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RESUMO

O Trypanosoma rangeli, assim como o T. cruzi, sao protozoarios hemoflagelados,
parasitas de uma grande variedade de mamiferos domésticos e silvestres, incluindo
humanos, numa ampla extensdo da América do Sul e Central. Apesar da aparente
apatogenicidade para mamiferos, o T. rangeli determina reagdes soroldgicas cruzadas com
T. cruzi, dificultando desta forma o diagndstico sorologico da doenca de Chagas. Uma
grande heterogeneidade intra-populacional destes parasitas foi comprovada pelas
marcantes diferengas no comportamento biolégico tanto em hospedeiros vertebrado como
invertebrados e, mais recentemente, por varios marcadores moleculares. Nesse sentido, o
presente estudo avaliou comparativamente os espacadores ITS-1 e ITS-2 que flanqueiam a
subunidade 5,8S do gene do RNA ribossomal (rRNA) entre diferentes cepas de T. rangeli
isoladas de hospedeiros e origens geograficas distintas. Tendo revelado um baixo nivel de
variabilidade de ambos os espacadores entre as cepas estudadas, os resultados revelaram
a existéncia de polimorfismos de mononucleotideos (SNP’s) na subunidade 5,8S do gene do
rRNA. Apesar da observagao que o espacador ITS-1 demonstrou-se menos polimorfico que
o ITS-2, ndo foi possivel realizar nenhuma inferéncia epidemiolégica. A inclusdo de
sequéncias homologas do gene do rRNA de cepas de T. cruzi e Leishmania sp. demonstrou

a possivel utilizagcado deste marcador na diferenciagao interespecifica de tripanosomatideos.



ABSTRACT

Like Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli is a hemoflagellate protozoan parasite
of a variety of mammalian hosts, including humans, in a wide geographical area in both
Central and South America. Despite the apparently non-pathogenic nature of T. rangeli, this
parasite infection allows the occurrence of serological cross-reactivity with T. cruzi, turning
difficult the specific diagnosis of Chagas disease. Studies on biological aspects of these
parasites, such as evolution and behavior in mammalian hosts and triatomine vectors,
revealed important intra and inter-specific heterogeneity, which was reinforced by analysis of
several molecular markers. In this study, we have comparatively evaluated the ITS-1 and
ITS-2 spacer flanking the 5.8S subunit of the ribosomal RNA gene (rRNA) among T. rangeli
strains isolated from distinct hosts and geographical origins. Revealing a low-level variability
of both spacers, our results also showed the existence of single nucleotide polymorphisms
(SNP’s) within the 5.8S subunit of the rRNA gene. Even revealing that ITS-1 spacer was less
polymorphic than ITS-2, no epidemiological inferences were possible. Inclusion of
homologous sequences of the rRNA gene from T. cruzi and Leishmania sp. strains showed

that ITS regions are feasible markers for inter-specific differentiation of trypanosomatids.



1 - INTRODUGAO

O Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 assim como o Trypanosoma cruzi Chagas,
1909, séo protozoarios flagelados pertencentes ao Filo Euglenozoa, Ordem Kinetoplastida,
Subordem Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae (Figura 1). Estes parasitas, assim
como outros representantes da Ordem Kinetoplastida tem como principais caracteristicas a
presenga da organela chamada cinetoplasto localizada na base do flagelo que contém o
DNA mitocondrial também chamado de kDNA (VICKERMAN, 1976), a compartimentalizagéo
da glicdlise dentro de um microcorpo chamado “glicosoma” (MICHELS & HANNAERT, 1994)
e o0 processo de trans-splicing, pelo qual uma sequéncia curta e conservada de RNA
chamada “spliced leader” ou “mini-exon” é adicionada pods-transcripcionalmente a todos os

RNA mensageiros (SUTTON & BOOTHROYD, 1986; MURPHY et al., 1986).

v

FIGURA 1: Forma tripomastigota do Trypanosoma rangeli em sangue de camundongo

experimentalmente infectado. Corado pelo método de Giemsa, aumento de 1000x.

Baseado no modo de transmissdo, HOARE (1972) e LOSOS (1986) dividiram o
género Trypanosoma nas segdes Salivaria e Stercoraria, que diferem, entre outras

caracteristicas na maneira como sao transmitidos os parasitas aos hospedeiros vertebrados.



Parasitas incluidos na sec¢do Salivaria sdo transmitidos através da picada (via inoculativa),
enquanto os representantes da segédo Stercoraria sdo transmitidos por meio das fezes dos
insetos vetores (via contaminativa). Taxonomicamente, o T. rangeli foi incluido por HOARE
(1972) no subgénero Herpetosoma dentro da segdo Stercoraria, grupo este que também
alberga o T. cruzi, sendo considerado um elo filogenético entre os parasitas incluidos em
ambas as sec¢des (D’ALESSANDRO & SARAVIA, 1992).

Segundo De LEON (1952), a distribuicdo geografica deste tripanossoma parece ser
tdo extensa quanto a do T. cruzi, agente etiolégico da Doenga de Chagas, estando a sua
transmissdo igualmente associada a condigbes precarias de moradia e, consequente
facilidade na domiciliagao de triatomineos (Figura 2). Corroborando estas observacgdes, o T.
rangeli ja foi encontrado infectando as fezes de ninfas e de adultos de Panstrongylus
megistus e, experimentalmente pode ser transmitido por Triatoma dimidiata, T. patagonica,
T. protracta, T. vitticeps e T. infestans (D'ALESSANDRO, 1976; TOVAR, URDANETA-
MORALES & TEJERO, 1989). Entretanto, espécies silvestres de triatomineos com habitos
hematofagos diurnos do género Rhodnius sao considerados os principais vetores naturais
ou experimentais do T. rangeli, destacando-se o R. prolixus e o R. brethesi (STEINDEL et
al., 1991; D'ALESSANDRO & SARAVIA, 1992; COURA et al., 1996).

