500 ng). A eletroforese
dos produtos da reacdo de sequenciamento foi feita no sequenciador capilar automatico
ABI Prism 3730 da plataforma de sequenciamento do PDTIS-Fiocruz. Os

cromatogramas das sequencias foram editados no programa CLC Main workbench

(www.clcbio.com) e a sequencia do plasmideo de cada clone foi tirada utilizando o
mesmo programa. O alinhamento e identificagdo das sequencias das UTRs de
calmodulina foi feita no mesmo programa utilizando o algoritmo de CLUSTAL W. Para
identificar as regides ndo traduzidas o locus de Calmodulina dentro da sequencia de
referencia NW_919991.1 foi obtido do GeneBank e as UTRs de cada copia foram
identificadas e alinhadas com as sequencias obtidas no estudo. As sequencias obtidas
foram depositadas no Genebank NCBI sob os nimeros de acesso de KM986034-
KM986110 para as 3'UTRs de calmodulina obtidas dos estagios da cepa Y, KP115328-
KP115354 para as sequencias de calmodulina obtidas de tripomastigotas metaciclicos
de CL-Brener procedentes de R. Neglectus, KR025229-KR025306 para as sequencias
da 5'UTR da forma epimastigota do CL-Brener, KR025307-KR025321 para as
sequencias da 3'UTR da forma epimastigota do CL-Brener, KR025322-KR025329 para
as sequencias da 3'UTR da forma metaciclica obtidas pela transformagdo in vitro de

epimastigotas do CL-Brener.
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4. Resultados

4.1 Analise do Locus de calmodulina da cepa CL-Brener

Diferentemente dos genomas completamente ensamblados de Leishmania major e
Tripanosoma brucei, a montagem do genoma do clone CL-Brener tem sido dificultada
pelo contetdo repetitivo do seu genoma e o fato que esta cepa ¢ um hibrido de dois
diferentes linhagens (Weatherly et al. 2009). O T. cruzi clone CL-Brener estd formada
por dois haplotipos divergentes chamados Esmeraldo-like (Tcll) e ndo Esmeraldo-like
(Tclll) (Franzén et al. 2011). Para o proposito deste estudo n6s nomeamos as copias de
calmodulina cdpia 1, copia 2 e copia 3 levando em conta a orientagdo da transcricdo do
locus calmodulina provista pela sequencia de referencia de CL-Brener com numero de
acesso CL-Brener tc 1047053507483 (GenBank). No6s analisamos o locus de
calmodulina de CL-Brener utilizando os alelos Esmeraldo e ndo-Esmeraldo publicados
no GenBank-NCBI sob os nimeros de acesso NW 91999.1 (Esmeraldo) e
NW _001849156.1 (ndo- Esmeraldo). A andlise do locus de calmodulina facilitou o
desenho de iniciadores para obter tanto a regido 5'UTR quanto a 3'UTR e ORF dos
diferentes transcritos obtidos do clone CL-Brener e cepa Y. Infelizmente nos
observamos um bloco de sequencia incompleto no alelo ndo- Esmeraldo o qual abrigaria
um fragmento de 193pb da ORF e grande parte do espaceador entre a copia 1 e 2 de
calmodulina (figura 6). Este fato, tornou impossivel uma comparacdo completa entre os
alelos e entre as sequencias das copias do alelo ndo-Esmeraldo. Ambos locus de
calmodulina estdo formados por trés copias separadas por dois espagadores intergénicos

de tamanho diferente.

copl cop? Elﬂlé
s 7 [T 3

Esmeraldo
1338 702
copl cop2
Nio & D)) il ==

Esmeraldo . § 694
Bloco de
sequencia
incompleto

Figura 6: Locus de calmodulina dos alelos Esmeraldos ¢ nao-Esmeraldo do clone CL-
Brener. N: nucleotideos nido definidos pela abordagem de sequenciamento da cepa CL-
Brener encontrados no bloco de sequencia incompleto do alelo ndo-Esmeraldo.
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4.1.1 Variacoes alélicas na fase aberta de leitura e UTRs

4.1.1.1 Variacoes na fase aberta de leitura

A avaliagdo das ORFs dos alelos do clone CL-Brener foi parcial, visto que a sequencia
publicada do alelo ndo-Esmeraldo esta incompleta. As copias de calmodulina 1 e 2 de
ambos alelos possuem fases abertas de leitura de 450nt e apresentam pouca varia¢ao
entre alelos. No entanto, a ORF da copia 3 tem um tamanho de 624nt e 627nt e
codificam para proteinas de 208 e 209 aminoacidos nos alelos Esmeraldo e nao-
Esmeraldo, respectivamente. Interessantemente, dentro da ORF da copia 3 dos alelos de
CL-Brener existe uma ORF de 450nt que codifica para uma proteina de calmodulina de
149 aminoacidos semelhante em composi¢cao as ORFs das copias 1 e 2 de ambos alelos.
Aparentemente nao existem diferencgas entre as ORFs da copia 1 e 2 e a ORF de 450nt
contida na ORF maior da copia3 do alelo ndo-Esmeraldo mas como obtivemos uma
sequencia parcial da ORF anotada da copia 1 (257nt) deste alelo ndo descartamos a
existéncia de mutagdes copia-especifica nesta ORF. Por outro lado, os primeiros 177nt e
174nt das ORFs da copia 3 do alelo ndao-Esmeraldo e Esmeraldo, respectivamente,
mostram indels e substitui¢des de um simples nucleotideo que distinguem claramente os

dois alelos (figura 7).

Também, estas variagdes fazem com que exista diferencas no contetido de aminoacidos
da proteina de calmodulina codificada por ambos alelos. Porém, estas diferencas
acontecem em posi¢des dentro da sequencia formadas por muitas repeticdes portanto as
variagoes observadas poderiam ser resultado de erros de sequenciamento e de

montagem das sequencias.

As fases abertas de leitura das copias de calmodulina do alelo Esmeraldo mostraram
uma alto grau de conservagdo, porém algumas variacdes coOpia especifica foram
evidenciadas. No6s achamos transi¢des de C — T no cdédon 23 (posi¢ao 69) e no codon
134 (posig¢ao 405) que sdo especificas para a copia 2 de calmodulina (figura 8). Por
outro lado, uma mutag¢des nao sinénimas (Serina > Prolina) no cédon 39 (posicao 115 e
117) e uma transi¢cdo de T — C (posi¢do 426) no cddon 141 foram especificas para a
copia 1 de calmodulina. Nao foi achada nenhuma variagao especifica para a copia 3 de

calmodulina do alelo Esmeraldo em este estudo.
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Translation Selection
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Translation Selection

Conservation

Nao_Esmeraldo-ORF-copia3

20

| | | |
BTGTTTGTTGEGTACECGATTTTTTATIGTTIT - - GAETATTETTTETETACETEEGEGATGGEABEARGGEEGGTGEARG 78
Met Phe Val Ala Tyr Arg Phe Phe lle Val Phe Thr lle Leu Ser Leu Pro Pro Arg Trp His His Gly Arg Cys Lys
ATGTTTGTTGEGTABGGATTTTTTTTTTTTTTTTEAETATTETTTETETACETETGEGATGGEACEABGGEEGGTGEAMAG 80
Met Phe Val Ala Tyr Gly Phe Phe Phe Phe Phe Ser Leu Phe Phe Leu Tyr Leu Cys Asp Gly Thr Thr Ala Gly Ala Arg
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| | | |
GAGEGETEAEANEAACAACAACARCARCEARCAAGAACAACACCARRACCAAARCCARCARARARA - GAGGAATTAGEAR 157
Glu Arg Ser GIn GIn GIn GIn GIn GIn Pro Thr Arg Arg Thr Pro Lys Pro Lys Pro Thr Lys Lys Glu Glu Leu Pro
GEGEGETEACAACAACARCEAA- - - - - - CAAEARGARGAACACCANAACCANAACCAACARAARARAGAGGAATTABEAE 154

Ser Ala His Asn Asn Asn Gin GIn GIn Glu Glu His GIn Asn GIn Asn GIn GIn Lys Lys Glu Glu Leu Pro
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| | | |
EACEAAGGETTAETTTEEAAATGGETGATEANETGTEEARECAGEAGATETEECAGTTEARGGAGGERTTETECETGTTE 237

Translation Selection Pro Pro Arg Leu Thr Phe GIn Met Ala Asp GIn Leu Ser Asn Glu GIn lle Ser Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ser Leu Phe

Esmeraldo-ORF-cépia3

EAEEAGGGETTAETT TECANATGGETCATEARAETGTEEANEGACEACATETEECAGTTTARGGAGGEATTETECRTGTTE 234

Translation Selection Pro Pro Gly Leu Thr Phe GIn Met Ala Asp GIn Leu Ser Asn Glu GIn lle Ser Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ser Leu Phe
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GHEABGGAEGGEGATGCERBEATEABGARGARGGAGETEGGEAEGGTGATGEGETBGETGGGEEAGAREEEGAEGGAGGE 317
Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Val Met Arg Ser Leu Gly GIn Asn Pro Thr Glu Ala
GHEABGGAECCECATCCEREEATEABCABGARGGAGETECCEAEGCTCATCEGETEGETGGCEEACAAEEEGAEGGAGGE 314
Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Val Met Arg Ser Leu Gly GIn Asn Pro Thr Glu Ala
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L | | I
GGAGETGEAGGHEATGATEAREGAGGTGGHAEEAGGABGGEAGEGGEAEEATTGAETTEEEECAGTTEETGABGETGATGG 397
Glu Leu GIn Asp Met lle Asn Glu Val Asp GIn Asp Gly Ser Gly Thr lle Asp Phe Pro Glu Phe Leu Thr Leu Met

GGHGETGEAGGAEATGATEARGBGAGGTGGAEBEAGGAEGGEAGEGGEABEATTGAET TEEEEGAGTTEETGABGETGATGG 394
Glu Leu GIn Asp Met lle Asn Glu Val Asp GIn Asp Gly Ser Gly Thr lle Asp Phe Pro Glu Phe Leu Thr Leu Met

420

| | | |
EeEcEAAGATGEAGGARTEGGABTEGGAGGAGGAGATEARGGAGGEGTTEEGEGTGTTTGACAAGGABGGEAREGGRTTE 477

440 460 480

Translation Selection Ala Arg Lys Met GIn Asp Ser Asp Ser Glu Glu Glu lle Lys Glu Ala Phe Arg Val Phe Asp Lys Asp Gly Asn Gly Phe

Esmeraldo-ORF-copia3

EEEGEAAGATGEAGGAETEGGAETEGGAGGAGGAGHATEAAGGAGGRGTTEEGEGTGTTTGACARGGABGGEAAEGGETTE 474

Translation Selection Ala Arg Lys Met GIn Asp Ser Asp Ser Glu Glu Glu lle Lys Glu Ala Phe Arg Val Phe Asp Lys Asp Gly Asn Gly Phe
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Translation ORF/CDS  Met Ala

CDS2-Esmeraldo-ike ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTTAAGGAGGCATTCTCGCTGTTCGACAAGGATGGCGATGGCACCATCACGACGAAGG %4

Translation ORFICDS ~ Met Ala

CDS3-Esmeraldo-ike ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTTAAGGAGGCATTCTCGCTGTTCGACAAGGACGGCGATGGCACCATCACGACGAAGG %

Translation ORF/CDS  Met Ala

CDS1-Esmeraldo-lke ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTTAAGGAGGCATTCTCGCTGTTCGACAAGGACGGCGATGGCACCATCACGACGAAGG 94

Translation ORF/CDS  Met Ala
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BETETEEcEEcEEGAGETGEGEEARGTEATGAECANEETECCEGAGARGETGARGGABGAGGAGGTGCAECANATCATEEG 557
lle Ser Ala Ala Glu Leu Arg His Val Met Thr Asn Leu Gly Glu Lys Leu Thr Asp Glu Glu Val Asp Glu Met lle Arg
ATETEECEEcEEGAGETGECEEABGTEATCAEGAREETECGEGAGARGETGAEGGABGAGGAGGTGGAEGARATGATEEG 554
lle Ser Ala Ala Glu Leu Arg His Val Met Thr Asn Leu Gly Glu Lys Leu Thr Asp Glu Glu Val Asp Glu Met Ile Arg

580
1 | |
EGAGGEEGHEGTGGARGGEGATGCEEARAATEAAETAEGAGGAGTTEGTEARGATGATGATGAGEAAGTGH 627
Glu Ala Asp Val Asp Gly Asp Gly GIn lle Asn Tyr Glu Glu Phe Val Lys Met Met Met Ser Lys Stp
EBGAGGEEGABGTGGABGGEGATGGTEARAATEARETAEGAGGAGTTTGTEARGATGATGATGAGEARGTGHE 624
Glu Ala Asp Val Asp Gly Asp Gly GIn lle Asn Tyr Glu Glu Phe Val Lys Met Met Met Ser Lys Stp

600 620

Figura 7: Alinhamento da sequencia de aminoacidos deduzida da ORF de calmodulina
da copia 3 procedente dos alelos de CL-Brener.
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| |

CDS1-non-Esmeraldo-ke ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTCAAGGAGGCGCTTCTCGCTGTTCGACAAGGACGGCGATGGCACCATCACGACGAAGG 94

Asp GIn Leu Ser Asn Glu GIn lle Ser Glu Phe| Lys Glu Ala Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys

CD82-Non-Esmeraldo-ike ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTGAAGGAGGCCTTCTCGCTGTTCGACAAGGACGGCGATGGCACCATCACGACGAAGG 94

Asp GIn Leu Ser Asn Glu Gn lle Ser Glu Phe Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys

Asp GIn Leu Ser Asn Glu Gln lle Ser Glu Phe Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys

Asp Gin Leu Ser Asn Glu Gln lle Ser Glu Phe|Lys Glu Ala |Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys

Asp Gln Leu Ser Asn Glu Gln lle Ser Glu Phe Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys

Asp GIn Leu Ser Asn Glu Gln lle Ser Glu Phe Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys

AAGGAGGCCTTCTCGCTGTTCGACAAGGACGGCGATGGCACCATCACGACGAAGG 94

AT OARGARATT ATl A

Figura 8: Mutagdes sindnimas que distinguem os alelos Esmeraldo e ndo-Esmeraldo do
clone CL-Brener. As colunas em destaque indicam as posi¢des nos codons onde ocorreram
as substitui¢cdes nucleotidicas.

RUTTCRACGATAATARACARS

Sequence logo
0,0sits
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134 (posig¢ao 405) que sdo especificas para a copia 2 de calmodulina (figura 8). Por
outro lado, uma mutac¢des ndo sindnimas (Serina > Prolina) no cddon 39 (posi¢do 115 e
117) e uma transicdo de T — C (posi¢ao 426) no codon 141 foram especificas para a

copia 1 de calmodulina.

20 L 60 o 80

| | | |
CDS1-Esmeraldo-ike ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTTAAGGAGGCATTCTCGCTGTTCGACAAGGACGGCGATGGCACCATCACGACGAAGGAG %
Translation ORF/CDS  Met Ala Asp GIn Leu Ser Asn Glu GIn lle Ser Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp |Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys Glu

CDS2-Esmeraldo-ike ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTTAAGGAGGCATTCTCGCTGTTCGACAAGGATGGCGATGGCACCATCACGACGAAGGAG %
Translation ORF/CDS  Met Ala Asp GIn Leu Ser Asn Glu GIn lle Ser Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp (Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys Glu

CDS3-Esmeraldo-ike ATGGCTGATCAACTGTCCAACGAGCAGATCTCCGAGTTTAAGGAGGCATTCTCGCTGTTCGACAAGGACGGCGATGGCACCATCACGACGAAGGAG %
Translation ORF/CDS  Met Ala Asp GIn Leu Ser Asn Glu GIn lle Ser Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ser Leu Phe Asp Lys Asp |Gly Asp Gly Thr lle Thr Thr Lys Glu

A

| | | |
CDS1-Esmeraldo-ike CTCGGCACGGTGATGCG ACTGGGCCAGAACCCGACGGAGGCGGAGCTGCAGGACATGATCAACGAGGTGGACCAGGACGGCAGCGGCACCATT 192

Translation ORF/CDS  Leu Gly Thr Val Net Arg Leu Gly GIn Asn Pro Thr Glu Ala Glu Leu Gn Asp Met lle Asn Glu Val Asp GIn Asp Gly Ser Gly Thr lle
CDS2-Esmeraldo-ike CTCGGCACGGTGATGCGCTCGC TGGGCCAGAACCCGACGGAGGCGGAGC TGCAGGACATGATCAACGAGGTGGACCAGGACGGCAGCGGCACCATT 192
Translation ORF/CDS Leu Gly Thr Val Net Arg I Leu Gly GIn Asn Pro Thr Glu Ala Glu Leu Gln Asp Net lle Asn Glu Val Asp Gln Asp Gly Ser Gly Thr lle
CDS3-Esmeraldo-ike CTCGGCACGGTGATGCGCTGGCTGGGCCAGAACCCGACGGAGGCGGAGCTGCAGGACATGATCAACGAGGTGGACCAGGACGGCAGCGGCACCATT 192

Translation ORF/CDS Leu Gly Thr Val Met Arg l Leu Gly GIn Asn Pro Thr Glu Ala Glu Leu Gln Asp Met lle Asn Glu Val Asp GIn Asp Gly Ser Gly Thr lle