Estudos recentes demonstram que determinadas cepas de T. rangeli tendem a
infectar apenas algumas espécies do género Rhodnius, o que refor¢ca a existéncia de uma
complexa relacdo parasita-vetor comprovada pela suscetibilidade distinta de diferentes
espécies de triatomineos a cepas do parasita isoladas de diferentes regides geograficas
(MACHADO et al., 2001).

De acordo com GRISARD (1999), ao contrario de seu ciclo no hospedeiro

vertebrado, o curso da infecgao pelo T. rangeli no inseto vetor € bem conhecido e descrito



na literatura. Nestes hospedeiros T. rangeli possui acdo patogénica devido a intensa
proliferacédo, tanto de forma livre na hemolinfa, como no interior dos hemdcitos dos insetos
ocasionando a intensa destruigdo destas células (TOBIE, 1964; CUBA CUBA et al., 1972,
D’ALESSANDRO, 1976; HECKER, SCHWARZENBACH & RUDIN, 1990; GRISARD, 1999).

A infecc&do do hospedeiro vertebrado é realizada primariamente através da picada do
inseto vetor e caracterizada por um curto periodo pré-patente (1 a 4 dias). No periodo de 15
a 20 dias pos-infecgdo um discreto numero de parasitas pode ser detectado no sangue
circulante por exame a fresco. Entretanto, apds este periodo e até cerca de 18-24 meses, a
infeccdo so pode ser diagnosticada através de métodos indiretos como a hemocultura e o
xenodiagnostico (SOUSA & JOHNSON, 1971; STEINDEL, 1993). O decréscimo no numero
de parasitas circulantes em animais infectados pelo T. rangeli tem ocorrido de maneira
analoga ao que acontece com o T. cruzi em humanos, ou seja, € devida a agédo da resposta
imune humoral promovida pelo organismo hospedeiro (BRENER, 1977).

Distintamente, o T. cruzi € transmitido ao hospedeiro vertebrado somente através
das fezes do triatomineo infectado. Apds cerca de 30 a 90 dias da infeccdo ocorre a
chamada fase aguda da doenga onde sintomas brandos como febre baixa e duradoura sao
usualmente aliadas a presenga de sinais na porta de entrada do parasita (chagomas). Neste
periodo, formas tripomastigotas sanguineas podem eventualmente ser detectadas atraveés
de exames de sangue a fresco ou em esfregagos corados pelo método de Giemsa. A
préxima fase, denominada fase cronica, € caracterizada por uma infecgdo sub-clinica e os
parasitas sO sao detectados via métodos indiretos. Esta fase pode variar de um quadro
assintomatico ou indeterminado até formas graves da doenga com comprometimento
cardiaco e/ou digestivos (BRENER, 1994; DIAS, 2000). Esta consideravel diversidade nas

manifestacbes clinicas da doenca de Chagas tem sido atribuida a comprovada



heterogeneidade genémica e/ou protedmica do parasita e a variabilidade da resposta imune
do hospedeiro (DIAS, 2000).

Além da transmissao vetorial, o T. cruzi pode ser transmitido ainda através de
transfusdo sanguinea, por via oral ou por via congénita, sendo estas de menor importancia
epidemiolégica quando comparadas a transmissao vetorial (BITTENCOURT, 2000; DIAS,
2000).

T. rangeli e T. cruzi ttm sido encontrados infectando humanos assim como uma
grande variedade de mamiferos domeésticos e silvestres numa ampla extensdo da América
do Sul e Central (DE LEON, 1949; 1952; HOARE, 1972; D’ALESSANDRO, 1976;
D’ALESSANDRO & SARAVIA, 1992; CUBA CUBA, 1998; SOUTO, VARGAS & ZINGALES,
1999) (Figura 2). A presenca do T. rangeli na América Central e no norte da América do Sul
em paises como Coldmbia, Venezuela e Peru foi claramente estabelecida, assim como na
bacia Amazénica Brasileira, no sul do Brasil e numa regido endémica para a doenga de
Chagas no sudeste brasileiro (DEANE, 1958; MILES et al., 1983; STEINDEL, et al., 1991;

DIOTAIUTI et al., 1992; SULLIVAN et al., 1993; RAMIREZ et al., 1998).
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FIGURA 2: Mapa das Américas Central e do Sul, mostrando a sobreposi¢cao da distribuicao
da doenga de Chagas humana até 1992, segundo a OMS (sombreado) e os registros de

ocorréncia comprovada do Trypanosoma rangeli em humanos, triatomineos ou animais

silvestres (O ) (Segundo GRISARD et al., 1999).



Além de ser encontrado em seus hospedeiros invertebrados, o T. rangeli tem sido
encontrado em cerca de 20 géneros pertencendo a 5 diferentes ordens de mamiferos
(D'ALESSANDRO & SARAVIA, 1999; GRISARD et al., 1999). No Brasil ¢ encontrado,
principalmente, em gambas e roedores, ndo demonstrando, como constatato para outras
espécies do subgénero Herpetosoma, especificidade de hospedeiro (D’ALESSANDRO &
SARAVIA, 1992).

A infecgdo humana por T. rangeli ja foi constatada em 7 paises sul-americanos
perfazendo cerca de 2700 casos comprovados (D’ALESSANDRO, 1976; D’ALESSANDRO &
SARAVIA, 1992; 1999). No Brasil o primeiro caso humano foi descrito por COURA et al.
(1996) no Estado do Para e os registros definitivos da ocorréncia do parasita foram
publicados por STEINDEL et al. (1991, 1992); DIOTAIUTI et al. (1992) e por COURA et al.
(1996).

Embora seja encontrado infectando humanos, o T. rangeli é aparentemente nao
patogénico para os mesmos (HOARE, 1972), entretanto induz neles uma resposta imune
humoral com elevados titulos de anticorpos. Por apresentar comprovadamente cerca de
60% de sua constituicdo antigénica soluvel homologa a de T. cruzi (AFCHAIN et al., 1979),
com quem compartilha vetores triatomineos e hospedeiros vertebrados determinando
infeccbes mistas (VARGAS et al., 2000), € comum a ocorréncia de reagdes sorologicas
cruzadas com o agente etiolégico da Tripanossomiase Americana, dificultando desta forma o
diagnostico sorologico desta doenga, principalmente em sua fase crbonica (GUHL et al,
1987; HUDSON et al., 1988; ROSS & NOVOA-MONTERO, 1993; SALDANA, SOUSA &
ORN, 1995; SALDANA & SOUSA, 1996; 1996b; VARGAS et al., 2000)

Assim sendo, a falta de procedimentos adequados para o diagnéstico especifico e a

auséncia de manifestagdes clinicas tem levado a uma subestimag¢ao do numero de casos de



humanos infectados pelo T. rangeli e, consequentemente, a uma possivel superestimagao
no numero de casos de infecgdes humanas pelo T. cruzi (VARGAS et al., 2000).

A deteccao da infeccdo pelo T. rangeli em vertebrados € realizada de modo similar
ao diagnostico da doenga de Chagas, ou seja, por métodos parasitoloégicos como esfregagos
sanguineos, hemocultura e xenodiagnostico e por métodos sorolégicos como
imunofluorescéncia, ELISA e Western blot (SALDANA et al., 1995; GRISARD, 1999).

No hospedeiro invertebrado a deteccdo do T. rangeli tradicionalmente € realizada
baseada em seu ciclo de vida, sendo assim, o exame da hemolinfa é o mais utilizado (D’
ALESSANDRO, 1976). O exame das fezes dos insetos vetores & também realizado, porém a
identificacdo especifica de T. rangeli ou T. cruzi torna-se dificil e, com certeza, pode levar a
inferéncias epidemioldgicas errbneas (GRISARD, 1999).

A inspecdo microscépica direta destes parasitas, ainda que sugestiva, ndo é
conclusiva, pois ambos possuem os varios estagios de desenvolvimento morfologicamente
indistinguiveis (GRISARD, 1999). O Xenodiagnostico tem sido proposto para distingui-los,
pois o T. rangeli possui a capacidade de penetrar e desenvolver-se nas glandulas salivares e
hemolinfa de triatomineos, sendo principalmente transmitido ao hospedeiro vertebrado pela
picada dos insetos infectados. Ao contrario, T. cruzi é encontrado somente no trato digestivo
dos mesmos, sendo transmitido a seu hospedeiro vertebrado através das fezes do inseto
vetor (HOARE, 1972). Apesar destas caracteristicas, o hospedeiro invertebrado pode
apresentar o T. rangeli também nas fezes, embora estas formas tenham infectividade
duvidosa.

Com base nas afirmagdes acima sobre a sensibilidade variavel e decrescente no
xenodiagnéstico, SOUTO et al. (1999) consideram tal exame nao recomendado para o

diagnostico especifico do agente causador da doenca de Chagas. Sendo assim,



procedimentos alternativos tém sido propostos tais como a avaliacido da susceptibilidade a
lise mediada pelo complemento, reagdo com anticorpos monoclonais, aglutinagdo por
lectinas (ACOSTA et al., 1991; STEINDEL et al., 1991), detecgdo da secregdao de
neuraminidase no meio de cultura (SCOTTELIUS, 1987), perfil de restricdo do DNA
cinetoplastico (GONCALVES et al., 1991; VALLEJO et al., 1994) isoenzimas, analises de
perfis de RAPD, suscetibilidade de triatomineos e analises do gene do mini-exon (MACEDO
et al.,1993; STEINDEL, 1993; STEINDEL et al.,1994; GRISARD, 1999; GRISARD et al.,
1999a).

Estas técnicas requerem uma propagacéo prévia do parasita em meio axénico, um
procedimento que, segundo SOUTO et al. (1999) pode induzir a sele¢cdo de uma populagao
particular de tripanossomas o que levaria a resultados por vezes ndo confiaveis. Este fato
baseia-se na forma reprodutiva observada nos parasitas da Ordem Kinetoplastida que

permite uma expansao clonal.

Sabidamente, qualquer espécie de microorganismo exibe, na maioria das vezes,
uma consideravel diversidade genética que pode ter um profundo impacto na diversidade
biolégica geral dos organismos considerados, incluindo propriedades relevantes

medicinalmente, tais como a patogenicidade ou a resisténcia a drogas (TIBAYRENC, 1998).

As varias técnicas bioquimicas e moleculares usadas na tipagem e subtipagem de
patdogenos sdo geralmente referidas como pertencentes a epidemiologia molecular, que
enfatiza a relevancia dos conceitos e métodos de genética evolucionaria no estudo da
epidemiologia de protozoarios parasitas e outros agentes patogénicos.

A variagdo genética em protozoarios parasitas de relevancia médica e a natureza

das estratégias reprodutivas que predispde tal variacdo s&o objetos de muito interesse e



controvérsia (DYE et al,, 1990; TIBAYRENC et al., 1990; 1991; TIBAYRENC & AYALA,
1991; HURST et al., 1992; SIBLEY & BOOTHROYD, 1992). Esta heterogeneidade genética
leva a ocorréncia de diferentes fendtipos que podem ser associados com uma diversidade
de manifestagdes clinicas importantes (CUPOLILLO et al., 1998).