Conservation

e, [Tl

TUGACRRCOAGADCACTCCADAGRTOATCAACACOTOACCAGACCOCCLCACATT

200 20 240 260 280
| | | | |

CDS1-Esmeraldo-ike GACTTCCCCGAGTTCCTGACGCTGATGGCCCGCAAGATGCAGGACTCGGACTCGGAGGAGGAGATCAAGGAGGCGTTCCGCGTGTTTGACAAGGAC 288
Translation ORF/CDS Asp Phe Pro Glu Phe Leu Thr Leu Met Ala Arg Lys Met Gln Asp Ser Asp Ser Glu Glu Glu lle Lys Glu Ala Phe Arg Val Phe Asp Lys Asp
CDS2-Esmeraldo-ike GACTTCCCCGAGTTCCTGACGCTGATGGCCCGCAAGATGCAGGACTCGGACTCGGAGGAGGAGATCAAGGAGGCGTTCCGCGTGTTTGACAAGGAC 288
Translation ORFICDS  Asp Phe Pro Glu Phe Leu Thr Leu Met Ala Arg Lys Met Gln Asp Ser Asp Ser Glu Glu Glu lle Lys Glu Ala Phe Arg Val Phe Asp Lys Asp

< >

CDS3-Esmeraldo-ike GACTTCCCCGAGTTCCTGACGCTGATGGCCCGCAAGATGCAGGACTCGGACTCGGAGGAGGAGATCAAGGAGGCGTTCCGCGTGTTTGACAAGGAC 288
Translation ORF/CDS  Asp Phe Pro Glu Phe Leu Thr Leu Net Ala Arg Lys Met GIn Asp Ser Asp Ser Glu Glu Glu lle Lys Glu Ala Phe Arg Val Phe Asp Lys Asp

Conservation

]
sty L TTCNAT TR TTGRCCCMOATCCADACTCEACTCOACCAGAGATCACAGARTTCARCTSTTTOACACAL

300 320 M0 360 380

I | I | I
(CDS1-Esmeraldo-ike GGCAACGGCTTCATCTCCGCCGCCGAGCTGCGCCACGTCATGACGAACCTCGGCGAGAAGCTGACGGACGAGGAGGTGGACGAAATGATCCGCGAG 384
Translation ORFICDS  Gly Asn Gly Phe lle Ser Ala Ala Glu Leu Arg His Val Net Thr Asn Leu Gly Glu Lys Leu Thr Asp Glu Glu Val Asp Glu Vet lle Arg Glu
CDS2-Esmeraldo-ike GGCAACGGCTTCATCTCCGCCGCCGAGCTGCGCCACGTCATGACGAACCTCGGCGAGAAGCTGACGGACGAGGAGGTGGACGAAATGATCCGCGAG 384
Translation ORF/CDS  Gly Asn Gly Phe lle Ser Ala Ala Glu Leu Arg His Val Net Thr Asn Leu Gly Glu Lys Leu Thr Asp Glu Glu Val Asp Glu Met lle Arg Glu
CDS3-Esmeraldo-ike GGCAACGGCTTCATCTCCGCCGCCGAGCTGCGCCACGTCATGACGAACCTCGGCGAGAAGCTGACGGACGAGGAGGTGGACGAAATGATCCGCGAG 384
Translation ORFICDS  Gly Asn Gly Phe lle Ser Ala Ala Glu Leu Arg His Val Net Thr Asn Leu Gly Glu Lys Leu Thr Asp Glu Glu Val Asp Glu Met lle Arg Glu

Conservation

e g S
svesy AN ORTCTORCCRCORRTCCLGARTGAT AR GG AGACSGTCACAMTGATCAAG
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| I |
CDS1-Esmeraldo-ike GCCGACGTGGACGGCGATGGTCAAATCAACTACGAGGAGTTGGTCAAGATGATGATGAGCAAGTGA 450
Translation ORF/CDS  Ala Asp Val Asp Gly Asp Gly|GIn lle Asn Tyr Glu Glu Phe| Val Lys Met Net Met Ser Lys Stp
(CDS2-Esmeraldo-ike GCCGACGTGGACGGCGATGGCCAAATCAACTACGAGGAGTTTIGTCAAGATGATGATGAGCAAGTGA 450
Translation ORFICDS ~ Ala Asp Val Asp Gly Asp Gly|Gin lle Asn Tyr Glu Glu Phe| Val Lys Nef et Met Ser Lys Stp
CDS3-Esmeraldo-ike GCCGACGTGGACGGCGATGGTCAAATCAACTACGAGGAGTTTIGTCAAGATGATGATGAGCAAGTGA 450
Translation ORF/CDS  Ala Asp Val Asp Gly Asp Gly|GIn lle Asn Tyr Glu Glu Phe| Val Lys Met Net Met Ser Lys Stp

Conservation

st {UACToACOEATCARRTCRAGACASoR o CAAGTGATOATGA GG

Figura 9: Variagdes copia especifica observadas na fase aberta de leitura das copias de
calmodulina do alelo Esmeraldo. As variagdes aparecem destacadas nos retangulos e
aparece em preto no grafico de conservacao. O termo CDS na figura significa fase
aberta de leitura.
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Por outro lado, apds uma busca minuciosa e exaustiva nao foi achada nenhuma variagao

especifica para a copia 3 de calmodulina do alelo Esmeraldo em este estudo.

Além da analise da sequencia nucleotidica das ORFs das copias de calmodulina de
ambos alelo de CL-Brener, nos avaliamos a sequencia de aminoacido e os dominios de
ligagdo ao célcio dentro destas sequencias. Visando encontrar diferencas nos dominios e
sitios de ligac¢do ao calcio nas diferentes ORFs de calmodulina do clone CL-Brener, nds
traduzimos e alinhamos a sequencia nucleotidica das ORFs completas de calmodulina
dos alelos de CL-Brener para aminoacidos utilizando o programa CLC-Mainworkbench.
Para identificar os dominios foi feita uma busca por proteinas com dominios similares
na base de dados de familias de proteinas pfam previamente instalada no programa
CLC-Mainworkbench. Os dominios foram identificados mediante similaridade com
dominios de proteinas encontrados nessa base dado que apresentaram os valores
menores de e-value e a maior pontuagdo na andlise. Por outro lado, os sitios de ligacao
ao calcio foram identificados mediante busca na base de dados de proteinas do genBank

(NCBI) utilizando a ferramenta protein blast e o algoritmo blastp.

Como resultado desta andlise nds encontramos varios dominios de ligagdo ao calcio do
tipo EF-Hand quando analisamos a sequencia consenso resultado do alinhamento das
ORFs de calmodulina de ambos alelos de CL-Brener. A copia trés de calmodulina que
possui a maior ORF tanto no alelo Esmeraldo (208 aminoacidos) quanto nao Esmeraldo
(209 aminoacidos) apresentou estes dominios nos ultimos 149 aminodcidos os quais
conformam a ORF menor achada no resto das copias de calmodulina de ambos alelos de
CL-Brener. Informagdes do tipo de dominio, por¢do da sequencia de aminoacidos que
abriga o dominio e descricdo do dominio sdo mostradas na tabela III. Muitos destes
dominios estdo sobrepostos na sequencia de aminodcidos de calmodulina e para fins
didaticos mostramos na figura 10 os dois dominios maiores que pertencem ao tipo de
dominio EF-hand 7 e abrigam o resto dos dominios EF-hand. A figura 10 também
mostra quatro estruturas em volta putativas de ligacdo ao calcio com os seus respetivos
sitios de ligagdo para este ion. Acredita-se que na calmodulina cada duas estruturas em
volta fagam parte de um dominio EF-hand o qual possui uma conformacao caracteristica

de hélice-volta-hélice e permitem uma ligacao cooperativa ao célcio.
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Tabela III: Dominios EF-hand encontrados na sequencia consenso resultado do
alinhamento de aminoacidos das ORFs de calmodulina dos alelos Esmeraldo e ndo
Esmeraldo de CL-Brener.

Numero de

Dominio Inicio  Final acesso no Pontoagdo  E-value Descrigao
Pfam

EF-hand 7 143 204  PF13499.1 5470  4,40E-21  Par de dominio EF-hand

EF-hand 8 155 207 PF13833.1 78,20 4,40E-16 Par de dominio EF-hand
EF-hand 7 56 131 PF13499.1 55,00 6,50E-15 Par de dominio EF-hand
EF-hand_8 82 134 PF13833.1 48,20 5,60E-13 Par de dominio EF-hand

EF-hand 1 179 207  PF00036.27 38,50 3,30E-10 EF-hand
EF-hand 1 143 172 PF00036.27 37,70 5,80E-10 EF-hand
EF-hand 6 70 99 PF13405.1 36,50 2,00E-9 dominio EF-hand
EF-hand 1 70 98 PF00036.27 35,60 2,70E-9 EF-hand
EF-hand 6 143 72 PF13405.1 35,00 5,80E-9 dominio EF-hand
EF-hand 1 106 134 PF00036.27 32,70 2,30E-8 EF-hand
EF-hand 5 144 168 PF13202.1 29,60 2,70E-7 EF-hand
EF-hand 5 71 95 PF13202.1 27,40 1,40E-6 EF-hand
EF-hand 5 180 205 PF13202.1 21,80 7,8E-5 EF-hand

Complexo EF-hand

EF-hand 4 135 206 PF12763.2 22,10 9,20E-5 g .
- regulatorio do Citoesqueleto

EF- 137 206 PF08726.5 21,90 1,20E-4  dominio EF-hand insensitivo
hand Ca insen ao Calcio
EF-hand 5 107 131 PF13202.1 20,20 2,50E-4 EF-hand
EF-hand 6 179 207 PF13405.1 17,20 3,10E-3 dominio EF-hand

Outro tripanossomatideo, Phytomona serpens, mostrou 0os mesmos motivos em volta e
seus respetivos sitios de ligacdo ao calcio na mesma posi¢cao dentro dos dominios EF-
hand de calmodulina quando comparado com a sequencia de aminoacidos deduzidas
desta proteina encontrada neste estudo (de Souza Tde et al. 2011). Uma vez que a
sequencia nucleotidica da ORF das copias de calmodulina de 7. cruzi mostra
similaridade com a sequencia génica do mesmo fragmento de outros tripanossomatideos
¢ esperado também algum grau de conservagdo ao nivel de motivos estruturais e
funcionais da proteina. De fato a sequencia de aminoacidos da ORF de calmodulina de
P. serpens demonstrou apenas seis substituigdes de aminoacidos quando comparada
com a sequencia de calmodulina de 7. cruzi. Por outro lado, a andlise da sequencia de
aminoacidos do segmento da ORF das copias de todos os alelos de CL-Brener que
abriga os dominios de ligacdo ao célcio indicou pouca variagdo ao longo da sequencia.

Apenas a ORF da copia 1 do alelo Esmeraldo mostrou uma substituicdo do aminoéacido
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serina por prolina na posi¢ao 39. Esta mudanca de aminoacido ocorreu na estrutura
putativa em volta de ligagdo ao calcio do dominio EF Hand que abrange os
aminoacidos 12 a 42 da ORF de calmodulina da coépia 1 do alelo Esmeraldo. Porém,
esta substitui¢do nao ocorreu nos sitios hipotéticos de ligacao ao célcio dentro deste
dominio. Este resultado indica um alto grau de conservacdo da sequencia de
aminoacidos da ORF de 149 aminoacidos de calmodulina que abriga os principais

motivos funcionais desta proteina.
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Figura 10: Sequencia logo do alinhamento da sequencia de aminodcido da ORF de 149AA de calmodulina deduzida dos alelos de CL-Brener.
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4.1.1.2 Variagoes achadas na regido S'UTR

A figura 11 mostra as variagdes observadas na 5'UTR dos alelos de calmodulina de CL-
Brener. Como observado varias substituicoes nucleotidicas e indels observados na
5'UTR distinguem ambos alelos do clone CL-Brener. As diferengas em composicao
nucleotidica entre a copia 1 e as copias 2 e 3 ndo permitiram o alinhamento de estas
copias quando utilizamos o algoritmo de Clustal W. Por outro lado, as sequencias das
copias 2 e 3 foram alinhadas mediante este algoritmo e mostraram diferencas que
distinguem estas duas copias em ambos alelos.

Na copia 1 de calmodulina um grupo de transicoes de C —- T, A - Ge G — A
ocorridos nas posi¢des -4, -27 e -86 antes do o codon de inicio, respetivamente,
distinguem as copias de ambos alelos. Também, um conjunto de transversdes, A — T, G
— C e C — A posicionadas nos sitios -7, -56 e -54 antes da ORF e uma delecao de

quatro bases (posicao -48 a -51) ocorrida no alelo Esmeraldo diferencia ambos alelos.

Assim, existem suficientes diferengas na sequencia primaria da copia 1 de ambos alelos
que facilitaria a identificacdo da procedéncia dos transcritos desta copia.

As copias 2 e 3 de calmodulina do alelo Esmeraldo mostraram sequencias da 5'UTR
muito similares apresentando apenas pequenas variagdes. Uma transi¢do de T — C na
posicao -7nt antes do codon de inicio e uma delecdo de trés bases (posi¢ao -24 a -26)
distinguem a copia 2 do alelo ndo-Esmeraldo da copia 3 do mesmo alelo e as copias 2 e
3 do alelo Esmeraldo. De outro modo, as copias 2 e 3 do alelo Esmeraldo apresentaram
uma delecao de quatro bases (posi¢do -68 -71) e de duas bases (posi¢des -80 e -81) que

distinguem estas copias das suas contrapartes no alelo ndo-Esmeraldo.

44



-100 -80 -60 -40 20
| | | | |
CDS1-5'UTR-Esmeraldo-like CACCCCCAACAGGTTAGGGATTATTTGTCTACAGTAACAACAAAAGCAAACAAAACCAACAAAAAAAGAGGAATTACCACCACCAG-GGC 89

A

CDS1-5'UTR=-nonzesmeraldozlike: s = L iiiiiic aie Gl wie s Glaiv i iaiie s iuiiion a0 v et s al b ae b G a0 sioe e SEEER Ao S SR i P s
Conservation

—
seerce 022 GAGCCCCAACAGOTTaGGGATTATTTOTCTACAGTAASAACAARASCAAAC A aAGCAACAAARARAGAGGAAT <ACCACCAGCAAGEC

\Start Codon
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I
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Figura 11: Variacdes observadas na regido S'UTR das copias de calmodulina dos alelos de CL-Brener. A. variagdes observadas na copia 1 dos alelos.
B. Variagdes observadas nas copias 2 e 3 dos alelos de CL-Brener.
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4.1.1.3 Variac¢oes na 3'UTR

A falta de um bloco de sequencia na 3'UTR da copia 1 do alelo ndo-Esmeraldo impediu
a analise e comparacao desta copia com o resto das copias do mesmo alelo e as copias
do alelo Esmeraldo. Por outro lado, embora as cépias 2 e 3 de ambos alelos de CL-
Brener sejam similares em composicdo de sequencia até o nucleotideo 62, nds
observamos variagdes que distinguem as 3'UTRs de ambos alelos (figura 12). Nos
também identificamos variacdes que distinguem a copia dois de ambos alelos de CL-
Brener. Eventos de Transicao de A — G (posigdes 28, 63, 65 ¢ 269 apos codon de
terminac¢do), de T — C (posic¢des 115, 116, 130, 204, 209, 221, 240 e 245) bem como
duas delecdes ocorridas nas posi¢des 167 a 172 e 274 a 276 da 3'UTR do alelo nao-

Esmeraldo distinguem ambos alelos.

Por outro lado a copia 3 de ambos alelos também mostrou varias substitui¢des e indels
na 3'UTR de ambas copias que diferenciam os alelos de CL-Brener. Transi¢cdes de C —
T (posicdes 9, 104, 225 e 237), A — G (posicdes 85 e 275) e eventos de transversao de
A — C (posi¢ao 113), A — T (posicao 250) e G — T (posicao 294) evidenciam a
diferenca entre as copias 3 de ambos alelos. Também, uma dele¢do de um bloco de 13pb
(posicdo 64 a 76) e uma delecdo de duas bases na 3'UTR do da copia 3 do alelo

Esmeraldo claramente discriminam a copia 3 de ambos alelos.

A tabela IV mostra as variagcdes observadas nas regides S'UTR e 3'UTR que distinguem
as copias dos alelos Esmeraldo e nao-Esmeraldo de CL-Brener. Como observado
existem suficientes eventos de transi¢do, transversao e indels para diferenciar ambos
alelos. Portanto, estes dois segmentos podem ser utilizados para identificar transcritos

de calmodulina procedentes de ambos alelos do clone CL-Brener.
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Figura 12: Variagoes observadas na regido 3'UTR das copias de calmodulina dos alelos de CL-Brener. A. variagdes achadas na copia 2 dos
alelos. B. Variagdes achadas na copia 3 dos alelos de CL-Brener.



Tabela IV: Sitios de variagdo nas regides S'UTR e 3'UTR que distinguem as copias de calmodulina dos alelos do clone CL-Brener.

3'UTR

Sitios de variacao

Sequencia de 5UTR
Calmodulina
o Alelos de CL Sitios de variacdo
Copias
Brener -4 -7 -15-16 -27 -34 -48 -50 -51 -56 -64 -86
Copial Esmeraldo C A - G T C A AA G C G
Nao-Esmeraldo T T A A C - - - - C A A

Copia 2

Cépia 3

Sitios de variacao

-4 -15 -24 -25 -26 -69 -70 -71 -72 -80-81

Esmeraldo

C GCA T - - - - - -

Nao-Esmeraldo

T A - - - C A A CAA

Sitios de variacao

-15 -34 -69-70-71-72 -80 -81
Esmeraldo G A - - - - - -
Nao-Esmeraldo | A - CA AC A A

NA
NA
Sitios de variacao
28 63 65 69 70 115 116 130 156 204 209 217 221 240 245 269 274 275 276
GGAAGT C C T CT G C CTG GA A
AAG--CT TATCATTOCC - - -
Sitios de variacao
928 63-75 85 104 113 127 201 202 203 225 237 266 275 294
TGGGAAGGAGGGAAA G T C C T T T T T T G T
ACAT- - - C CAAUG
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4.2 Analise de transcritos de calmodulina na forma epimastigota de CL-Brener

As abordagens desenvolvidas utilizando as regides S'UTR e 3'UTR como alvo gragas ao
andlise do locus de calmodulina do alelo Esmeraldo e ndo Esmeraldo de CL-Brener nos
permitiu detetar transcritos de calmodulina procedentes dos diferentes alelos de
calmodulina de CL-Brener.