Pesquisas comparativas realizadas com o T. rangeli e com o T. cruzi demonstraram
uma grande heterogeneidade populacional comprovada pelas marcantes diferengas no
comportamento bioldgico das diversas cepas estudadas tanto em hospedeiros vertebrados
como invertebrados e, mais recentemente, por varios marcadores genéticos como a
eletroforese enzimatica de multilocus (MLEE) e o uso de sondas de DNA, que reforgaram a
existéncia de uma consideravel variabilidade genética intra e interespecifica em ambas as
espécies de parasitas (BRENIERE et al., 1993; ANDREWS & CHILTON, 1999; BRENER &
CHIARI, 1963; STEINDEL et al., 1994; BOGLIOLO, LAURIA-PIRES & GIBSON, 1996;
MACEDO & PENA, 1998; FERNANDES et al., 1999; GRISARD et al., 1999).

Em T. cruzi esta heterogeneidade genotipica e fenotipica € vista como resultante de
seu processo clonal de propagagéo, no qual propde-se que ha um acumulo de mutagdes
nas diferentes subpopulagdes do parasita (TIBAYRENC et al., 1990). DVORAK et al. (1980),
demonstraram que as cepas de T. cruzi apresentam notaveis diferencas na quantidade total
de DNA/parasita, sugerindo que sua heterogeneidade bioldgica poderia ser resultante de
diferencas genéticas. Segundo BRENER (1992), o T. cruzi € constituido por populagbes
heterogéneas de parasitas, compostas por diferentes clones que circulam entre os
hospedeiros vertebrados e invertebrados. Por conseguinte, um grande desafio é identificar
marcadores moleculares de cepas de T. cruzi que possam ser correlacionadas com a sua
larga margem de comportamento experimental e com a enigmatica distribuicdo das

manifestacdes clinicas da doenca de Chagas.



Parametros bioldgicos, bioquimicos e moleculares tém também demonstrado um
significativo polimorfismo entre as cepas de T. rangeli isoladas de diferentes vetores
triatomineos e hospedeiros vertebrados de regides geograficas distintas (D"ALESSANDRO,
1976; MACEDO et al., 1993b; GRISARD et al., 1999; VALLEJO et al., 2001)

A recente adogédo de tecnologias de analise de DNA e/ou RNA na detecgéo e
caracterizagdo de parasitas tem apresentado resultados bastante promissores (GULL,
2001). As técnicas apresentam-se reprodutiveis, muito sensiveis e com alta especificidade,
estando as sequéncias alvo no DNA nuclear, cinetoplastico ou ribossomal conservadas
durante as distintas fases do ciclo desses protozoarios (GRISARD, 1999). Inumeros
meétodos da biologia molecular tem sido usados na detecgéo, caracterizagao e diferenciagao
especifica entre o T. rangeli e o T. cruzi como as sondas de DNA total (GREIG & ASHALL,
1987), sondas de DNA nuclear, sondas de kKDNA (GONZALEZ et al., 1984; SANCHEZ et al.,
1984; MACINA et al., 1987; REQUENA et al., 1992; VALLEJO et al., 1994) e sondas de RNA
ribossomal (BENAVIDES et al., 1993).

A amplificacdo via Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) de sequéncias
repetitivas do DNA é outra técnica que esta sendo bastante utilizada na deteccdo e
caracterizagao de parasitas (MASIGA et al., 1992, 1996; McNAMARA et al., 1995; SOLANO
et al., 1995; McLAUGHLIN et al., 1996; MASAKE et al., 1997; MORLAIS et al., 1998;
VALLEJO et al., 2001; DESQUESNES et al 2001). O PCR permite a geragao exponencial de
copias de sequéncias especificas a partir de um DNA molde de dupla fita. A sintese
enzimatica ocorre “in vitro” e utiliza, além de iniciadores especificos, deoxinucleotideos
trifosfatados (dNTP) e a Tag DNA polimerase, uma enzima termoestavel. Com a alternancia

de ciclos de temperatura, o DNA é desnaturado, os iniciadores ligam-se a fita molde



(annealing) e entdo inicia-se a sintese ou extensao da sequéncia a ser amplificada (SAIKI et
al., 1985; MULLIS & FALOONA, 1987).

A técnica da PCR possui variantes que permitem caracterizar molecularmente
isolados de diferentes espécies de parasitas como ao utilizar-se iniciadores aleatorios (AP-
PCR ou RAPD), a amplificagdo em condi¢des de baixa estringéncia utilizando-se somente
um iniciador especifico (LSSP-PCR) ou ainda a amplificagcdo especifica seguida da
clonagem e sequenciamento de diferentes genes (STEINDEL et al., 1993; BELKUN, 1995;
BARRETO et al, 1996; VAGO, 1996; STEVENS et al, 1999; GRISARD et al., 1999;
GRISARD, 1999; BRISSE, DUJARDIN & TIBAYRENC, 2000).

Atualmente varios genes foram descritos e tém sido alvos da amplificagao via PCR
com o intuito de diferenciar T. cruzi de T. rangeli, entre eles destacam-se: gene do mini-
exon ou spliced-leader (MURTHY, DIBBERN & CAMPBELL, 1992; RAMOS et al., 1996;
GRISARD, 1999), genes que codificam a proteina flagelar (SILBER et al. 1997), o DNA
cinetoplastico (kDNA) (VALLEJO et al, 1999; 2002), o gene da cisteina proteinase
(TANAKA, 1997), além dos genes do RNA ribossomal (rRNA) que permitem o diagnostico
diferencial também de outros tripanossomatideos americanos (SOUTO et al., 1999).