4.2.1 Deteccdo de transcritos de calmodulina usando a regido 5S'UTR na forma

epimastigota de CL-Brener

A abordagem usando a 5'UTR nos permitiu amplificar a regido 5S'UTR e parte da ORF
de transcritos de calmodulina de ambos alelos como também avaliar 78 clones de
calmodulina obtidos da forma epimastigota de CL-Brener. As sequencias obtidas
mostraram um tamanho de 437 a 475b devido a diferentes eventos de trans-splicing
ocorridos na regido 5'UTR. Como esperado as variagdes antes descritas para a regido
5'UTR nos permitiu distinguir os transcritos de ambos alelos (figura 13). Setenta e um
clones avaliados (91%) pertenceram ao alelo ndo-Esmeraldo e sete clones (9%) foram
do alelo Esmeraldo. Este fato indica que os dois alelos de calmodulina de CL-Brener
sdo transcritos sendo que os transcritos do alelo ndo- Esmeraldo parecem possuir uma
abundancia maior. Uma vez que a transcri¢ao de 7. cruzi € policistronica e a regulacio
da expressdao génica € pos transcricional, a diferenca em abundancia de transcritos dos
alelos poderia estar vinculada ao controle durante o processamento dos transcritos ou a

estabilidade dos mesmos.

Dentro do conjunto de transcritos do alelo ndo-Esmeraldo detectados 53 clones (71%)
foram da copia 3 de calmodulina e 18 clones (25%) pertenceram a copia 2. Por outro
lado, ndés apenas detectamos seis clones da copia 1 e 1 clone da copia 3 do alelo
Esmeraldo na populagdo de transcritos de calmodulina obtidos demonstrando a baixa

frequéncia dos transcritos de calmodulina deste alelo.
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Figura 13: Deteccdo de transcritos dos alelos de CL-Brener usando a 5'UTR de calmodulina como alvo. A. Detec¢do de transcritos da copia 3

do alelo nao Esmeraldo. B. Deteccao de transcritos da copia 2 do alelo nao Esmeraldo. C. Detecgdo da copia 1 do alelo Esmeraldo.



4.2.2 Deteccao de transcritos de calmodulina usando a regido 3'UTR na forma
epimastigota de CL-Brener

A abordagem utilizando a regido 3'UTR de calmodulina ajudou a avaliar 13 clones
obtidos de transcritos de calmodulina da forma epimastigota de CL-Brener. O tamanho
das sequencias obtidas variou de 264b a 280b como resultado de eventos de
poliadenilacao alternativa e diferentes tamanhos da cauda de poliA. Em todas os
estagios avaliados do clone CL-Brener nos observamos uma dele¢do de 13 nucleotideos
na regido 3'UTR dos transcritos da copia 1 obtidos. Esta delecdo ndo foi observada
quando foi avaliado o locus de calmodulina do alelo Esmeraldo, portanto, existe uma
grande chance destes transcritos pertencerem ao alelo ndo Esmeraldo. Porém, erros de
sequenciamento e montagem acontecidos na ORF e espagador da copia 1 do alelo ndo

Esmeraldo nao permitiram evidenciar a existéncia desta dele¢do neste alelo.

Dos 13 clones obtidos, 10 clones (77%) foram identificados como transcritos da copia 1
e apenas 3 clones (23%) como sendo da copia 3 do alelo ndo Esmeraldo (figura 14). Por
outro lado, apenas 9% dos transcritos achados usando a abordagem da 5'UTR
pertenceram ao alelo Esmeraldo. Consequentemente, o resultado combinado de ambas
abordagens indica que ambos alelos estdo sendo transcritos na forma epimastigota de
CL-Brener e aparentemente existe uma baixa frequéncia de transcritos de calmodulina
do alelo Esmeraldo. Também, a analise combinado usando ambas UTRs demonstrou

que as trés copias de calmodulina do alelo ndo Esmeraldo estdo sendo transcritas.
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Figura 14: Sequencia dos transcritos das copias de calmodulina detectadas na forma epimastigota utilizando a regido 3'UTR como

alvo.

20 40 60 80 100
| | | |

|
GCGACGTGTGGCGGCCCTGGCGGGGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAAGGAAGGAGGGAAAAGGAAAGGAGGAGGTGTCACTGGACGGATGATGATCAA 113

GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - -« - v v v - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA- - -+ - - v v v - v v s AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA- - -+ - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCAACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - v v v en - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - v v en v AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - v - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - v v v en v - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA- - -+ - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - v - v v v v v e AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCGC 100
GCGACGTGTGGCGGCCCTGGCGGGGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAAGGAAGGAGGGAAAAGGAAAGGAGGAGGTGTCACTGGACGGATGATGATCAC 113
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - v v v v vn s AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCAA 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - -+ - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGACCAA 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - v - v - v - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCAA 100
GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - v - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACGATGATCAA 100
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| | | | | |

ATGCCGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATGTAAGCAGACGGCACGCCCGC 226
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGA - AAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGC 212
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAGAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCCC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGGTGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCTGC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGC 213
ATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCTG 213
ACAAATAGATGTCCTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTT 226
ACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTTTT---GTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCT 210
ACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTTTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTT- - - - - GTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCT 208
ACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTTTT---GTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCT 210
ACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTTTT---GTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCT 210



4.3 Processamento das copias de calmodulina no alelo nao-Esmeraldo da forma
epimastigota de CL-Brener

A maior abundancia dos transcritos de calmodulina procedentes do alelo nao-Esmeraldo
de CL-brener nos permitiu analisar o processamento dos transcritos de cada céopia do
locus na forma epimastigota. Na cépia 1 do locus um evento de trans-splicing no
nucleotideo -88 antes da ORF e trés eventos de poliadenilagdo alternativa nas posi¢des
246, 250 e 262 ap6s o codon de terminagdo produziram trés transcritos com tamanhos
de 784 b, 788 b e 800 b (figura 15). Por outro lado, n6s nao detectamos transcritos da
copia 2 quando utilizamos como alvo a 3'UTR, porém, identificamos dois eventos de
trans-splicing nas posi¢cdes -96 e -61 antes do codon de inicio quando avaliamos a
5'UTR desta copia. Portanto, existem duas ou mais formas alternativas resultado do
processamento da copia 2 de calmodulina. No tocante a copia 3, nos identificamos trés
eventos de trans-splicing nas posigdes -99, -64 e -61 antes da ORF e dois eventos de
poliadenilacdo alternativa nas posi¢des 264 e 266 apds o codon de terminagdo que

poderiam produzir transcritos da copia 3 com tamanhos de 761 a 815 b (figura 15).

Este resultado indica que as trés copias de calmodulina estdo transcricionalmente ativas
no locus de calmodulina do alelo ndo-Esmeraldo produzindo ao menos duas formas
alternativas para cada copia do locus na forma epimastigota. Infelizmente nao
detectamos transcritos do alelo Esmeraldo utilizando o RACE da 3'UTR mas mediante a
abordagem da 5'UTR identificamos um sitio de trans-splicing na posic¢do -88 da copia 1
deste alelo. Isto indica que a copia | esta transcricionalmente ativa no alelo Esmeraldo
mas nao afasta a possibilidade de outras copias do locus também estarem ativas. De
fato, os transcritos derivados deste alelo foram pouco frequentes indicando um possivel

controle pds-transcricional no processamento ou vida média dos transcritos.
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Figura 15: Processamento do locus de calmodulina no alelo ndo-Esmeraldo de CL-Brener.
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4.4 Analise da regido 3'UTR dos transcritos de calmodulina na forma
tripomastigota metaciclica de CL-Brener

Visando detectar e estudar o processamento da regido 3'UTR dos transcritos de
calmodulina na forma tripomastigota nos obtivemos 27 clones procedentes de formas
tripomastigotas isoladas da ampolha retal de Rhodnius neglectus e 7 clones obtidos de
formas tripomastigotas produzidas mediante transformagao in vitro de epimastigotas de

CL-Brener utilizando meio TAU e meio Grace's.

Nos transcritos obtidos de metaciclicos isolados de triatomineos, 25 clones (93%)
pertenceram a copia 3 do alelo ndo-Esmeraldo e 2 clones (7%) a copia 1 do mesmo
alelo (figura 16). Igualmente, nos metaciclicos produzidos in vitro usando meio TAU, os
transcritos da copia 3 do alelo ndo-Esmeraldo foram mais abundantes aparecendo em
87.5% dos clones. O 12,5% restante pertenceram a copia 1 do mesmo alelo. Apenas as
copias 1 e 3 do alelo ndo-Esmeraldo foram detectados em metaciclicos de CL-Brener,
portanto, nos avaliamos somente o processamento dos transcritos destas duas copias.
Isto indica que ao menos o locus de calmodulina do alelo ndo-Esmeraldo estd sendo
transcrito na forma tripomastigota de CL-Brener. Porém, devido as limitagdes derivadas
da técnica de clonagem, por exemplo, precisa-se um grande numero de clones para
avaliar transcritos de baixa frequéncia, n6s ndo podemos afastar a possibilidade das
copias de ambos alelos estarem presentes na populagdao de transcritos de calmodulina

procedentes da forma tripomastigota.

Em relagdo a copia 1, todos os transcritos desta copia detectados nos metaciclicos
mostraram um tamanho de 270 b resultado do mesmo evento de poliadenilagdo. Por
outro lado, os transcritos da copia 3 mostraram apenas um sitio de poliadenilagdo e uma
variagdo em tamanho de 255-262 b devido a uma delecdo de 2 a 6 bases ocorrida em

uma regiao rica em timinas (figura 17).
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GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAAGGAAGGAGGGAAAAGGGAATCGTCGGCGCGTTCCTTCTTTGTA
GCAAGTGAGCGACGTGTGGCGGCCCTGGCGGGGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAAGGAAGGAGGGAAAAGGAAAGGAGGAGGTGTCACTGGACGGATG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGAGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGTGGCGGCCCTGGCGGGGAGGGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAAGGAAGGAGGGAAAAGGAAAGGAGGAGGTGTCACTGGACGGATG
-------- GCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCCAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGCGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
GCAAGTGAGCGACGTGCGGCGGCCCTGGCGGGGAGAGAGCGAAGCCGACAGTGACAGGCTAATGGGGAAA - - - - - - - - - - - - - AGGAAAGGAAGAGGTGTCACTGGACGGACG
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I 1 I 1 1 I
TGTCGAGGGTCTTATGGGAATGTACATCCGGATGTAAATAAATTTAAATATATGTTTTTTGGTGTTGTCGTTTTTTATTGTTGCATCACTTTTTCTTTCATTTTGGAATTTGA
ATGATCAAATGCCGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGAGGAATTTCCAGTGGAAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATGTAAGCAGACGGC

ATGATCGCATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGGGGAATTTCCAGTGGGAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGC
ATGATCGCATGCTGTAGCCTCACTTAACCGAGGTGAGGTTTGCGATGTGTGAAGGGGGGAATTTCCAGTGGGAAAGAGGGGTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGC
ATGATCACACAAATAGATGTCCTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTTTTTTTIGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTCTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTCTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTT--TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTCTGTT
GTGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTT
ATGATCAAACAAATAGATGTCTTGTGTGGGATGTATTTAATGACTTGTAATGTTGAAGGATTTCTTTTATTTATTTTATGTACGTCTTTTTTTTTTTTIGTTTGTTTGTTTGTT
2?0 270 2?0 3?0
TCCCGCGATAAAGCACCCCATCCGTTTCACAGCTGAGCTGCGCCCATGGAGCAGAGAAGGAGGTTGAAGGGGGTGGGT - - - - - - - 304
ACGCCCGCACTCGTCGTGTGTAGAACGAAAAATAATAATAATAATAACAAAGAAGAGAAAAAAGGAAAAGAAAAGTGA - - - - - - - 304
ATGCCCGCACTCGTCGTGTGTAGAAGGAAAAATAATAATAATAACAAAGAAGAAGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - - 288
ATGCCCGCACTCGTCGTGTGTAGAAGGAAAAATAATAATAATAACAAAGAAGAAGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - - - 288
TGTTTCTTTGATTGATTTTATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTTGAAGACGTGCTTCATTTTACTTTCTTTTTG- - - - - - - 304
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAGACGTACTTCATTTTA- - - - - - - - - - - - - - - - - 269
TGTTTCCTTGATTGATTCCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - - - - - - - - 280
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - 288
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - - 285
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - 287
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - - - - - - 282
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - 287
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - - - 285
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - 288
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - - - - - 285

TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- - 293
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- 295

TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- - - - 291
TGTTTCCTTGATTGATTTCACTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - 292
TGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - 292
TGTTCCCTTGATTGATTTCATTTTGGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- - - - 294

Figura 16: Sequencia dos transcritos das copias de calmodulina detectadas na forma tripomastigota metaciclica isolada de R. neglectus.
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L. NegGll GTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGCACTCGTCGTGTGTAGAAGGAAAAATAATAATAATAACAAAGAAGAAGAGAAAAAAAAARARAAAAAA - - - cnm e e e e aeaan 288
Copla NegH11 GTAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGACGGCATGCCCGCACTCGTCGTGTGTAGAAGGAAAAATAATAATAATAACAAAGAAGAAGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAA ==« em e essannnannnnn 288
GracesD9-D10 TAGAAATGCGGGCTTCCATTTAAGCAGAGGGCATGCCCGCACTCGTCGTGTGTAGAAGGAAAAATAATAATAATAACAAAGAAGAAGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - = - w e m e aee e 289
NegBO1 ACGTCTTCTTT- - -TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTCCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTA'AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA ----------------------------- 280
NegAO5 ACGTCTTTTTT- - -TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - =« csecececcnannns- 288
NegHO3 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - == =« s e e meeemm e camannnas 285
NegHO7 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - == mecememmacnncnnns 287
NegDO1 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA <« s e w e e e e e s er e aemanannn 282
NegE0l ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - -« - v e e mmcmcacaeceees 287
NegGOl ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - = = mm e e e e e e eeae e 285
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NegHOL ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - ===« n e mmmmaaaas 291
NegGO9 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTCTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCACTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA <=« e man e annans 292
NegA09 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA === ss s enanannn 292
NegCO9 ACGTCTTTTTTTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTCCCTTGATTGATTTCATTTTGGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA -« -« c v aecmcanannn 294
NegCO7 ACGTCTTTTTTT--TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA ==« x v mam e manannn 292
NegBO9 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - === sssmam e manenns 289
Cépla 3 NegAll ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- - = s ewemere e cnananns 286
NegD07 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - -« -« m e e cmmamce e es 287
NegEO7 ACGTCTTTTTT----TTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - -« s eameme e nanann- 288
NegC11 ACGTCTTTTTT------- TTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - 304
NegF01 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAGAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 309
NegD03 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - == === 299
NegF07 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTAGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA- - - - - - - 302
NegCO1 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA - -« - s m e e e e e e e s 285
GracesB9B10 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA - - -« cm e e am e caaeanceeancanans 275
GracesGIG10 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAARAAAAA - - = = w e m e e e e e e e e as 21
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GracesE9EI0 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAA - - - - - v e e e e e e e e e e e s 276
GracesHOH10 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTCGTTTGTTTGTTTCCTCGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA = =« = = s s s s e mam e e ananaanans 283
GracesFF10 ACGTCTTTTTT---TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCCTTGATTGATTTCATTTTTGGCCTGGACGCTTGTGCCCGTTAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA <=« ==sxx=- 298
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Sitio de Poliadenilagdo
Figura 17: Sitios de poliadenilagdo observados na sequencia dos transcritos da copia 1 e 3 do alelo ndo-Esmeraldo de CL-brener.
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Interessantemente, nos achamos diferencas na abundancia dos transcritos de
determinadas copias nos estagios estudados do clone CL-Brener. Na forma epimastigota
mostrou mais abundancia de transcritos da copia 1 (figura 14) enquanto na forma
tripomastigota achou-se mais transcritos da copia 3 (figura 16). Uma abordagem
quantitativa ajudaria a confirmar se realmente existe diferengas na abundancia de
transcritos de determinadas copias entre estdgios. Também, os transcritos da copia 1
foram polideanilados em um sitio mais distante do codon de terminacdo nos
tripomastigotas metaciclicos produzindo, consequentemente, regides 3'UTR mais
longas. No tocante a copia 3, a distancia entre os sitios de poliadenilacdo usadas na
forma epimastigota e metaciclica foi de apenas 3 bases na maioria dos transcritos
portanto a diferenga em tamanho das regides 3'UTR foi minima. Transcritos com 3'UTR
longas tem mais possibilidade de abrigar elementos desestabilizadores que diminuem a
vida média do transcrito. De este modo, o uso de diferentes sitios de poliadenilacao em
diferentes estagios poderia ser um mecanismo de controle ao nivel de processamento de
modo que cria-se uma diversidade funcional para o parasita sobreviver em diferentes

condi¢des ambientais.