Os genes do RNA ribossomal estdo entre as sequéncias mais comuns e conservadas
encontradas na natureza. Por esta razéo elas tem sido extensivamente usadas para analises
filogenéticas e como sondas para diagnéstico especifico (CUPOLILLO et al,, 1995;
FERNANDES et al., 1994; BRINGAUD et al., 1998; BRIONES et al., 1999; ZINGALES et al.,
1999; SOM et al., 2000, DAVILA & MOMEN, 2000). Estes genes tem sido analisados em
uma grande variedade de organismos desde os protozoarios até as plantas superiores, mas

principalmente em parasitas metazoarios da Classe Nematoda (HOSTE et al., 1998;



HOMAN et al., 1997; COLEMAN & MAI, 1997; GASSER et al, 1997; FRITZ, 1998;
BARGUES et al., 2000).

Tipicamente os genes do rRNA de eucariotos s&o encontrados como unidades
repetitivas em sequéncia (100 a 200 coépias), separadas por espagos ndo transcritos
chamados NTS (Non Transcribed Spacers) (RAMIREZ & GUEVARA, 1987; GUEVARA et
al., 1992). Cada unidade transcrita € composta pelos genes do rRNA 18S, 5,8S e 28S, bem
como de varias regides espagadoras internas que s&o transcritas, chamadas ITS (Internal
Transcribed Spacers), as quais sao flanqueadas por sequéncias NTS. Segundo PULLIDO et
al. (1996), em T. cruzi existem aproximadamente 110 copias deste gene por célula, as quais
s&o encontradas em, no minimo, 2 cromossomos distintos (CASTRO et al., 1981; WAGNER
& SO, 1990), separados por seqiiéncias NTS maiores que 20 Kb (HERNANDEZ &
CASTANEDA, 1983). E sabido que os NTS evoluem muito mais rapidamente que as regides
que codificam os rRNA maduros e tem sido altamente usados nas comparagdes de espécies
fortemente relacionadas (PULIDO et al., 1996)

Similarmente, os ITS s&o regides transcritas, porém n&o traduzidas dos genes do
rRNA e demonstram uma ampla variabilidade. Diferentemente dos NTS, os ITS séao
relativamente pequenos (aproximadamente 1kb em Leishmania sp. e 1.0 a 1.2kb em T.
cruzi) e rodeados por segmentos altamente conservados nos quais os iniciadores para PCR
sao direcionados (CUPOLILO et al., 1995; MCLAUGHLIN et al., 1996; FERNANDES et al.,
1999; SOM et al., 2000; DAVILA & MOMEN, 2000).

Devido a evidéncia de que esta técnica pode ser potencialmente utilizada em muitas
situacdes evolucionarias, SOM et al. (2000) refere-se a ela como IRT (intergenic region

typing), ou seja, tipagem de regiao intergénica.



Enquanto a sequéncia do gene do rRNA apresenta variagbes muito lentamente
devido a pressao seletiva, em geral por inser¢des, delecbes ou mutagdes, as regides ITS
que separam o rRNA 18S do rRNA 5,8S (ITS-1) e o rRNA 5,8S do rRNA 28S (ITS-2) séo
muito mais variaveis tanto em tamanho como em sequéncia. A grande conservagao dos
genes de rRNA e das seqiiéncias ITS parece variar dependendo do organismo (DAVILA
2002). Em T. cruzi, assim como em outros tripanosomatideos, as sequéncias dos genes do
rRNA sdo bem conservadas dentro das cepas da mesma espécie, o que faz este gene ser
considerado um bom marcador genético (HERNANDEZ et al., 1993). Entretanto nem os ITS,
nem os NTS sao conservados em tripanosomatideos, podendo variar em comprimento e/ou
seqUéncia dentro de uma mesma espécie, sendo portanto utilizadas como ferramentas
moleculares na classificagdo dos parasitas (ZAVALA-CASTRO et al., 1992; PULIDO et al.,
1996). Existem também exemplos de conjuntos distintos de genes do rRNA existindo num
mesmo organismo (CUPOLILO et al., 1995). Por exemplo, em Plasmodium sp. existem dois
conjuntos bem definidos de genes do rRNA, o tipo A, expressado durante a fase assexual do
ciclo de vida e o tipo S, expresso durante a esporogonia realizada quando no mosquito
vetor. Os genes rRNA 18S nos membros do mesmo conjunto sdo idénticos, mas mostram
uma variagao de aproximadamente 10% entre os dois conjuntos. As sequéncias ITS sao
idénticas em 80% a 91% das posicdes entre o tipo A e 75% entre o tipo S com somente 42%
a 57% de identidade entre os dois conjuntos(CUPOLILO et al., 1995; SOM et al., 2000)

As sequéncias de espacadores transcritos internos (ITS-1 e ITS-2) do gene do rDNA
sdo utilizadas como marcadores genéticos confiaveis para uma ampla gama de espécies de
nematdides em virtude da baixa variabilidade intra-especifica observada (POWERS et al.,
1997; ELBADRI et al., 2002). Diferengas interespecificas observadas no rDNA de espécies

de nematoides sao consistentes com aspectos morfolégicos e permitem definir claramente



as distintas espécies, o que esta de acordo com as teorias tradicionais de evolug&o conjunta
(POWERS et al., 1997). Entretanto, diferentes estudos tém demonstrado niveis de variagdes
intra-individuais e/ou intraespecificas substanciais em sequéncias de ITS-1 e/ou ITS-2 para
algumas espécies de artropodes e platelmintos (HERWERDEN et al., 2000).

As regides transcritas e ndo codificadoras de genes rRNA (ITS) sdo consideradas
como possuidoras de extensa variabilidade (CUPOLILLO et al., 1998). Estudos recentes
indicaram que, por exemplo, niveis relativamente altos de heterogeneidade nas sequéncias
de ITS-1 e ITS-2 podem existir entre diferentes amostras de cestodas do género
Echinococcus (HERWERDEN et al., 2000). Este estudo forneceu uma evidéncia indireta de
que diferentes mecanismos de renovacdo de rDNA atuam sobre estes espacadores de
Echinococcus sp., quando comparados com nematoides.

Em T. rangeli, estes mecanismos permanecem pouco explorados e possivelmente o
estudo de polimorfismos de tamanho e de sequéncias das regides ITS poderdo trazer
informacgdes relevantes para o entendimento da variabilidade genética do parasita.

O conhecimento e entendimento da variabilidade das sequéncias dos genes do
rRNA de diferentes organismos é importante do ponto de vista da compreens&o da evolugao
desta sequéncia e seu uso potencial na identificacdo e caracterizacdo de cepas de uma
dada espécie, torna-se especialmente recomendado nos estudos epidemioldgicos

(ZINGALES et al., 1999).



2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

e Avaliar a variabilidade intraespecifica de Trypanosoma rangeli baseada na regiao

intergénica (ITS) do gene do RNA ribossomal (rRNA).

2.2 - Objetivos especificos

e Padronizar a técnica da amplificacdo via PCR da regido ITS do gene do rRNA de T.

rangeli utilizando os iniciadores ITS-1 e ITS-2.

e Amplificar, clonar e seqlienciar os produtos de amplificagao da regido ITS de cepas de T.

rangeli isoladas de diferentes regides geograficas.

e Comparar as sequéncias da regido ITS de T. rangeli isolados de diferentes regides
geograficas com sequéncias disponiveis no Genbank, relacionando distancias genéticas

e relagdes filogenéticas.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Parasitas:
As diferentes cepas de Trypanosoma rangeli analisadas no presente estudo
encontram-se criopreservadas no Laboratério de Protozoologia da Universidade Federal de

Santa Catarina. Seus hospedeiros originais e suas origens geograficas estdo expostos na

Tabela I.

TABELAI

Cepas de Trypanosoma rangeli analisadas no presente trabalho, seus hospedeiros originais

e sua origem geografica.

CEPA HOSPEDEIRO PROCEDENCIA
B450 Rhodnius sp. Brasil
SC 58 Echimys dasythrix Brasil
SC 61 Echimys dasythrix Brasil
San Agustin Humana Colémbia
H8 GS Humana Honduras
H 14 Humana Honduras
H9 Humana Honduras
Macias Humana Venezuela
Palma 2 Rhodnius prolixus Venezuela
R 1625 Humana El Salvador
Choachi Rhodnius prolixus Colémbia
D 3493

Rhodnius prolixus Colébmbia




Apds descongelamento em banho-maria a 37°C, os parasitas foram analisados
quanto a sua viabilidade por observacédo direta ao microscopio optico e entdo transferidos
para tubos de cultura com meio LIT (Liver Infusion Tryptose), acrescido de 15% de soro
bovino fetal (SBF), e mantidos a 27,5°C através passagens semanais (CASTELLANI et al.,

1967).

3.2 - Extragao de DNA:

Para a extracdo do DNA de T. rangeli foi utilizado o método do fenol cloroférmio
descrito por SAMBROOK et al. (2001). Apdés lavagem da cultura de parasitas em fase
exponencial de crescimento com tamp&o salino adicionado de fosfatos (PBS) pH 7,2 a 4°C
por 2 vezes a 14000 x g. Apos a lavagem, o precipitado foi adicionado de tampao de
extragdo (10mM Tris-HCI pH 7,4, 10mM NaCl, 25 mM EDTA e 1% SDS) acrescido de
Proteinase K (20 ug/ml) e entdo incubado por, no minimo, uma hora a 42°C. Para a
desproteinizacao foi adicionado fenol neutralizado (v/v) misturando-se os tubos gentilmente
por inversdo por cerca de 10 minutos e, em seguida, centrifugando-se a 14.000 x g pelo
mesmo tempo a temperatura ambiente. Apds a centrifugacao, a fase aquosa foi transferida
para um novo tubo adicionando-se igual volume de fenol-cloroférmio (v/v) misturando-se
gentilmente por 10 minutos para entdo proceder nova centrifugacéo a 14.000 x g por tempo
equivalente ao da mistura. Em seguida, a fase aquosa foi transferida para novo tubo onde
foi adicionado um volume igual de cloroférmio, misturando-se por 10 minutos e centrifugando
a 14.000 x g por mais 10 minutos. Apds a transferéncia da fase aquosa para novo tubo, foi
adicionado 1/10 do volume total contido no tubo de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e
aproximadamente 2,5 vezes o volume total contido no tubo de etanol 100% previamente

resfriado a —20°C para precipitagdo de acidos nucléicos. O tubo foi entdo incubado em gelo



por 15 minutos e posteriormente centrifugado por 30 minutos a 14.000 x g a temperatura
ambiente. Apos o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado por 2 vezes por 10
minutos a 14.000 x g (temperatura ambiente) com etanol a 70% mantido previamente em
freezer a —20°C. Apds a segunda lavagem, o sobrenadante foi descartado e o microtubo
invertido sobre papel toalha por aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente. Apos
esta etapa, o DNA extraido foi diluido em 50ul de TE (50mM Tris, 10mM EDTA) ou em agua
bidestilada e desmineralizada estéril, quantificado conforme o descrito em 3.3 e

posteriormente estocado a —20°C.

3.3 - Dosagem do DNA:

As amostras de DNA obtidas foram dosadas através de comparacdo com padrdes
conhecidos em eletroforese em géis de agarose a 1% corados pelo brometo de etidio. Para
tanto, trés microlitros de cada amostra foram diluidos em volume igual de tampao de
amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%; xilenocianol 0,25% e 30% glicerol) e aplicados no
gel, o qual foi submetido a 40V (0.10 mA) por aproximadamente 1 hora em tampao TBE
(Tris-HCL 89mM pH 8,0, acido bdérico 89mM, EDTA 2mM). A observacao das bandas foi
realizada com o auxilio de um transiluminador MacroVue UV20® (Hoefer, San Francisco),
sendo os resultados fotografados.