4.5 Analise do processamento da regiio S'UTR na cepa 'Y

4.5.1 Pirosequenciamento

A amplifica¢do da regido 5'UTR dos transcritos de calmodulina utilizando iniciadores
com adaptadores para a libL do 454 produz produtos de 650-700pb nos diferentes
estagios da cepa Y (figura 18). Previamente nos tinhamos desenhado uma estratégia
usando as mesmas sequencias especificas para o gene mini-é¢xon e a regido 3'UTR de
calmodulina e conferimos pelo sequenciamento pelo método de Sanger e clonagem a
especificidade destes iniciadores. Todos os iniciadores 5' com codigos de barra
especificos testados amplificaram o produto esperado quando utilizados com o mesmo
iniciador 3' nos diferentes estdgios da cepa Y de 7. cruzi. Estes iniciadores além da
regido 5'UTR e o mini-éxon (SL), amplificaram a fase aberta de leitura do gene de
calmodulina mais um segmento conservado da regido 3'UTR de 47 b. Sendo que a fase
aberta de leitura do gene de calmodulina tem 450 b, o mini-éxon 39 b, o segmento da
3'UTR amplificado 47 b e a 5S'UTR um tamanho entre 60-90 b como evidenciado pelo
sequenciamento pelo método de Sanger, o produto obtido encaixou-se perfeitamente no

tamanho esperado.
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Figura 18: RT-PCR da regido 5'UTR do gene de
calmodulina para pirosequenciamento. M:marcador
molecular (100pb); E: epimastigota, clone CL-Brener;
A: amastigota, cepa Y; T: tripomastigota cepa Y; EY:
epimastigota, cepa Y; S/T: controle sem transcriptase
reversa; CN: controle do PCR sem cDNA.

4.5.1.1 Avaliacao da Qualidade das Sequencias obtidas por Pirosequenciamento

A analise inicial feita pelo FastQC mostrou que foram produzidas 29.704 sequencias
pelo 454 com um tamanho na faixa de 40-1195 b sendo que 26.840 (90%) das
sequencias obtidas tiveram um tamanho entre 500-549 b (figura 19). O tamanho das
leituras feitas pelo pirosequenciador ficaram dentro do esperado uma vez que o 454GS
Junior generalmente faz leituras de um tamanho médio de 400 b. O valor de phred ¢ o
principal pardmetro usado para a avaliagdo da acuracia das plataformas de
sequenciamento e indica a probabilidade de uma base ser designada incorretamente pelo
sequenciador. Como observado na figura 20, os valores individuais da media do phred
para cada base na corrida do 454GS Junior atingiram valores maiores que 26 até a
posi¢ao 499, fato esperado uma vez que existe uma diminui¢do na acuracia durante a
incorporacdo de nucleotideos a medida que aumenta o tamanho da fita estendida devido
a natureza estocastica da quimica da insercdo de bases. Um valor de phred de 26 indica
que a possibilidade da designagdo da base seja incorreta ¢ maior de 1 em 100 como

também reflete uma acurdcia maior de 99%. A regido 5'UTR dos transcritos de
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calmodulina amplificados fica posicionada aproximadamente nos primeiros 250 b

estendidos os quais em média mostraram possuir uma boa qualidade.
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Figura 19: Distribui¢do do tamanho das sequencias obtidas pelo pirosequenciamento.
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Figura 20: Valores de qualidade (phred) individuais de cada base das leituras feitas pelo
454. O eixo Y do grafico mostra os valores de qualidade e o eixo X a posi¢do na leitura
do 454. A linea vermelha representa a média dos valores de phred e a linha azul
representa a mediana do valor de qualidade. O eixo Y estd dividido em cores que
denotam boa qualidade (verde), qualidade razoavel (laranja) e baixa qualidade
(vermelha).
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O relatorio de valores de qualidade por sequencia permite enxergar se um grupo de
sequencias dentro do conjunto apresenta baixa qualidade. Porém, geralmente ¢ esperado
que apenas um grupo de sequencias dentro desse conjunto mostrem valores de
qualidade baixos. A presen¢a de um valor médio mais frequente de qualidade inferior a
27 nessa analise ¢ indicativo de uma taxa de erro de 0.2% e um valor de 20 representa
uma taxa de erro de 1%. O valor de qualidade médio mais frequente achado em nossos
dados foi de 36 (figura 21) indicando uma taxa de erro menor de 0.2%. Note-se também
que a grande a maioria das sequencias apresentaram valores médios de qualidade
maiores de 20, esse valor médio indica que a designagdao das bases por sequencia foi

bastante acurada (acima de 99%).

Erros na designagdo ou interpretagdao correta das bases ao longo das sequencias fazem
com que o sequenciador designe uma letra N em determinada posi¢do durante a corrida.
Como observado na figura 22, a porcentagem de bases designadas como N por posi¢do
nas leituras feitas no 454 ficaram embaixo de 0.025% o qual assinala que o

sequenciador foi capaz de designar corretamente a maioria das bases.
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Figura 21: Distribuicdo do valor de phred por sequencia das leituras obtidas
durante o pirosequenciamento.
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Em resumo, a qualidade geral das sequencias produzidas no 454GS Junior apresentaram
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Figura 22: Porcentagem de composi¢do de N por posicdo nas leituras feitas pelo

454,
valores médios de qualidade muito bons que indicam uma possivel taxa de erro menor
de 0,2%. Por outro lado, o fato que a maioria das leituras atingiram um tamanho de 500-
550nt com uma qualidade média acima de 20 aumenta a possibilidade de nods
encontrarmos sequencias da S'UTR do gene de calmodulina de excelente qualidade uma
vez que o tamanho menor e maior encontrados nesta sequencia em experimentos
anteriores realizados por nés foi de 60-81 b.
4.5.2 Sitios de Trans-splicing alternativo achados na 5'UTR de calmodulina na

cepaY

Nos nomeamos as copias de calmodulina procedentes da cepa Y copia 1, copia 2 e copia
3 levando em conta a orientacdo da transcricdo do locus calmodulina provista pela
sequencia de referencia de CL-Brener com numero de acesso CL-Brener
tc 1047053507483 (GenBank). Porém, até hoje nao existe uma descrigdo do locus de
calmodulina na cepa Y e a identificagdo das copias de calmodulina em esta cepa foi feita
mediante alinhamentos das UTRs de calmodulina das cepas Y e CL-Brener. Contudo, o
fato de nods termos identificado mediante alinhamento das sequencias dos transcritos
obtidos da cepa Y com sequencias de referencia do locus de calmodulina do clone CL-
Brener transcritos das trés copias de calmodulina na forma epimastigota da cepa Y

indica que o locus de calmodulina na cepa Y também possui a0 menos trés copias.
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A estratégia baseada na 5'UTR nos permitiu categorizar os transcritos de calmodulina
em dois tipos: call (transcritos da copia 1) e transcritos 2/3 (transcritos das copias 2 ou
3). Esta ultima denominacdo deve-se a eventos de trans-splicing (TS) ocorridos na
regido do precursor do mRNA que ¢ de composicao semelhante nas copias 1 e 2
fazendo com que os transcritos sejam indistinguiveis. A maioria dos transcritos
identificados em todos os estdgios pertenceram a copia 1 (figura 23) a qual representou
72% das leituras de calmodulina observadas em amastigota e 62% das leituras
observadas nas formas tripomastigota e epimastigota. O resto dos transcritos foram
identificados como 2/3 e foram observados em 28% das leituras de amatigota e 38% das
leituras de tripomastigota e epimastigota. Este fato indica que apds a transcricdo e
processamento das copias de calmodulina em todos estagios, os mRNAs da copia 1

foram os mais estaveis em todos os estagios.

Amastigota Tripomastigota Epimastigota

Percentual

Copias de Calmodulina

Figura 23: Frequéncia relativa dos mRNAs das copias de
calmodulina nos diferentes estagios da cepa Y.

4.5.2.1 Frequéncia relativa das isoformas detectadas na forma amastigota da cepa
Y

Noés achamos isoformas das copias 1 e 2/3 de calmodulina na populagio de mRNA de
calmodulina da forma amastigota resultado de varios eventos de trans-splicing ocorridos
no RNA precursor. O processamento dos transcritos da copia 1 produz quatro isoformas
com tamanhos da 5'UTR de 88pb, 83pb, 66pb e 86pb sendo que a isoforma de 88pb foi

achada em 98% dos transcritos pertencentes a copia 1. O resto dos transcritos desta
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copia apresentaram uma frequéncia conjunta de 2% (figura 24). Por outro lado, o
processamento dos transcritos da copia 2/3 neste estagio produz também uma isoforma
dominante com uma regido 5'UTR de 93pb que representou 80% dos transcritos da
copia 2/3 achados nesta forma. Isoformas com 5'UTRs de 61pb, 64pb, 54pb, 90pb e
com tamanhos de 5'UTR de 99pb-144pb da copia 2/3 foram achados em uma frequéncia

menor mostrando uma abundancia conjunta de 20%.
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Figura 24: Frequéncia das isoformas da copia 1 e 2/3 de calmodulina
achadas na forma amastigota. A: frequéncia das isoformas da copia 1;
B: frequéncia das isoformas da copia 2/3.
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4.5.2.2 Frequéncia relativa das isoformas detectadas na forma tripomastigota da
cepaY
O processamento das copias 1 e 2/3 de calmodulina na forma tripomastigota da cepa Y
produz transcritos com regides 5S'UTR de diferentes tamanhos. Na copia um do locus de
calmodulina deste estdgio nos achamos quatro isoformas sendo que a isoforma
dominante apresentou um tamanho de 5'UTR de 88pb e foi achada com uma frequéncia
de 98% (figura 25). O resto das isoformas apresentaram uma regido 5'UTR de um
tamanho menor (83pb, 66pb e 54pb) e juntas mostraram uma frequéncia menor de

1.5%.
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Figura 25: Frequéncia das isoformas da copia 1 e 2/3 de
calmodulina encontradas na forma tripomastigota obtidas de
cultura celular. A: frequéncia das isoformas da copia 1; B:
frequéncia das isoformas da copia 2/3.
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Por outro lado, o processamento da regido S'UTR da copia 2/3 produz vérias isoformas
sendo que a isoforma cuja 5'UTR mostrou um tamanho de 93pb foi detectada em mais
de 80% dos transcritos da copia 2/3 de calmodulina da forma tripomastigota. Nos
também detectamos outros transcritos com regides 5S'UTR de 61pb, 64pb, 90pb e
transcritos com 5'UTRs maiores com tamanhos de 99-140pb cuja frequéncia conjunta
foi de menos de 20%.

4.5.2.3 Frequéncia relativa das isoformas detectadas na forma epimastigota da

cepaY
Na forma epimastigota também foram detectadas varias isoformas das copias 1 e 2/3 de

calmodulina (figura 26).
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Figura 26: Frequéncia das isoformas da copia 1 e 2/3 de
calmodulina encontradas na forma epimastigota. A: frequéncia das
isoformas da copia 1; B: frequéncia das isoformas da copia 2/3.
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Como resultado do processamento da copia 1 em este estadgio foram encontrados quatro
isoformas da copia 1 de calmodulina sendo que a os transcritos com regides S'UTR de
88pb foram mais abundantes representando mais de 98% dos transcritos da copia 1
encontrados neste estagio. O resto dos transcritos mostraram tamanhos da 5'UTR de
54pb, 66pb e 83pb e frequéncia associada de menos de 1.5%. Por outro lado, o
processamento da 5'UTR da copia 2/3 produz varias isoforma sendo que a forma mais
abundante apresentou um tamanho de 5'UTR de 93pb e foi encontrada em 88% dos
transcritos desta copia. O 12% dos transcritos restantes ficaram distribuidos entre
isoformas com regides 5'UTR de 61pb, 64pb, 90pb e um grupo de isoformas de
tamanho de 5'UTR entre 99-140pb.

Em resumo, dois principais eventos de tran-splicing aconteceram no RNA precursor em
todos os estagios da cepa Y que originaram duas principais isoformas de calmodulina
procedentes da copia 1 e 2/3. Estes eventos de trans-splicing sdo resultado do uso do
primeiro AG localizado imediatamente apds o trato de polipirimidina gerando
transcritos de tamanho de 5'UTR de 88pb (copial) e 93pb (copia 2/3). Também, outros
eventos de trans-splicing menos frequentes resultado do uso de dinucleotideos AG
cripticos e outros dinucleotideos ndo candnicos geraram isoformas de uma frequéncia
menor. Por exemplo na cépia 1 eventos de TS nas posi¢des -83nt, -66nt, -86nt foram
utilizados por 2% das sequencias detetadas na forma amastigota. Sitios de TS
localizados nas posigdes -54 e -86 também foram encontrados com uma frequéncia
menor de 2% na copia 1 da forma tripomastigota e epimastigota. Por outro lado, na
copia 2/3, sitios de TS localizados nas posigdes -60nt, -61nt e -90nt foram detectados
com uma frequéncia menor. Os transcritos com o sitio de -61nt representaram 12%,
8.5% e 5.6% das sequencias observadas nas formas amastigota, tripomastigota e
epimastigota, respetivamente. Além disto, os transcritos com o sitio de -64nt,
apareceram com uma frequéncia de 5.0-3.0% entre os transcritos da cdpia 2/3 nos
estagios estudados. Adicionalmente, o sitio de TS na posi¢ao -90 foi utilizado por 1.4-
1.6% dos transcritos da copia 2/3 em todos os estagios. Nos também detectamos eventos
de TS nas posigdes 99-140nt que geraram transcritos que em conjunto mostraram uma
frequéncia de 1.6%. Todo indica que durante o processamento do locus de calmodulina
foram usados varios sitios de trans-splicing para originar de quatro a seis isoformas

procedentes das copias 1 e 2/3.
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4.6 Processamento da regido 3'UTR de calmodulina nos diferentes estagios da cepa
Y

A analise da regido 3'UTR de calmodulina na cepa Y baseou-se na clonagem e
sequenciamento pelo método de Sanger de 15 clones obtidos da forma amastigota, 25
clones da forma tripomastigota e 28 clones obtidos da forma epimastigota. Os resultado
desta analise confirmaram a predominéncia dos transcritos da copia 1 (figura 27) o qual
também foi observado quando foram analisados os eventos de trans-splicing. Além
disso, transcritos das trés copias de calmodulina apenas foram detectados

simultaneamente na forma epimastigota.
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Figura 27: Frequéncia dos transcritos das copias de calmodulina detectados nos
diferentes estagios da cepa Y.

Os resultados da andlise da regido 3'UTR também indicam a presenca de varios sitios de
poliadenilacdo para as copias 1 e 3. Eventos de poliadenilagdo na posi¢do 275nt ap6s o
codon de terminacao (+275) foi observada entre os transcritos de calmodulina de todos
os estagios estudados. Ademais, um sitio alternativo de poliadenilagdo na posigao +267
foi observado em outras sequencias da copia 1 na forma amastigota. Nos também
observamos um sitio adicional de poliadenilagio na posicdo +245 nos estagios
amastigota e tripomastigota. Estes dados sugerem que ao menos trés eventos de
poliadenilacdo alternativa ocorrem na 3'UTR dos transcritos da copia 1 gerando dois
transcritos em cada estagio. Por outro lado, a copia 3 igual que a copia 1 foi observada
em todos os estagios estudados mostrando mais sitios de poliadenilagdo do que a copia

1.
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Os eventos de poliadenilagdo acontecidos na copia 3 produziram varios transcritos em
todos os estagios. Na forma amastigota dois sitios alternativos nas posi¢cdes +267 e
+269 foram observadas. Também, dois sitios de poliadenilacdo nas posigdes +250 e
+267 foram detectados nos transcritos da copia 3 na forma tripomastigota. Finalmente,
dois eventos de poliadenilagao nas posigdes +269 e +238 resultaram em dois transcritos

da copia 3 na forma epimastigota.

Ao menos dois transcritos sdao produzidos por poliadenilagdo alternativa durante o
processamento dos transcritos de calmodulina em cada estagio com a predominancia de
transcritos com 3'UTR curtas na maioria dos estdgios. Um esquema dos principais
eventos de trans splicing e poliadenilagdo alternativa ocorridos em todos os estagios ¢

mostrado na figura 28.
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5. Discussao

5.1 Transcricao e processamento do locus de calmodulina na cepa Y

O genoma de T. cruzi abriga uma quantidade relativamente grande de genes essenciais
que ocorrem em arranjos conservados de dois ou mais copias de genes organizados
consecutivamente (EI-Sayed et al. 2005). Estes genes geralmente fazem parte de
unidades policistronicas de transcrigdo junto com outros genes que podem ndo estar
relacionados funcionalmente (McDonagh et al. 2000). Os genes dentro do arranjo
devem ser processados mediante os processos de trans-splicing e poliadenilagcao para
formar mRNA monocistronicos (Haile & Papadopoulou 2007). Durante o trans-splicing
um RNA de 39nt ¢ adicionado ao extremo 5' do mRNA. Geralmente um dinucleotideo
AG no RNA precursor posicionado imediatamente apds o trato de polipirimidina ¢
geralmente utilizado como sitio aceptor (Liang et al. 2003). Sabe-se pouco dos sitios de
poliadenilagdo nos tripanossomatideos mas um estudo no 7. brucei indicou que eles
ficam posicionados de 100-300nt antes dos sitios de trans-splicing no RNA precursor
(Benz et al. 2005). Estes dois eventos estdo acoplados (LeBowitz et al. 1993), e em um
determinado locus génico conformado por dois ou mais copias organizadas
consecutivamente a eficiéncia de trans-splicing de uma coOpia poderia afetar a
poliadenilacdo da copia precedente. Isto poderia fazer plausivel uma regulagdo
coordenada da expressdo das copias do locus ao nivel do processamento. Na auséncia de
controle no inicio da transcri¢ao da RNA polimerase II nos tripanossomatideos (Clayton
2002), o controle ao nivel de processamento do mRNA resulta um ponto importante de
controle pos-transcricional da expressdo de genes que codificam para proteinas.
Portanto, o conhecimento de todos os elementos e sinais envolvidos no processamento
de genes essenciais multicopia em tripanossomatideos ¢ importante na busca de

possiveis sitios de intervencao de drogas ou alvos terapéuticos.

A transcricdo de genes duplicados ou multicopia levanta perguntas importantes sobre o
processamento e controle pos-transcricional deste tipo de genes como também sobre a
variabilidades do mRNA processado de cada copia ao longo do ciclo de vida de um
organismo. Para 7. cruzi, um tripanossomatideo heteroxeno cujas formas do ciclo de
vida sobrevivem em diferentes condigdes ambientais respondendo a diferentes
estimulos surgem perguntas relacionadas ao processamento e subsequente estabilidade

dos transcritos das copias nos diferentes estagios.
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Os resultados de nosso estudo mostram que a transcri¢do do locus de calmodulina nos
diferentes estagios da cepa Y de T. cruzi produz transcritos de cada copia com diferentes
frequéncias e composi¢do das 5'UTRs e 3'UTRs devido principalmente ao
processamento diferencial dos transcritos das copias de calmodulina de cada estagio
estudado nesta cepa. Embora nos nao pesquisamos os fatores por tras deste fato durante
a transicdo de estdgios acreditamos em duas possibilidades que podem explicar este
evento: a) a composi¢ao de nucleotideos varia ao longo do transcrito primario, portanto,
pode existir diferencas na abundancia e predominancia do mRNA final de um gene ou
grupos de genes (Clayton 2014); b) Sitios adicionais de trans-splicing selecionados para
cada copia no transcrito primario poderia gerar uma serie de espécies de mRNA que

mostram variacao na composicao da 5S'UTR e/ou a 3'UTR.

Os estagios de T. cruzi podem ser definidos como adaptagdes evolucionarias do circuito
genético do parasita a mudangas ambientais especificas (temperatura, pH,
disponibilidade de nutrientes, etc.). Portanto, variagdes observadas entre os transcritos
das copias de calmodulina nos diferentes estagios podem estar relacionadas ao
mecanismo de controle transcricional utilizado em cada transicdo para um estagio
especifico. Os intimeros sitios de trans-splicing sdo responsdveis por variagdes
composicionais observadas nos transcritos de todos os estagios. Porém, os eventos de
trans-splicing e poliadenilacdo sdo dependentes da atividade de elementos cis e trans
(D’Orso, Ivan & Frasch 2001b, Bayer-Santos et al. 2012). A frequéncia assimétrica do
grupo de transcritos em cada estagio poderia também ser um mecanismo que os estagios
de T. cruzi utilizam para fazer um ajuste fino nos elementos cis e trans que dependem de
uma particular composi¢ao de UTR (Clayton 2014). Em um organismo como 7. cruzi
cujo controle da expressdo génica ¢ primordialmente pods-transcricional (Haile &

Papadopoulou 2007) este tipo de mecanismo ¢ importante.

Sabe-se também que na auséncia de promotores da RNA polimerase II, um dos
mecanismos utilizados pelo 7. cruzi para o controle pos transcricional estagio-especifico
¢ a regulacdo da vida média dos transcritos mediante a interagdo de elementos
especificos abrigados pelas UTRs e proteinas de ligagdo a RNA que agem como
factores trans. Genes multicopia como genes de mucina (D1 Noia et al. 2000, D’Orso,

Ivan & Frasch 2001b, Li et al. 2012) e GP82 (Bayer-Santos et al. 2012) sao regulados
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pOs transcricionalmente usando este mecanismo. Portanto, a diferenga em abundancia
mostrada pelas isoformas de calmodulina dos estdgios estudados pode ser resultado da
acao deste mecanismo. De fato, ¢ conhecido que proteinas de ligagdo a RNA junto com
elementos cis abrigados nas UTRs tais como elemento ricos em G, elementos ricos em
U e AU tém um papel importante no decaimento do nivel de mRNA nos
tripanossomatideos (D’Orso et al. 2003). Este nivel pode ser regulado pela degradacao
do mRNA por duas vias ativadas pela desadenilacdo dos transcritos. Em uma das rotas,
a desadenilacdo estimula a eliminag¢do do quepe metilado da regido S'UTR e degradacao
subsequente do mRNA pelas 5'exonucleases. Na outra rota de degradagdo, a
desadenilacdo leva a degradacdo mediante as 3'exonucleases, encontradas sobretudo em
um complexo chamado exossomos (Haile & Papadopoulou 2007). Estas rotas de
degradacao e as suas principais enzimas tém sido identificadas nos tripanossomatideos

(Clayton & Shapira 2007).

Nas formas amastigota e tripomastigota da cepa Y ndo foram observados transcritos da
copia 2. Este resultado além de ser explicado pela regulagdo pos-transcrional da
estabilidade e consequentemente vida média dos transcritos poderia ser explicado por
outro mecanismo. A transcri¢do dos genes que codificam para proteinas em 7. cruzi é
policistronica (Clayton 2002) e espera-se que na auséncia de promotores para a RNA
polimerase II a o nivel de transcri¢ao seja o mesmo para cada copia procedente de locus
de genes multicopia. Porém, as regides de mudanga de direcdo da transcrigdo
divergentes (SSR) observadas nos tripanossomatideos compartilham muitas
carateristicas com promotores bidirecionais observados em outros organismos
(Martinez-Calvillo et al. 2010). Portanto, se existirem promotores nas SSRs ou existisse
algum tipo de controle epigenético nestas regides modulando o inicio da transcri¢do
existiria uma chance de observarmos copias de calmodulina transcricionalmente inativa.
Assim, a detec¢do de transcritos de apenas duas copias do arranjo de calmodulina nas

formas amastigota e tripomastigotas poderia ser explicado também por este fato.

Transcritos de calmodulina com tamanho de 5S'UTR de 88nt (copia 1) e 93nt (copia 2/3)
tiveram a maior frequéncia observada no conjunto de transcritos do locus de
calmodulina. As 5'UTR destes transcritos foram formadas mediante a utilizacdo do

primeiro dinucleotideo AG posicionado imediatamente apds o trato de polipirimidina.
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Outros dinucleotideos AG localizados logo apds os sitios de transplicing candnicos
foram observados neste estudo. Este fato concorda com evidencia de que dinucleotideos
AG que antecedem o sitio principal de splicing no RNA precursor s3o necessarios para
um trans-splicing eficiente nos tripanossomatideos (Siegel et al. 2005). Evidencia
procedentes de estudos no 7. brucei assinala que os sitios de AG cripticos contribuiam
na montagem de elementos do spliceossomo ou ajudem na identificagdo certa da
sequencia aceptora necessaria para o trans-splicing (Reed 2000). O uso de
dinucleotideos AG localizados na proximidade do principal sitio de trans-splicing foi
observado em 2% dos transcritos da copia 1 e em 20% dos transcritos da copia 2/3.
Portanto, este achado sugere que os eventos menos frequentes de trans-splicing
identificados neste estudo sdo resultado do uso de sitios AG cripticos que permitiram
uma interagao bem-sucedida com elementos do spliceossomo como evidenciado no 7.
brucei (Siegel et al. 2005). O mecanismo para distinguir o dinucleotideo AG certo dos
sitios aceptores cripticos de trans splicing ndo estd totalmente elucidado. Porém, o
modelo mais aceito determina que o spliceossomo escaneia o RNA precursor
comegando no ponto de bifurcacdo até selecionar o primeiro dinucleotideo AG (Smith et
al. 1989). Consequentemente, isto explicaria o fato de nds termos observado uma alta
frequéncia de transcritos que utilizam o primeiro AG como sitio aceptor de trans
splicing. Evidencia sobre a transcri¢do de calmodulina no 7. brucei indicou que todas as
copias de calmodulina foram expressadas e poliadeniladas em sitios dissimilares
produzindo 3'UTRs diferentes para cada copia (Tschudi & Ullu 1988). Considerando
que os estagios de 7. cruzi foram selecionados evolutivamente para viver em ambientes
diferentes, resulta razoavel pensar em um grupo particular de mRNA para cada estagio.
De fato, nenhum estagio da cepa Y deu origem a apenas um mRNA a partir de uma
unica copia de calmodulina, ao invés disso eles geraram assimetricamente mRNA a
partir de ao menos duas copias. Isto sumariza-se em multiplos sitios de trans splicing e

poliadenilacao que ligeiramente mudam a composi¢do do mRNA final.

Sabe-se pouco sobre os requerimentos de sequencias para o processamento da regiao
3'UTR no T cruzi. Nao existe um sinal de poliadenilagdo candnico como o elemento
AAUAAA e GU observados em 90% e 70% dos RNA precursores de mamiferos
(Colgan & Manley 1997). No entanto, evidencias indicam que o trato de polipirimidina

localizado na regido intergénica guia a incorporagdo do lider de splicing e a
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poliadenilacdo dos genes localizados nas regides antes e depois deste elemento
resultando na geracdo do mRNA (Huang & Ploeg 1991, LeBowitz et al. 1993). A
poliadenilacdo alternativa define o tamanho da 3'UTR e a existéncia de varios sitios de
poliadenilacdo no RNA precursor determina isoformas de tamanho diferente. A maioria
dos transcritos de calmodulina observados neste estudo mostraram uma regidao 3'UTR
menor de 280nt. Branddo e Jiang (Brandao & Jiang 2009) apos analisar as 3'UTR de
139 genes de T. cruzi acharam que o tamanho médio da regidao 3'UTR nos genes de T.
cruzi € de 334nt. Portanto, os transcritos das copias do locus de calmodulina observados
neste estudo possuem regides 3'UTR curtas quando comparadas a genes de importancia
imunoldgica, diagndstica ou terapéutica avaliados no estudo acima mencionado.
Regides 3'UTR curtas tém uma probabilidade menor de possuirem elementos
regulatérios que levem a uma regulacao negativa. De fato, tem sido demonstrado que a
quantidade de proteina gerada por um mRNA depende do tamanho da 3'UTR de modo
que transcritos com 3'UTR curtas produzem maiores niveis de proteinas (Sandberg et al.
2008). Portanto, os transcritos de calmodulina com 3'UTRs curtas poderiam representar
formas alternativas com maior estabilidade e probabilidade de serem traduzidas. Este
raciocinio € suportado pela suposicao que afirma que o tamanho da regido 3'UTR afeita

a estabilidade e propriedades traducionais do mRNA (Di Giammartino et al. 2011).

Por ultimo, todas as alteragdes observadas de frequéncia de mRNA, comprimento e
composi¢do da 5'UTR proporcionam um meio de diversidade funcional no 7. cruzi
mediante o processamento do transcrito primario do locus de calmodulina. Portanto, a
transcrigdo de calmodulina no 7. cruzi n3o representa um processo simples que
transmite informacdo do DNA para o RNA e sim possivelmente parte de um mecanismo

para a adaptagdo a variagdes ambientais extremas.

5.2 Transcri¢ao e processamento do locus de calmodulina na cepa CL Brener

O clone CL-Brener (clone F11F5) foi obtido de uma cepa de 7. cruzi isolada de
Triatoma infestans coletado no Rio grande do Sul na cidade de encruzilhada (Brener &
Chiari 1963). Este clone foi isolado de um camundongo cronicamente infectado com a
cepa CL-Brener no ano de 1987 e novamente clonado em setembro do mesmo ano. A
taxonomia atual do 7. cruzi aloca o clone CL-Brener no linhagem IV (Zingales et al.
2012), grupo que ¢ resultado da hibridizagdo putativa dos grupos 7. cruzi Il e T.cruzi 111.

Assim, o clone CL-Brener esta formado de dois haplotipos divergentes chamados
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Esmeraldo-like (TclIl) e ndo-Esmeraldo-like (Tc IIT) (Franzén et al. 2011). Portanto, CL-
Brener ¢ considerado um organismo hibrido heterozigoto. Sabe-se pouco a respeito do
processamento de transcritos de genes duplicados ou multicopia em cepas hibridas de 7.
cruzi. Portanto, existem perguntas que precisam ser respondidas como: a) quais alelos
estdo sendo transcritos?, b) qual alelo ¢ mais frequentemente transcrito?, c) existem

diferengas na transcri¢ao e processamento dos genes dos alelos nos diferentes estagios?

Para responder como o locus de calmodulina ¢ transcrito e processado em uma cepa
hibrida de 7. cruzi no6s procuramos primeiramente diferencas na fase aberta de leitura e
nas UTRs das copias do locus de calmodulina em ambos alelos do clone CL-Brener
visando identificar os transcritos de todas as copias. Como esperado, nds observamos
mais variagoes que distinguem ambos alelos nas regides UTRs do que na fase aberta de
leitura das copias de calmodulina. Isto ¢ esperavel devido a restricdo funcional
conhecida dos segmentos genéticos que codificam para proteinas. Apenas cinco
mutacdes pontais ocorrem nas trés ORFs de calmodulina e somente uma delas resulta
em uma mudan¢a de aminodcido. Porém, noés observamos duas mutagdes alelo
especificas na ORF de calmodulina que claramente distinguem os alelos do clone CL-
Brener. A andlise dos motivos EF-Hand e sitios de ligacdo ao cdlcio dentro destes
motivos nas ORFs de calmodulina dos alelos de CL-Brener também confirmaram o alto
grau de conservagdo da ORF de calmodulina no 7. cruzi. Nos achamos os mesmos
motivos em volta e sitios de ligagdo ao célcio em todas as ORFs de calmodulina sem
mostrar praticamente variagdo alguma. Uma andlise comparativa dos motivos, sitios de
ligacdo ao célcio e sequencia de aminoacidos deduzida da ORF de calmodulina de P.
serpens € de T. cruzi também sugere uma alta conservacao da ORF de calmodulina nos
tripanossomatideos (de Souza et al. 2011). De fato calmodulina ¢ uma proteina muito
conservada nos tripanossomatideos mostrando uma identidade de sequencia de
aminodcidos de 99% entre estes parasitas (Garcia-Marchan et al. 2009). Da mesma
forma, 100% de identidade em sequencia foi encontrada quando comparada a sequencia
de aminoacidos de calmodulina em vertebrados (Chung & Swindle 1990) o que

confirma a alta conservacdo desta proteina durante a evolugdo dos eucariotos.

Por outro lado, as UTRs ndo apenas mostraram variagdes que distinguem os alelos de

CL-Brener mas também variacdes coOpia especifica que ajudaram no reconhecimento
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dos transcritos de cada copia nos diferentes alelos. Uma vez que CL-Brener ¢ resultado
da recombinag¢do de duas linhagens evolutivamente divergentes espera-se diferencas
alélicas evidentes inclusive em genes evolutivamente conservado como calmodulina. De
fato, variagdes observadas na regido 3'UTR do gene de calmodulina indicaram a
existéncia de trés grupos principais de 7. cruzi (T. cruzi I, T. cruzi II e grupo III)
concordando com a antiga tendencia taxondmica que grupa este parasita em dois
principais grupos (Brandao & Fernandes 2006). Assim, nos acreditamos que mesmo que
as UTRs estejam sob algum grau de pressao funcional devido a sua importancia na
regulacdo pos transcricional da expressdo génica, estes segmentos genéticos poderiam
ser utilizados em estudos sobre a transcri¢do de diferentes alelos em cepas hibridas de T.
cruzi. Neste estudo, por exemplo, a combinacdo de técnicas com alvos de diferentes
taxas evolutivas (ORF e 5'UTR) ajudou na deteccao de transcritos de diferentes alelos

de um gene evolutivamente conservado como calmodulina.

Uma pergunta que surge em relacdo a cepas hibridas de 7. cruzi € se existe expressao
bialélica, monoalélica ou um desequilibrio na expressao alélica de determinados genes.
Noés observamos um predominio na abundancia de transcritos do alélo ndo-Esmeraldo
sobre os transcritos de calmodulina do alelo Esmeraldo na forma epimastigota. Na
forma metaciclica, por outro lado, apenas transcritos do alelo n3o-Esmeraldo foram
detectados. Portanto, n6s podemos hipotetizar que existe um desequilibrio aparente na
abundancia dos transcritos dos alelos em ambos estagios. Em mamiferos este
desequilibrio alélico ¢ resultado do imprinting gendmico no qual um alelo parental ¢é
silenciado em resposta a fatores ambientais ou mediante sele¢do estocdstica de alelos
mediante ativagdo e silenciamento (Delaval & Feil 2004). No 7. brucei foi reportada a
transcricdo monoalélica de genes que codificam para a glicoproteina varidvel de
superficie (VSG) indicando a atenuagdo transcricional, controle epigenéticos e controle
de inicio da transcri¢do como possiveis mecanismos de controle da transcrigcao alélica
(Glinzl et al. 2015). Porém, pouco se sabe sobre a expressdo alélica de genes que
codificam para proteina em cepas hibridas de 7. cruzi e seu controle. Como a transcrigao
no 7. cruzi € policistronica e todos os genes sdo transcritos ao mesmo nivel além de ndo
existir controle transcricional da expressdo génica ¢ factivel pensar que a regulacio da
expressao alélica no 7. cruzi pode ser poOs-transcricional. De fato, mutagdes na 3'UTR

que afetam a estabilidade dos transcritos de um determinado alelo ¢ um mecanismo
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conhecido de desequilibrio alélico em humanos (Wang & Elbein 2007). Nos
tripanosomas, inimeros motivos observados na 3'UTR modulam a vida média e
abundancia de mRNA mediante a interagdo com proteinas de ligagdo a RNA especificas
(D’Orso et al. 2003). Portanto, a desestabilizacdo de transcrito de determinados alelos

poderia ser um mecanismo de desequilibrio alélico usado por cepas de 7. cruzi hibridas.