Alternativamente, a dosagem e a avaliacdo do grau de pureza das amostras de DNA
foi realizada através de espectrofotometria em um aparelho BioPhotometer® (Eppendorf,
Germany), sendo o grau de pureza determinado relagdo da absorbancia a 260/280 nm.

Todas as amostras de DNA extraidas, apdés quantificadas, foram aliquotadas e

armazenadas a — 20°C.



3.4 — Reagdo em cadeia da polimerase (PCR):

Para a realizagao do estudo comparativo das sequéncias entre as diferentes cepas de
T. rangeli a amplificagao via PCR das regides ITS-1, ITS-2 e 5,8S do gene do rRNA (Figura
3), foi realizada com os iniciadores ITS-1 (5- GTC GTA GGT GAA CCT GCA GCT GGA TCA
TT -3’) e ITS-2 (5'- GCG GGT AGT CCT GCC ACA CTC AGG TCT G -3’) sintetizados pela

Invitrogen (S&o Paulo - Brasil) conforme inicialmente proposto por CUPOLILLO et al. (1995).

ITS-1 ITS-2
\' — '/ NTS
- 18S 28S I
588

FIGURA 3: Representacao esquematica do gene do rRNA demonstrando as porgdes 18S,

5,8S e 28S do gene, as regides espagadoras ITS 1 e ITS 2 e aregiao NTS.

Uma vez que o gene do rRNA possui variabilidade na sequéncia e no tamanho
comprovadas entre espécies, € mesmo entre cepas da mesma espécie, foi necessaria a
realizacao de padronizacdo da reacdo de PCR. Para tanto, foram testados inicialmente 12
diferentes tampdes de reagao, os quais diferem nas concentragbes de KCl e MgCl;, e no pH
(Tabela 2).

Durante a padronizagdo também foi utilizado o esquema de amplificagdo cujas
temperaturas de ligagao dos iniciadores decrescem a cada ciclo (“touch down” PCR) o que

permite abranger uma faixa de temperaturas étimas de ligagao dos iniciadores na fita molde



quando existe, ou € esperada uma variabilidade de sequéncia nesta. Além disso, foram
realizados ensaios utilizando gradientes de temperatura variando de 45°C a 70°C.

Em cada reacgao utilizou-se de 10 a 30ng de DNA molde, 1U de Tag DNA polimerase
(Cenbiot, Porto Alegre), 2mM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (Invitrogen, La Jolla),
10pmoles de cada iniciador na presenga da solugdo tampéao (15mM MgCl,, 250mM KCl,
100mM Tris-HCI pH 8,8) em um volume total de 20ul/reagao, as quais foram realizadas em
termocicladores Mastercycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg).

Cada conjunto de reagédo foi acompanhado de um controle negativo, que consiste
em todos os reagentes necessarios a amplificagdo a excegdo do DNA molde e de um
controle positivo que consiste na amplificacdo da regido ITS da cepa Y de T. cruzi

(PEREIRA DA SILVA & NUSSENZWEIG, 1953) mantida conforme o descrito em 4.1.

Todos os procedimentos de pré e pos-amplificacdo foram realizados em locais
diferentes, ndo compartilhando materiais, reagentes e/ou equipamentos. Apds a PCR, o
material amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo

brometo de etidio conforme descrito em 3.3.



TABELA Il
Formulagdo dos 12 diferentes tampdes* utilizados nas otimizacbes das reacdes de PCR

para amplificagdo das regides ITS do gene do rRNA.

Tampao Tris-HCI pH 8,3 Tris-HCI pH 8,8 Tris-HCIpH 9,2 MgCl; KCI

1 100mM - - 15mM 250mM
2 100mM - - 15mM 750mM
3 100mM - - 35mM 250mM
4 100mM - - 35mM 750mM
5 - 100mM - 15mM 250mM
6 - 100mM - 15mM 750mM
7 - 100mM - 35mM 250mM
8 - 100mM - 35mM 750mM
9 - - 100mM 15mM 250mM
10 - - 100mM 15mM 750mM
11 - - 100mM 35mM 250mM
12 - - 100mM 35mM 750mM

* adaptado do kit Opti-Prime® (Stratagene, Califérnia)

3.5 - Purificagao e clonagem dos produtos de PCR:

Os produtos de PCR obtidos com os iniciadores ITS-1 e ITS-2 foram resolvidos em
géis de agarose de baixo ponto de fusdo (NuSieve®, Rockland) a 1%, excisados e
purificados utilizando-se os kits GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amershan
Biosciences) ou QIAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen, Valencia). Posteriormente, os
produtos purificados foram clonados utilizando-se o kit TA-TOPO® (Invitrogen) segundo

especificagdes do fabricante.



3.6 - Seqlienciamento do DNA:

O sequenciamento das regides ITS-1, ITS-2 e 5,8S do gene do rRNA foi realizado
utilizando-se produtos de PCR puros e clonados em TA-TOPO em um equipamento
MegaBace 1000® DNA Analysis System, realizando-se a reacdo de seqiienciamento com o
kit DYEnamic® ET dye terminator (Amershan Biosciences) conforme especificacdes do
fabricante. Para a reagdo de sequenciamento utilizou-se os iniciadores M13-foward (CGC
CAG GGT TTT CCC AGT GAC) e M-13 reverse (TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C)
para produtos clonados, e os inciadores ITS-1, ITS-2, ITS-1BR (8- TTG CTG CGT TCT TCA
ACG AA -3) e ITS-2AF (5- CAT TTC GTT GAA GAA CGC AGC-3’) (DAVILA, 2002) tanto
para os produtos clonados como para o sequenciamento direto de produtos de PCR. Os dois
ultimos iniciadores (ITS-1BR e ITS-2AF) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Alberto Davila
(Fiocruz — Rio de Janeiro) e sao direcionados a regides internas da subunidade 5.8S, tendo
sido utilizados para o sequenciamento completo da unidade de repeticdo conforme

demonstrado na Figura 4.