Os processos de trans-splicing e poliadenilagdo alternativa sdo responsaveis de gerar
diversidade de mRNA em tripanossomatideos. Estes eventos sao resultado da existéncia
de dois a mais sitios de trans-spilcing e poliadenilacdo nas UTRs do RNA precursor de
um gene particular. No caso de genes duplicados ou multicopia os espacadores
intergénicos entre as copias do arranjo no RNA precursor possuem os sinais para ambos
processos. Excetuando a copia 1 do alelo ndo-Esmeraldo, n6s observamos ao menos
dois eventos de trans-splicing nos transcritos de calmodulina estudados neste alelo. Este
tipo de processamento parece ser muito comum em 7. cruzi dado que muitos dos seus
genes apresentam ao menos dois eventos de trans-splicing (Brandao 2008). No 7. brucei
apenas 11% dos genes que codificam para proteinas mostraram um Unico sitio de trans-
splicing confirmando que o trans-splicing alternativo ¢ um fendmeno comum em

tripanosomas (Kolev et al. 2010).

O trans-splicing € conhecido por acarretar consequéncias funcionais nos tripanosomas
tais como inibi¢ao da tradu¢dao mediante driblamento do codon de inicio, exclusdo ou
inclusdo de sinais alvo, exclusdo ou inclusdo de elementos regulatorios e o uso de uma
fase aberta de leitura alternativa (PreuBler et al. 2012). Nos observamos trés eventos de
trans-splicing que truncam a ORF maior da cédpia 3 (209 aminoacidos) de modo que os
transcritos resultantes em principio usariam uma ORF alternativa contida na ORF acima
mencionada de 450nt para produzir uma proteina de 149 aminoacidos idéntica a aquela
produzidas pela copia 2 e provavelmente a copia 1 do alelo ndo-Esmeraldo.
Possivelmente este seja um claro exemplo de uso de uma fase aberta de leitura
alternativa para produzir uma proteina idéntica. Porém, noés nao achamos transcritos
abrigando a ORF de 209 aminoacidos da cépia 3 o qual poderia indicar que a ORF
anotada inicialmente de 627nt para a copia 3 do alelo ndo-Esmeraldo ndo estd sendo
expressa. Portanto, podemos assumir que a ORF funcional desta copia tem um tamanho

real de 450nt e produz uma proteina similar em composi¢ao ao resto das copias do alelo
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nao-Esmeraldo. Entretanto, o fato da ORF anotada da copia 1 ndo estar completa nao
permitiu uma comparacdo exaustiva com o resto das ORFs mas a sua composi¢do até o
aminoacido 86 (258nt) indica que possivelmente seja igual as outras copias do alelo
nao-Esmeraldo. Além disso, o tamanho das fases abertas de leitura de todas as copias de
calmodulina anotadas em algumas especies de Leishmania, Phytomonas serpens e T.
brucei ¢ de 450nt e codificam para uma proteina de 149 aminoacido altamente
conservada em tripanossomatideos (Tschudi & Ullu 1988, de Souza et al. 2011, Miranda
et al. 2014). Portanto, ¢ razoavel pensar que o tamanho real da ORF funcional da cépia
3 do alelo ndo-Esmeraldo ¢ de 450nt. Outra possivel explicagdo para o tamanho desta
OREF seria a existéncia de uma ORF pequena que antecede e se sobrepde a ORF de 450
b na regido 5'UTR desta copia como ja foi reportado para outros genes de 7. cruzi

(Jaeger & Brandao 2011).

O tamanho da regido 5'UTR dos transcritos de calmodulina observados neste estudo foi
de 61-99 b sendo que as formas predominantes mostraram um tamanho maior. Este
tamanho ¢ relativamente grande se levamos em consideracdo que o tamanho médio
reportado para a 5'UTR dos genes de T. cruzi ¢ de 35 b (Campos et al. 2008). Em
eucariotos a regido 5S'UTR varia grandemente entre genes e genomas mostrando um
tamanho estimado de poucos pares de bases a milhares de nucleotideos (Pesole et al.
2001). No caso de T. cruzi, Brandao e Jiang (Brandao & Jiang 2009) mostraram que o
tamanho da 5'UTR varia de 11-526 b em genes que codificam para proteinas.
Igualmente, um estudo de transcriptoma em 7. brucei achou um tamanho médio da
S'UTR de 130nt e variagdo em tamanho de 39-2500nt (Kolev et al. 2010). Por outro
lado, tem sido reportado que genes com fungdes diferentes mostram tamanho de 5S'UTR
diferente. Por exemplo, uma analise do transcriptoma de Candida albicans feito por
RNAseq mostrou que genes com 5'UTR longas estdo envolvidos na regulacdo de
processos biologicos (Bruno et al. 2010). Calmodulina modula inimero processos
biologicos devido a sua diversidade de reconhecimento de alvos e mecanismo de
ativagdo (Hoeflich & Ikura 2002). Portanto, o fato de calmodulina abrigar uma 5'UTR
longa pode ser explicado por sua multiplicidade de ag¢do em diversos processos
biologicos que precisam ser regulados finamente. Por outro lado, as regides intergénicas
em tripanossomatideos estdo sob muita pressao seletiva devido a que muitos elementos
importantes para a regulacdo pos-transcricional da expressdo génica estdo abrigadas

nestes segmentos. De este modo, 7. cruzi em principio ndo pode ter uma regido 5S'UTR
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curta dado que muitos de estes elementos necessarios para modular a tradugdo e

estabilidade dos transcritos deste organismos encontram-se nesta regiao.

No tocante ao tamanho da regido 3'UTR, os transcritos de calmodulina do alelo nao-
Esmeraldo mostraram um tamanho de 246-266nt. O tamanho médio da regido 3'UTR
reportado apds uma andlise do cDNA e regides intergé€nicas foi de 264nt (Campos et al.
2008). Porém, outro estudo determinou um tamanho médio para a 3'UTR de 334nt e
uma variagdo em tamanho de 17-2847nt (Brandao & Jiang 2009). Portanto, os
resultados deste estudo indicam que os transcritos de calmodulina derivados do alelo
ndo-Esmeraldo mostraram regides 3'UTR curtas ou dentro de o tamanho médio
reportado para transcritos deste organismo. Dado que a quantidade de proteina
produzida por um determinado mRNA depende do tamanho da 3'UTR espera-se que
genes com 3'UTR curtas produzam um alto nivel de proteina (Mayr & Bartel 2009). Isto
¢ esperado em genes essenciais como calmodulina que participa direta ou indiretamente

na regulagdo de varios eventos celulares.

Ao menos dois eventos de poliadenilagdo alternativa foram encontrados nos transcritos
de calmodulina da forma epimastigota. No entanto, apenas um evento por copia de
calmodulina foi observado na forma metaciclica. Nos tripanossomatideos existe muita
heterogeneidade nos sitios de trans-splicing e poliadenilagdo, os quais produzem
transcritos com o mesmo potencial codificador mas com UTRs de diferentes tamanhos
(Kolev et al. 2010, Rastrojo et al. 2013). Em relacdo a 3'UTR, os eventos de
poliadenilacdo alternativa em um gene particular geram isoformas com diferentes
estabilidades e eficiéncia traducional (Di Giammartino et al. 2011). Portanto, na forma
epimastigota poderiam estar sendo produzidos transcritos de calmodulina com
diferentes estabilidades mas que em principio produziriam a mesma proteina. Porém,
existe uma diferenca composicional evidente entre as 3'UTRs dos transcritos produzidos
nas diferentes copias o qual poderia também levar a diferencas na estabilidade e de

eficiéncia de tradugao dos transcritos.

Na forma tripomastigota metaciclica o processamento dos transcritos das copial e
copia3d de calmodulina produz mRNA com o mesmo tamanho de 3'UTR. Porém, existe
uma diferenca composicional entre os transcritos da copial e codpia3 que também

poderiam indicar diferencas na estabilidade e traducdo destes transcritos. Em humanos
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uma forma de controlar a disponibilidade temporal e espacial de calmodulina ocorre
pos-transcricionalmente ao nivel da estabilidade do mRNA (Toutenhoofd & Strehler
2000). Na auséncia de um mecanismo de regulagdo da RNA polimerase II, a regulacio
da estabilidade do mRNA representa um mecanismo importante de controle pos-
transcricional em tripanossomatideos (Haile & Papadopoulou 2007). De fato, 50% dos
genes de T. cruzi sdo regulados de esta forma durante o ciclo de vida de T. cruzi
(Minning et al. 2009). Portanto, a produgdo de isoformas com diferentes estabilidade e
eficiéncia traducional poderia ser um mecanismo empregado por 7. cruzi para o controle
da expressaio de calmodulina. Por exemplo, nés observamos diferengas na
predominancia de transcritos na forma epimastigota e tripomastigota. Transcritos da
copia 1 predominaram na forma epimastigota e transcritos da copia 3 na forma
metaciclica. Esta alternancia em predominio deve-se a poliadenilagdo em sitios
diferentes para gerar isoformas com 3'UTRs mais longas nos transcritos da copia 1 da
forma metaciclica. Este fato indica a provavel existéncia de um controle via
estabilidade do mRNA mediante a presenca de elementos de sequencia na 3'UTR que se
ligam a elementos trans especificos. Porém, uma avaliacdo mais exaustiva da frequéncia
dos mRNA usando a 3'UTR nos ajudaria a determinar acuradamente a predomindncia
real de cada variante e a sua contribuicdo para a populacdo total de transcritos de
calmodulina nos estagios estudados. Atualmente técnicas de sequenciamento massivo
como RNAseq permitem determinar acuradamente o nivel de transcritos em uma
amostra determinada e determinar a frequéncia de transcritos com uma abundancia

menor de 1% (Nowrousian 2010).

4

Por ultimo, a calmodulina ¢ um gene essencial e o parasita precisa garantir a sua
expressao durante todo o ciclo de vida. A abundéncia de um grupo de transcritos copia
especifica com regides 3'UTR de composi¢do Unica em determinadas condig¢des
ambientais poderia garantir a expressdo deste gene. Portanto, a expressdo de isoformas
copia especifica de genes essenciais duplicados ou multicopia durante a diferenciagao,
resposta ao estresse ou mudanca de hospedeiro poderia ser mais um mecanismo que o
parasita utiliza para garantir a sua sobrevivéncia. Isto representaria mais uma vantagem
resultante do processamento de genes multicdpia ou de poucas copias que garante a
existéncia de alternativas funcionais em termos de UTRs, o que assegura a expressao

constitutiva de genes em condi¢cdes ambientais diferentes.
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6. Conclusoes

>

As regides nao traduzidas do gene de calmodulina mostraram variagdes copia
especifica e alelo-especifica que permitiram identificar transcritos procedentes

de diferentes copias e alelos do locus de calmodulina de 7. cruzi.

A existéncia de varios sitios de trans-splicing e poliadenilagdo alternativa no
locus de calmodulina da cepa Y e CL-Brener contribuem para a geracdo de
varias isoformas de cada copia do locus com fases abertas de leitura do mesmo

tamanho mas com UTRs de diferente tamanho e composicao.

As formas predominantes das copias de calmodulina em ambas cepas mostraram
regides S'UTR longas. Isto ¢ caracteristico de organismos cujos elementos de
sequencia e sinais de processamento vinculados a regulagao pos-transcricional

da expressdo génica estdo abrigados nas UTRs e espacgadores intergénicos.

As regides 5S'UTR das formas mais abundantes de calmodulina sdo resultado do
uso do primeiro dinucleotideo AG préximo ao trato de polipirimiridina durante o
trans-splicing. Isto concorda com a teoria que sustenta a utilizacdo do primeiro
AG pelo spliceossomo durante o escaneio da regido intergénica do RNA

precursor.

Durante o processamento da regido 5'UTR dos transcritos de calmodulina sdao

utilizados com pouca frequéncia dinucleotideos AG cripticos resultado da

possivel interagdo bem-sucedida de este sitios com o spliceossomo.

Os eventos de Poliadenilagdo alternativa ocorridos durante o processamento dos
transcritos das copias de calmodulina produziram formas alternativas com
regioes 3'UTR curtas. Isto ¢ tipico do processamento de genes constitutivos que

produzem alta quantidade de proteina.

O processamento dos transcritos do locus de calmodulina na cepa Y e clone CL-

Brener produz formas alternativas de cada copia com diferentes frequéncias
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relativas intercopia e intracopia indicando que o controle pos-transcricional da
abundancia dos transcritos tem um papel importante na regulacdo da expressao

de calmodulina como ja foi descrito para 50% dos genes de 7. cruzi.

A auséncia de transcritos da copia 2 nas formas amastigota e tripomastigota da
cepa Y e a forma tripomastigota metaciclica de CL-Brener indica que estes
transcritos tém uma vida média muito curta, sendo possivelmente resultado da
presenca de motivos de sequencia ou estruturais desestabilizadores nas suas

UTRs.

A observacao de eventos de trans-splicing que truncam a fase aberta de leitura
de 207 aminoacidos previamente anotada para o alelo ndo-Esmeraldo de CL-
Brener indica o uso de uma fase de leitura de 450nt contida dentro desta para
produzir uma proteina de 149 aminoacidos que confere com o tamanho

previamente reportado para calmodulina em outros tripanossomatideos.

A proporcao abrumadora de 9 para 1 de transcritos do alelo ndo-Esmeraldo sobre
transcritos do alelo Esmeraldo na forma epimastigota e a auséncia completa de
transcritos do alelo Esmeraldo na forma tripomastigota metaciclica indica a
existéncia de um desequilibrio alélico na expressdo de calmodulina no clone CL-

Brener.

A alternancia em predominio de transcritos de diferentes copias identificada
quando comparado transcritos da forma epimastigota e tripomastigota
metaciclicos de CL-brener constata que uma forma de garantir a expressao de
genes constitutivos multicopia durante o ciclo de vida do parasita seria a
expressao de isoformas copia-especifica resultantes da diversidade funcional em
termos de UTRs produzida pelo processamento do locus em resposta a

diferentes condi¢des e sinais ambientais.
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8. Anexos
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## tsfs.pl options

# 454 RUN identifier (it will be helpful to organize the outout for multiple runs)
# In case of multiple runs analysis.
454_RUN_IDENTIFIER mondsee

# Adapter B sequence in 5' to 3' direction

# If there is no Adapter B, then leave this field blank
ADAPTER_B_SEQUENCE

ADAPTER B_SEQUENCE

# Sequences with N filtering
# To filter reads with Ns give 1 and to avoid filtering put 0 or leave this field blank
SEQUENCE_WITH_Ns_FILTERING 1

# Sequences to be removed with minimum copy number in whole data set: 1
# To skip the removal of least frequent sequences put 0
SEQUENCE_COPY_NUMBER 0

# Number of samples present in whole sequence deta set: 4
# If the whole data set contains single sample then put 1
SAMPLE_COUNT 4

#Maximumread read length before primers clipping: 1000
# If there is no upper length limit, then leave this field blank
UPPER_SEQUENCE_LENGTH CUTOFF FOR PRIMER CLIPPING 1000

#Minimum read length before primers clipping: 200
# If there is no lower length limit, then leave this field blank
LOWER_SEQUENCE_LENGTH CUTOFF FOR PRIMER_CLIPPING 200

#Sequence length adjecent to forward and reverse primers to check homopolymer mutation: 8
SEQUENCE_LENGTH_TO_FIND HOMOPOLYMER MUTATION 8

#Forward primers sequence: AACTAACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG
# If there is no Forward primer(s), then leave this field blank

FORWARD PRIMER AACTAACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG
FORWARD_PRIMER

FORWARD_PRIMER

#Reverse primers sequence in 5' to 3' direction: CTGGAATTACCGCGGSTGCTG
# If there is no Reverse primer(s), then leave this field blank

REVERSE PRIMER

REVERSE PRIMER

REVERSE_PRIMER

#Minumum average quality score: 25
# If there is no Quality score filtering, then leave this field blank
AVERAGE_CUTOFF QUALITY VALUE 30

# barcode Sample Name Sample Identifier tag
BARCODE Samplel ACGAGTGCGT
BARCODE Sample2 ACGCTCGACA
BARCODE Sample3 AGACGCACTC
BARCODE Sample4 AGCACTGTAG

#tsfs.pl output sub directory
TSFS_OUTPUT_DIRECTORY tsfs-output

Anexo 1: Opgdes utilizadas no aplicativo CANGS para a analise da qualidade das
sequencias obtidas, remocao dos adaptadores, barcoding, e sequencias de baixa
qualidade apds o pirosequenciamento.

96



Anexo 2: manuscrito provisério do primeiro artigo redigido usando os
dados gerados no estudo.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is a protozoan parasite that moves between two hosts, an
invertebrate (triatomine hematophagous insects) and vertebrates ones
(mammals, including man). Jumping from host to host implies that the parasite
will suffer a series of transformations induced by temperature and
environmental shifts, and these transitions can influence the mRNA processing
of particular genes. For example, low copy genes like calmodulin, which is
present in three tandem arrayed copies in Trypanosoma cruzi genome, may
undergo alterations in the balance of the monocistronic mMRNA from the three
copies during life stage transition. This raises the question of which feature is
prevalent in each life stage, e. g., the copy abundance, ends of mMRNA etc. To
address this question we carried out a §' UTR based analysis of the processed
mMRNA of calmodulin gene in three T. cruzi life stages: epimastigote, cell derived
trypomastigote and amastigote. By using an RT-PCR followed by amplicon
pyrosequencing we showed that the calmodulin 5' UTR from each life stage
differs in base composition due to multiple sites of trans splicing, and that the
mMRNAs from the calmodulin copy 1 are the most frequent ones in comparison
to the two other copies. An analysis of the high probability base pairs in mfe
predicted secondary structures of 5' UTR segment from each copy shows that
the transition from epimastigote to trypomastigote to amastigote does not
change the amount of stable (highly probable paired bases) canonical helices in
the thermodynamical ensemble of structures. The data presented here
demonstrate that for an essential and low copy gene as calmodulin, features
such as §' UTR composition, mRNA frequency and copy processing varies

among the T. cruzi developmental stages.
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KEY FINDINGS
=>» The final MRNA from the calmodulin gene tandem copies differ in 5' UTR
composition in three T. cruzi developmental stages.
=>» calmodulin mRNAs are differentially processed in T. cruzi developmental
stages
= The frequency of the final MRNA sequences is ranked as copy >1 copy 2
> copy 3
= copy 1 mRNA decreases as amastigote > epimastigote > trypomastigote
= copy 2 mRNA abundance is approximately equal for all developmental
stages.
= copy 3 mRNA abundance decreases as trypomastigote > epimastigote >
amastigote
=> The amount of trans splicing sites varies both among the calmodulin
copies and developmental stages.
=> All calmodulin 5' UTR possess a high probability segment containing

both unpaired and paired bases near to start codon.

1.INTRODUCTION

Trypanosoma cruzi is a protozoan parasite that is responsible for
Chagas disease, a highly prevalent disease in most Latin America countries
(Coura et al. 2014)[1]. Though T. cruzi is typically a eukaryote, it displays

unusual features like polycistronic transcription, absence of introns in most of
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genes and processing of protein-encoding RNA by the mechanism of trans-
splicing coupled to polyadenylation (Araujo and Teixeira 2011)[2]. As a parasite
T. cruzi accomplishes its life cycle by moving from invertebrate (hematophagous
triatomine) to vertebrate hosts (mammals, including man) (Coura 2014)[3]. This
transition submits the parasite to physical and chemical shifts that includes wide
variations in temperature, osmotic and environmental pressure. For instance, by
moving from the triatomine intestine (epimastigote and metacyclic
trypomastigote stages) to vertebrate bloodstream, T. cruzi undergoes a
temperature shift from 22 — 25 °C to 37 °C. In some cases this shift may
represent a figure higher than 25 °C degree variation, as it happens with
infected Triatoma infestans in certain parts of Bolivia Andean Valleys, where the
average annual temperature is 16 °C (Cortez et al. 2007)[4]. Recent data on
trypanosome transcriptome points out that the processing of the primary
polycistronic transcript from tandem arrayed genes might generate several
variants of the corresponding monocistronic mRNA, mainly due to the use of
additional sites of trans-splicing and polyadenylation (Nilsson et al. 2010)[5].
One question emerging from these events is related to secondary structure
alterations the 5' UTR may undergo during the stage transition, that is, does this
change represents more or less structural diversity for all variants mRNA
transcribed from a tandem arrayed gene? Taking into account that life stage
transition in T. cruzi leads to wide alterations in morphology and physiology of
the parasite, an approach to address the question above could be based on the
compositional changes in UTR of a tandem arrayed gene like calmodulin, which
has been reported to undergo UTR compositional variations in trypanosomes

(Tschudi et al. 1988)[6]. In T. cruzi CL Brener reference genome and other
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strains as well the calmodulin gene is organized as low copy locus displaying
three copies in tandem (genome information available at www.trytripdb.org).
Considering the facts and question above mentioned, we evaluated in this work
the final MRNA frequency and compositional alterations of the calmodulin 5'
UTRin T. cruzi Y strain developmental stages: amastigote, epimastigote and
infected cells derived trypomastigote. We aim to get more information about the
contribution of each copy to final calmodulin mMRNA pool as well as the changes
in composition and structure in the 5' UTR during the stage transition.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 T. cruzi developmental stages

T. cruzi Y strain epimastigotes were cultivated at 28 °C in brain hearth
infusion (BHI) (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA) medium
supplemented with of 10% of heat-inactivated fetal bovine serum (Life
technologies, Grand Island, USA). All experiments were performed with
parasites recovered from mid-log phase cultures. At least 2x 10 epimastigotes
were recovered by centrifugation at 3,000 rpm for 10 min and washed three
times with PBS. Then, the pellet were mixed with 1 mL of Trizol (Life
technologies, Grand Island, USA) and stored at -80 °C. Trypomastigote and
amastigote were obtained according to Santos et al. 2009[7]. Briefly, five tissue
culture flasks were inoculated with 250 pL of RPMI medium containing 2x 108
cells of Y strain. Ninety-six hours after infection, trypomastigotes were
recovered from the tissue culture by centrifuging the RPMI medium at 4,000
rpm for 10 min and washing the parasite cells three times with PBS.
Trypomastigotes were finally suspended in 1 mL of Trizol. To collect the

amastigotes, 18 mL of fresh RPMI was added to each tissue flask and after five
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days the medium RPMI from each flask was collected and centrifuged at 8,000
rpm for 10 min. Afterward the supernatant was centrifuged again at 2,000 rpm
for 10 min and the presence of amastigote in the pellet was evaluated by
microscopy. The pellet was suspended in 1 mL of Trizol and stored at -80 °C.
2.2 Total RNA extraction

RNA extraction was carried out following manufacturer instruction with
minor modifications. Briefly, 100 pL of chloroform was mixed with the Trizol
mixture that was hand homogenized eight times and centrifuged at 12,000 g for
15 min. Afterward, the supernatant was recovered and washed twice with the
same volume of Chloroform and centrifuged at 12,000 g for 10 min. The RNA
was precipitated by mixing equal volume of the supernatant with Isopropanol
(v/v) and centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. Subsequently, the RNA pellet
was washed once with 1 mL of 75% of ethanol and centrifuged at 8,000 rpm for
5 min. Lastly, the pellet was resuspended in 30 yL of water and stored at -80 °C.
2.3 RT-PCR and Pyrosequencing of the 5'UTR

To obtain the frequency of each mRNA sequence and simultaneously
determine all the 5'UTR in calmodulin mRNAs a pyrosequencing reaction was
set up. Firstly, we designed an RT-PCR using primers to the spliced leader and
calmodulin ORF and a specific bar-coding for the life stages to (table 1). Two
micrograms of RNA was used from each developmental stage to produce cDNA
using 2 U of Super Script Il (Life technologies, Grand Island, USA), 500 nM of
the anchored primers T(13)A, T(13)G, T(13)C, 5 mM of dNTPs (GE Healthcare,
USA), 4 pL of 5x first strand buffer, 1 yL of 100 mM DTT and 40 U of
RNaseOUT (Life technologies, Grand Island, USA). The first strand synthesis

was performed at 50 °C for 90 min and then the enzyme was inactivated for 15
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min at 70 °C. The PCR was carried out using 1 U of Taq polymerase platinum
(Life technologies, Grand Island, USA), 2 mM of Magnesium Chloride, 200 uM
dNTPs, 5 uL of 10X buffer, 100 nM of primer sense and anti-sense and water to
complete 50 pL. The PCR was performed at 94°C for 2 min follow by 35 cycles
of 97 °C for 15 s, 60 °C for 20 s, 72 °C for 30 s and a final extension of 72 °C for
7 min. All products were visualized in agarose gels stained with GelRedTM
Nucleic Acid gel stain (Biotium Inc, Hayward, USA). The amplicons were
purified using the commercial kit Agencourt AMPure XP — PCR Purification
(Beckman Coulter, USA) following manufacturer instructions. The quantification
was performed using the fluorimetric assay Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay
Kit (Life technologies, Grand Island, USA). The emulsion — PCR and
pyrosequencing were carried out at the high-throughput sequencing facility of
the Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz according to emPCR Amplification Method
Manual-Lib-L and Sequencing Method Manual for 454 GS Junior (Roche).
2.4 Sequence quality assessment

The sff file (454 GS Junior output) was converted to a fastQ file using the
program sff2fastq (github.com/indraniel/sff2fastq). The fastQ programs
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) were used to perform the
primary quality assessment of the reads. We used the program CANGS
(Pandey et al. 2010)[8] to both discard the poor quality sequences, bar coding,
primers, adapters of Lib-L, and to separate each sequence set by their
respective bar-coding. The sequences obtained here have been submitted to
Sequence Read Archive (SRA) of Genbank-NCBI under accession codes:
Experiment: SRX734426, Run: SRR1614234.

2.5 Identification of the calmodulin mRNAs
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To identify both the calmodulin mRNA from each copy and the respective
5'UTR, the entire sequence of the calmodulin locus from CL Brener Esmeraldo
haplotype was retrieved from tritrypDB (www.tritrypdb.org). Two hundred bases
upstream of the start codon from each copy were used to perform sequence
alignments through Clustal Omega in the UGENE package
(http://ugene.unipro.ru/). Though the CL Brener clone and Y strain have been
allocated to different T. cruzi DTUs (DTU VI for CL Brener and DUT Il for Y
strain,) (Zingales et al. 2009)[9], the tandem arrangement of the calmodulin
gene is the same in T. cruzi strains belonging to different DTU. The invariable
tandem arrangement of this gene was demonstrated by PCR amplification of its
intergenic regions, whose length remained constant for all analyzed strains
(Brandao & Fernandes, 2006)[10]. To determine the frequency of mMRNA
sequence from the respective copies, we counted the number of distinct reads
originated in each copy, and calculated the ratio of single mRNA species per
total mMRNA read count from each copy.

2.6 Paired bases in the predicted minimum free energy (mfe) secondary
structure

Sequences corresponding to complete 5' UTR (including the 39 nt
spliced leader) were separately assembled, and then submitted to the RNAfold
web server for the prediction of the base pair probabilities in the (mfe) structure
(Gruber et al. 2008) [11]. RNAfold is available via the viennaRNA Web Services
(http://rna.tbi.univie.ac.at/). All sequences were folded under the default
parameters of the RNAfold web server.

3. RESULTS

According to T. cruzi CL Brener Esmeraldo haplotype genome sequence
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available in the tritrypDB, the calmodulin locus is organized as three tandem
copies with 450 bases open reading frame (orf) (149 aa). Figure 1 exhibits a
diagram of this locus, which is displayed in the opposite direction to that of
published genome sequence. Only for this work purpose, the calmodulin copies
were arbitrarily designated as copy 1, 2 and 3, based upon the length of the
intergenic spacer that separates each copy as follows: copy 1 and copy 2 are
separated by a 1,388 b segment and copy 2 and copy 3 are separated by a 702
b one. Five point mutations occur among the three orf, but only one results in
amino acid change (orf nucleotide position 117 A — T, aa position 39 P — S).
The copy 1 5' UTR sequence alone is sufficient to distinguish it from the two
other ones. However, because the 5' UTR is virtually identical in copy 2 and 3,
we additionally used the point mutation in nucleotide position 69 of the orf to
identify the origin of each mRNA in the last two copies. The variability of
calmodulin final mMRNA among the stages amastigote, epimastigote and cell
derived trypomastigote can be assessed by five features: 1) mRNA frequency
from each copy; 2) copy processing in each developmental stage; 3) number of
trans-splicing sites; 4) 5' UTR composition, as defined by the number of variant
mRNAs originating from additional trans-splicing sites; 5) segments containing
high probability base-pairing (or unpairing) in the predicted mfe structure of the
5' UTR.

3.1 Relative frequency of the final mMRNA and copy processing in each life stage
Figure 2 shows the frequency of the calmodulin final mMRNA per copy in each
developmental stage. Copy 1 accounts for most of mMRNA detected in all stages,
with sequence frequency ranging from 60% to 72%. Amastigote exhibits the

highest sequence abundance. The mRNA from copy 2 and 3 falls below 20%.
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While for copy 2 all stages present approximately the same frequency, for copy
3 the mRNA abundance is: amastigote < epimastigote < trypomastigote.
After polycistronic transcription and processing we would expect to get
monocistronic mMRNA from each copy at equal frequency, i. e., there would be
no variation in the final count for each final mMRNA. The above data indicate that
the processing of the original polycistronic mMRNA containing the three
calmodulin copies yields variable amounts of the corresponding monocistronic
mMRNA for the life stages analyzed here. Thus, transcripts from the three tandem
calmodulin copies are unequally processed in T. cruzi developmental stages.
3.3 Additional trans-splicing sites

The figure 3 shows the total counts of the trans splicing sites. As expected the
most abundant variant mMRNAs come from trans splicing sites defined by the
canonical dinucleotide AG. The low frequency mRNAs have been defined by
non canonical trans splicing sites like CG, CC, CA, TG. Again, there are
significant variations among the developmental stages. Even though there are
multiple trans splicing sites in copy 1, it is the only one that does not vary by
amount or location of the trans splicing sites among the stages. Considering all
copies together, the multiple sites of trans splicing allow the developmental
stages to select specifically one or more sites, thus generating exclusively
processed variant mRNA. Table 2 lists the exclusively variants mRNA for each
stage. This event occurs particularly in copies 2 and 3.

3.4 5' UTR composition

As shown in fig. 1 and 5, by moving the trans-splicing site to another position T.
cruzi yields variant mMRNAs with different length and composition. One relevant

effect of this movable trans splicing site is the arising of sequence elements or
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segments with functional implications. For instance the epimastigote and
trypomastigote stages share a 157 bases copy 3 variant mRNA that contains an
additional AUG codon that gives rise to a 74 aa upstream orf (uorf) overlapping
the main one (in fig. 5 the blue line rectangle partially highlights this segment in
5' UTR sequence). Since the additional trans splicing sites in the copy 3
generates other variant 5' UTR without any uorf, there is a chance that
exclusively in these two developmental stages this uorf might be translated. In
MRNAs from copy 2 a similar uorf also exists in the longer 5' UTR, however the
length of the predicted peptide is shorter (40 aa). In copy 1 mRNAs no uorf was
observed in the 5' UTR.

3.5 High probability paired bases in the thermodynamical ensemble of the
secondary structure

The events of additional trans splicing lead to a wide range of length variation in
the final MRNA (table 3 and figure 4). Length variation implies that many
secondary structures for the 5' UTR are possible, and unless they are
specifically selected to be recognized by a protein or set of proteins, these
mMRNA might assume one or more structural configurations out of millions
possible (Ding and Lawrence 2003)[12]. Having thus obtained the mRNA
sequence frequency for each developmental stage as well as the respective
position of the additional trans splicing sites, we asked whether the variable 5'
UTR length is directly related to the degree of structured sequence in each
stage. To address this question we have used one reliability measure of the
RNAfold software: colorized base pairing probabilities for each of the variant 5'
UTR. As shown in fig. 5, the spliced leader (sequence in black letter) may

assume different configurations with varied number of base pairs. The most
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stable ones (high probability in red) occurs in the 5' UTR of intermediate length
(104- 150 nt).The most frequent calmodulin mMRNAs (yellow letters) are within
this length range and the paired bases (stems) of the spliced leader are closer
to beginning of 5' UTR. Apparently, the thermodynamically stable segments in
the 5' UTR of calmodulin mRNA do not change the amount of paired bases with
either the frequency of the processed transcript or the additional trans splicing
sites used to process the primary mRNA. It is also worth noting that the different
length and sequence abundance of variant mMRNAs in each developmental
stage do not affect the formation of a stem loop in a high probability 41 bases
segment that is near to the start codon (black line rectangle in fig. 5). A4 bases
pair canonical helix, an interior loop and hairpin loop with 2 base pairs stem are
formed in all sequences regardless of the altered nucleotide composition (by
additional trans splicing signal). The mfe predicted structure for this segment is
shown in fig. 6.
4. DISCUSSION

The expression of duplicated or multicopy genes raises the question of
how variable the final mMRNA from each gene copy might be along the life cycle
of an organism. In the case of T. cruzi, which exhibits three calmodulin copies in
its genome, this question can be formulated like this: are the final mMRNAs from
these three copies equally processed in all developmental stages? The results
we have presented here indicate that calmodulin mRNAs are differentially
processed in the analyzed T. cruzi stages, and for this assessment four features
have been taken into account: mMRNA frequency in each copy (feature 1:
amount), variation in the copy expression pattern (feature 2: copy balance), the

number of trans splicing sites (feature 3: composition), and length of the §' UTR
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(feature 4: high probability paired bases). While we have not investigated here
the factors behind these changes during the life stage transition, we
nonetheless guess on two possibilities that might account for these events: a)
the nucleotide composition varies along the primary transcript, and there might
be differences in abundance and predominance of the final mMRNA of a
particular gene or group of genes (Clayton, 2014)[13]; b) additional sites of
trans-splicing selected for each copy in the primary transcript might generate a
myriad of MRNA species displaying slightly variations in composition of 5' UTR
(the same phenomenon may also occur with the 3' UTR).

T. cruzi developmental stages may be alternatively defined as evolutionary
adaptations of the parasitic gene circuitry to specific environmental changes
(temperature, pH, nutrient availability etc). Therefore variations observed
among the processed mRNAs from calmodulin copies might be related to the
mechanism of post-transcriptional control used in each of these stage
transitions. The multiple trans splicing sites are responsible for compositional
variations observed in transcripts from all stages. But the trans splicing event
(and the polyadenylation as well) is dependent on the activity of cis and trans-
elements (D’Orso and Frasch, 2001[14]; Bayer-Santos et al. 2012[15]). The
asymmetric frequency of the transcript set in each stage might also be one
mechanism that T. cruzi life stages use to fine tuning the cis and trans elements
that depend on particular UTR composition (Clayton, 2014)[13]. The 3' spliced
sequence used to generate the 5' UTR in all copies was the first AG
dinucleotide downstream a nearby polypyrimidine rich region. Other proximal
AG were also observed downstream the main trans splicing site. This is in

agreement with evidence indicating that downstream AG is required for efficient
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trans-splicing at the upstream AG site (Siegel et al. 2005)[16]. Evidence on
calmodulin transcription in T. brucei indicated that all copies were expressed
and polyadenylated in dissimilar sites, producing different 3' UTR from each
copy (Tschudi and Ullu, 1988)[17]. Considering that T. cruzi developmental
stages have been evolutionarily selected to live in very different environments, it
is reasonable to think of a particular mMRNA set for each stage. In fact, no life
stage gives rise to mRNAs from a unique calmodulin copy, instead they
asymmetrically generate mRNA from at least 2 two copies. This sums up to the
multiple sites of trans-splicing and polyadenylation that slightly change the
composition of the final mMRNA.

RNA molecules (particularly mMRNA) may assume several configurations,
and do not necessarily exist as a unique (most thermodynamic stable)
secondary structure under cell physiological conditions (Ding and Lawrence,
2003)[12]. Thus, instead of looking at a predicted secondary structure, it is more
informative to look at paired base segments (helix) that occur more frequently in
the thermodynamical ensemble of low free energy structures. These high
probability paired base segments are certainly to be present in the actual
secondary structure for that RNA (Mathews et al. 2010). In the case of tandem
array gene, like calmodulin in T. cruzi, the maintenance of a segment containing
both high probability single (unpaired) and paired bases in all variant 5' UTR
during the transition from one life stage to another indicates that there is no
change in the possible function these parts of the mRNA might have under all
environmental stress associated to parasitic life style. The demonstration that a
highly probable structured segment in the 5' UTR is kept unchanged while T.

cruzi goes from one stage to another does not prove that this segment really
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works as 'secondary structure' element. Nonetheless, this evidence suggests
that the calmodulin 5' UTR is resilient to the enormous changes T. cruzi faces to
accomplish its life cycle.
5. CONCLUSIONS

All the he observed alterations in mMRNA frequency, length and
composition of the 5 'UTR provide a pathway to functional diversity in T. cruzi
through variable processing of the calmodulin locus primary transcripts.
Therefore, transcription of this small and essential gene is not a simple process
of conveying information from DNA to RNA to protein but rather it might be part

of a mechanism for adaptation to extreme environmental variations.
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LEGEND TO FIGURES

Fig. 1. Graphic representation of T. cruzi calmodulin locus. The locus displays
three copies, separated by two intergenic segments of 1,338 and 702 bases.
Blue box represents the orf, and colored bars represent the variant 5' UTR that
results from the multiple trans splicing sites as detected in three developmental

stages: amastigote, epimastigote, and cell derived trypomastigotes.

Fig. 2. Per copy frequency of the calmodulin final mRNA from T. cruzi
developmental stages, strain Y, after pyrosequencing of an amplified 5' UTR
containing cDNA fragment.

ama = amastigote, epi = epimastigote, trypo = trypomastigote

Fig. 3. Number of trans splicing sites per copy in the 5' upstream sequence of
calmodulin locus in T. cruzi developmental stages. Sites were identified by
aligning the 5' UTR containing cDNA sequences from each developmental
stage to reference genomic sequence (T. cruzi CL Brener Esmeraldo

haplotype).

Fig.4. mRNA sequence frequency and 5' UTR length (without spliced leader) for

each calmodulin copy in T. cruzi developmental stages.

Fig. 5. RNAfold predicted mfe structure with base pairing probabilities for the
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calmodulin 5" UTR variant in T. cruzi developmental stages. All 5' UTR
sequences (white letters) were folded with joined 39 nt spliced leader,
represented by black letters. Below each sequence is the predicted mfe
structure in vienna format (dots and brackets), where dots are single bases and
brackets the paired ones. Colors refer to probability of base pairing or unpairing
(single base). Red segments contains the paired (or unpaired) bases of the
highest probability. Sequences in yellow represents the 5' UTR from the most
frequent MRNA. Inside the black rectangle is the structured sequence that
remains constant to all calmodulin 5' UTR. Blue line rectangle marks the 5' UTR

that exhibit upstream orf (uorf).

Fig. 6. RNAfold predicted mfe structure of the high probability 41 nt segment
common to all calmodulin 5' UTR in T. cruzi developmental stages. The
secondary structure is visualized with Forna package available vienna web

server.

Table 1. Fusion primers used to amplify the 5' UTR of the calmodulin transcripts
and to perform Pyrosequencing.

Adapter A Sequence Bar-coding Mini-exon Sequence Life Stage
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGCTCGACA AACTAACGCTATTATTGATACAGTT Amastigote
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACGCACTC AACTAACGCTATTATTGATACAGTT trypomastigote
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCACTGTAG AACTAACGCTATTATTGATACAGTT Epimastigote

Table 2.

Exclusive variant calmodulin mRNA in T. cruzi life stages
amastigote epimastigote trypomastigote

copy 1 0 0 0

copy 2 4 2 1

copy 3 0 0 2
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Table 3.
5' UTR length range (nt) in the final calmodulin mRNA

Max (nt) Min (nt) Variation (%) average length GC %

copy 1 127 93 26.8 112 34
copy 2 179 100 441 145 40
copy 3 157 101 35.7 132 39
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Anexo 3: Manuscrito do segundo artigo redigido usando os dados gerados no estudo.
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Abstract

Studies on metacyclogenesis rely on the in vitro transformation of epimastigotes into
metacyclics trypomastigotes. This approach permitted assess important biological
features as changes in proliferation, cell morphology, membrane components and
differential gene expression. The major drawback of this methodology is the selective
isolation of specific strains or clones of 7. cruzi. Herein, we used a straightforward
method to purified metacyclics from pooled hindguts of triatomines and the use of BSA
as RT-PCR facilitator to circumvent the blood-derivate inhibitors to detect a gene

specific transcription.

Methods

We purified trypomastigote direct from hindguts of experimentally infected Rhodnius
neglectus and engineered a RT-PCR approach to amplified calmodulin 3'UTR using
BSA as RT-PCR facilitator.

Results

We were able to circumvent RT-PCR inhibition and detect successfully calmodulin
transcript direct from pooled hindguts using the approach described here.

Conclusions

The method presented herein would help to assess target specific gene expression of 7.
cruzi metacyclics purified from hindguts in any epidemiological setting.

Key words

Trypanosoma cruzi, Rhodnius neglectus, transcript detection, calmodulina, inhibitors

Introduction
The process of Trypanosoma cruzi metacyclogenesis involves the transformation of

noninfective epimastigote into metacyclic trypomastigotes, which are the pathogenic
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form. This transformation ensures the steadiness of 7.cruzi cycle in any epidemiological
setting. Therefore, initiatives encompassing molecular target derivate from this

important process might aid to interrupt the transmission of the parasite.

Currently, all studies on metacyclogenic rely on in vitro differentiation of epimastigote
into trypomastigote. This approach permitted assess important biological features as
changes in proliferation, cell morphology, membrane components and differential gene
expression (Yoshida 1983, Contreras et al. 1985, Tomas et al. 1997, Avila AR,
Dallagiovanna B, Yamada-Ogatta SF, Monteiro-Goes V, Fragoso SP, Krieger MA 2003,
Yamada-Ogatta et al. 2004, Elias et al. 2007). However, current methodologies to
differentiate epimastigote depend on the isolation and posterior adaptation of 7. cruzi to
axenic cultures implying the selection of specific population of the parasite.
Consequently, studies that rely on in vitro transformation may not embrace all natural
population of T.cruzi found in a particular triatomine specie, thus, they might lead to

conclusions based upon a selective group of natural strains or clones of the parasite.

One particular characteristic that might be underestimated by currently approaches is
the parasite stage-specific gene expression. Morphological and Biochemical changes
during metacyclogenesis are supported by specific stage-regulated gene expression
program. Expression of molecules important for cell-invasion, immunity evasion and
parasite survival in mammalian host are triggered during metacyclogenesis (Tomas et al.
1997, Carmo & Araya 1999, Avila AR, Dallagiovanna B, Yamada-Ogatta SF, Monteiro-
Goes V, Fragoso SP, Krieger MA 2003, Cordero et al. 2008). Methodologies capable of
purified metacyclics direct from insect rectum also would aid to assess populational
local gene-expression and thereby might shed light on regulation of essential genes for

parasite survival.

Metacyclogenesis occurs in the insect rectum where important changes in pH,
osmolality, ions and protein/amino-acid composition as well as hemoglobin-derivate
insoluble products might affect any strategy to assess local gene-expression (Kollien &
Schaub 2000). However, the presence of PCR-inhibitors in triatomines gut make it
difficult to use molecular tools to survey genetic characteristics of the parasite such as

stage-specific gene-expression. Cell blood components as lactoferrin, hemoglobin and
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its degradation products are known to have an inhibitory effect on commercial taq
polymerases used to routine diagnostic (Al-Soud & Radstrom 2001). Both low-
molecular-mass inhibitors are normal components of mammalian blood cells, animals
where insect bugs generally feed on. Therefore, any strategy using molecular tools to
study biological characteristics of both blood-sucking bugs and parasite must take into

consideration these inhibitors.

Herein, we describe a straightforward method to purified metacyclics direct from insect
rectum and the use of a PCR-facilatator to circumvent the inhibitory effect of blood cell

components on in vitro transcription.

Methodology

Parasite culture
Epimastigote form of 7. cruzi Clone CL Brener were culture at 28°C in brain hearth

infusion (BHI) medium (Warren 1960) supplemented with of 10% fetal bovine serum.

All experiments were performed with parasites recovered from mid-log phase cultures.

R. neglectus Infection
Eighty instar nymphs of R. neglectus (4™ stage), previously fasted for approximately 20

days were infected with the strain CL Brener. The infection was carried out by mixing
citrated blood of rabbit with the epimastigote form of the parasite (2 x 10 7 parasites).
The blood mixture was placed in an artificial feeder at 37 °C and offered to the nymphs
monitoring the blood-take closely for about two hours. Only fully engorged insects were
used in the assay. Until the experiment day, insects were feeding on chickens (Gallus

gallus) biweekly.

Dissection of Adult forms and complement mediated lysis of epimastigotes

After six month, sixty-six adults of R. meglectus were dissected in petri dishes
separating the ampoule rectal from the whole insect body and the ampoules then were
poured in a 1.5 ml tube with 500ul of PBS. Subsequently, the ampoules were grounded
in PBS using a 200 pl pipet and the insoluble material centrifuged at 1000 rpm for 5
minutes. After centrifugation, the supernatant containing both epimastigote and
metacyclic stages of T.cruzi were placed in another 1.5 ml tube, centrifuged at 12,000

rpm for 10 minutes and the recovered pellet washed three times with PBS at the same
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time and spin. Afterward, the pellet was resuspended in 200 ul of PBS and metacyclics
were purified by lysing epimastigotes with 40 pul of fresh guinea pig serum at 37°C for
45 minutes. Then, metacyclic forms were washed three times at 12000 rpm for 10
minutes and the pellet resuspended in 500 ul of Trizol (Life Technology).

Total RNA extraction

RNA extraction was carried out with Trizol following manufacturer instruction with
minor modifications. Briefly, 100 uL of chloroform was mixed with the trizol mixture
that was homogenized by hand eight times and centrifuged at 12,000 g for 15 minutes.
Afterward, the supernatant was recovered and washed twice with the same volume of
Chloroform following centrifugation at 12000g for 10 minutes. The RNA was
precipitated by mixing equal volume of supernatant with isopropanol (v/v) and
centrifuging at 10,000g for 10 minutes. Subsequently, RNA pellet was washed once
with 1 ml of 75% of ethanol following centrifugation at 8000g for 5 minutes. Lastly, the

pellet was resuspended in 30ul of water and stored at -80 °C until used.

RT-PCR (RACE)

Template DNA was removed by digestion with RQ1 RNase-free DNase (Promega) and
reverse transcription was performed from 7ul of total RNA using 400 units of Super
Script 1II Reverse Transcriptase (Invitrogen), SmM of the anchored primer 5°-
GCGACTCCGCGGCCGCG(T)18-3", 0.1M of DTT, 40 units of RNAse OUT
(Invitrogen), 4ul of First Stand buffer, 0,5 mM of dNTPs and 0.4% (v/v) of BSA.
Complementary DNA (cDNA) was synthetized for two hours at 50 °C.

To amplify the 3’UTR region from the Calmodulin transcripts we engineered a semi-
nested PCR approach combining primers directed to the ORF of Calmodulin gene and
antisense primers specific to the anchored used to synthetizes the cDNA. First PCR
reaction was carried out in a final volume of 50ul containing 5 pl de cDNA, 200uM of
dNTPs, 3mM of MgSO4, one unit of Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Applied Biosystem), Sul of High fidelity buffer and 200 nanomoles of both primer
CalMf 5'-TCAACTGTCCAACGAGCA-3" derivate from Calmodulin ORF and
antisense primer Anc: 5-'GCGACTCCGCGGCCGCG-3'. Samples were amplified
through 40 cycles of 96°C for 30s, 63 for 30s, 72°C for 30s and a final extension at 72°C
for 7 minutes. The second PCR-reaction was carried out using the same reagents

concentration but adding 2% of DMSO. To do so, it was used the primer Anc as
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antisense and the primer OAD 5'-ACGAAGGAGCTCGGCACGGTGA-3' that target
calmodulin ORF under the following condition: 35 cycles of 96°C for 30s, 66 for 30s,
72°C for 30s and a final extension at 72°C for 7 minutes. Amplified products were
cloned using pGEM®-T Easy Vector System (Promega) following manufacturer
recommendations and all plasmids were purified by Midi-prep. Purified plasmids were
sequenced by Sanger protocol with BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystem) according to manufacturer instruction.

Sequences Analysis
The electropherogram editions, plasmid trimming-off and sequences alignments using
the Clustal algorism, were performed in the Bioinformatics’ package CLC Main

Workbench 6.9 (www.clcbio.com). In order to identify calmodulin transcripts from each

calmodulin copies, the calmodulin locus of CL-Brener from the reference sequence
NW 919991.1 was downloaded and 400pb downstream of the stop codon from each
gene copy was used to perform sequence alignments using the same software. The
sequences obtained here have been submitted to the GeneBank-NCBI under de

accession numbers KR025229-KR025306.

Results and Discussion

In Chagas disease epidemiological settings it is common to find infected triatomines
with different degrees of ingested blood. This means that different concentrations of
known blood-derived inhibitors are present too. This fact represents a drawback if the
purification method to isolate RNA or/and DNA molecules fail to get rid of these
inhibitors. Furthermore, biological samples from blood feeding insects as triatomines
have a high predisposition to carry considerable quantities of inhibitors.

We were able to detect transcripts of calmodulin in metacyclics direct from pooled
samples of hindgut belonging to ingurgitated triatomines experimentally infected with
T. cruzi. This samples showed a lot of digested blood and therefore significant quantities
of inhibitors. The results of the RT-PCR support this assumption since we obtained no
amplification product in the RT-PCR controls without molecular facilitators. The in
vitro transcription and amplification of calmodulin transcripts were just possible when
we used 0.4% of BSA in the first strand synthesize reaction. Even when used BSA in

the PCR reaction of the RT-PCR, no amplification product was obtained indicating
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some sort of inhibition affecting the first strand synthesis. We also did not see any trace
of cDNA after running the first strand reactions on a gel stained with gel GelRed (data
not shown). Probably, soluble traces of blood-derivate inhibitors or their degradation

products remained after the RNA extractions.

It is known that hemoglobin nearby DNA molecules creates the opportunity for OH-
induced oxidative damage (Al-Soud & Réadstrdom 2001). However, little is known about
the effect of the hemoglobin on RNA molecules or any research-used reverse
transcriptase. As far as we know, there was just one report on the inhibition of the
virion-associated reverse transcriptase of murine leukemia virus by hemin (Tsutsui &
Mueller 1987). On the other hand, lactoferrin is a multifunctional glycoprotein that
interact with DNA, RNA heparin and polysaccharides and has a pronounced
antimicrobial and antiviral activities (Kanyshkova et al. 2003). Also, lactoferrin has
showed enzymatic activity of ATPase, RNase, phosphatase in human milk (Kanyshkova
et al. 1999). Both lactoferrin and globulin are found in mammalian blood cells that are
the natural blood source of triatomines. Probably lactoferrin along with hemoglobin

contributed to the inhibition of the RT-PCR engined herein.

To bypass the inhibition problem we used BSA in the RT-PCR. This protein has
demonstrated to facilitate efficiently the taq polimerase activity in the presence of 1ugr
de hemoglobin and 500ng of lactoferrin (Al-Soud & Radstrom 2001). As BSA has a
powerful binding capacity, it probably removed efficiently any trace of inhibitors in our
RT-PCR reactions allowing us to synthetize the first strand.

Direct purification of metacyclics from triatomine's hindgut pools permit one to assess
gene expression of any gene from the metacyclic population without loosing particular
traits of certain strains or clones of the parasite. Thanks to this method we were able to
detect different calmodulin transcripts. Consequently, this approach could be used in
any study aiming to estimate metacyclic gene expression in naturally infected

triatomines.

Conclusion

Herein we presented a straightforward methodology to purified metacyclics from pooled

hindguts of triatomines and perform in vitro transcription using BSA as RT-PCR
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facilitator. An approach like the described here that combine both RT-PCR facilitators
and a method to purified metacyclics direct from hindgut would aid to study target
specific gene expression from populational groups of 7. cruzi harbored by a triatomine

species inhabiting any epidemiological settlement.
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