ITS-1 ITS-2AF

—> —»>
-« r=
ITS-1BR ITS-2

FIGURA 4: Representagdo esquematica do gene do rRNA, assinalando as sub-unidades
18S, 5,8S e 28S, as regides espacgadoras transcritas (ITS) e os sitios de ligacdo dos
iniciadores utilizados na amplificagdo e/ou sequenciamento da unidade de repetigao

completa do gene.



3.7 - Analise das sequéncias obtidas:

As sequéncias obtidas das diferentes cepas de T. rangeli foram inicialmente
comparadas com sequéncias disponiveis do banco de dados do GenBank, utilizando-se o
programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para a comprovagao da identidade
das sequéncias obtidas.

A analise da qualidade e montagem dos fragmentos obtidos foram feitas utilizando-se
o pacote Phred/Phrap/Consed® (http://www.phrap.org) e o programa GELASSEMBLE do
pacote GCG Wisconsin (http://www.accelrys.com), respectivamente. Apds nova comparagao
com o banco de dados GenBank através da ferramenta basica Blast, o alinhamento das
sequéncias foi feita utilizando-se o software ClustalX (THOMPSON et al., 1997). Depois do
alinhamento, as sequéncias foram comparadas pelos métodos de bootstrapped maxima
parciménia (200 replicatas) e Neighbour-joining (1.000 replicatas) usando o software MEGA,
version 2.1 (KUMAR, TAMURA & NEI, 1993).

Sequéncias do ITS das cepas AM11 de T. rangeli (Acesso no GenBank AF362832),
Esmeraldo (AF362827) e 994 (AF362829) de T. cruzi e Leishmania braziliensis, L.
(Mexicana) amazonensis, L. tropica, L. major e L. donovani (AJ300484, AF339753,
AJ300485, AJ300481 e AJ276260) que foram obtidas do GenBank e incluidas no presente
estudo para comparacao. A sequéncia dos espacadores ITS e a sequéncia da subunidade
5,8S do rRNA de Crithidia fasciculata (YO00055) foi incluido como “outgroup” na analise
comparativa, uma vez que esta espécie é filogenicamente préxima a T. rangeli.

Apos a analise dos resultados, todas as sequéncias obtidas no presente estudo foram
depositadas no GenBank, obtendo os seguintes niumeros de acesso: AY230233, AY230234,

AY230235, AY230236, AY230237, AY230238, AY230239, AY230240.



4- RESULTADOS

A padronizagdo da técnica visando a amplificagdo via PCR das regides ITS que
flanqueiam a subunidade 5,8S do gene do rRNA de cepas de T. rangeli foi realizada
utilizando os iniciadores ITS-1 e ITS-2, inicialmente propostos para a amplificacdo da mesma
regido em amostras de T. cruzi (Fernandes et al., 1999), com pequenas modificagdes. Da
mesma forma, as condi¢cdes de reagao utilizadas inicialmente foram as mesmas propostas

para T. cruzi, tendo sido gentilmente cedidas pela Dr?. Regina Mangia (Fiocruz/RJ).

Objetivando amplificagdo e analise das sequéncias dos espagadores ITS-1, ITS-2 e
subunidade 5,8S de T. rangeli, optou-se primeiramente em implementar e padronizar a
técnica em nosso Laboratorio utilizando-se DNA de T. cruzi e, posteriormente, inserir o DNA
de T. rangeli no protocolo padronizado.

Utilizando o protocolo dos 12 tampdes como especificado no item 3.4 do Material e
Métodos e promovendo alteragdes no esquema de amplificagdo inicialmente proposto para
T. cruzi foi observada a amplificacdo de bandas de 1,2 Kb a partir do DNA da cepa Choachi
de T. rangeli. Apos inumeros testes utilizando esquemas de amplificacdo distintos, foi
padronizada uma reagao de PCR utilizando “touch down” composta de 15 ciclos de 1 minuto
a 94°C, 1 minuto com temperaturas de ligagdo dos iniciadores reduzindo de 60°C para 45°C
em cada ciclo e 1 minuto a 72°C, seguidos de 15 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C
e 1 minuto a 72°C, finalizando com um passo de 72°C por 5 minutos.

Utilizando o protocolo acima descrito, observou-se a formagdo de um produto de
amplificagédo forte e de tamanho compativel com o esperado (1,2 Kb) quando utilizados os

tampdes 5, 6 e 9 (Figura 5). Dentre estes, o que propiciou o produto de amplificacao de



maior intensidade foi o tamp&o 5 cuja concentragdo 10x possui 15mM MgClI2, 250mM KCl e

100mM Tris-HCI pH 8,8 (Tabela 2).

1,2Kb

FIGURA 5: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etidio
demonstrando os produtos de amplificagdo via PCR da regido ITS do gene do rRNA de
Trypanosoma rangeli utilizando o protocolo dos 12 tampdes (canaletas 1-12). Canaleta 13=
Controle negativo (sem adi¢cao de DNA), TM= Padrao de tamanho molecular (A DNA digerido

com Pstl).

Tendo-se padronizado as condi¢des de PCR para amplificagao da regido ITS do gene
do rRNA do T. rangeli, a reacao foi realizada com o DNA extraido das cepas de T. rangeli
constantes na Tabela 1.

Em funcao dos resultados obtidos durante os experimentos de padronizagao, foram

testados em paralelo os tampdes 5 e 9 e um esquema de amplificacdo que objetivou



aumentar a estringéncia da reagdo. Utilizando uma desnaturagdo inicial a 94°C por 5
minutos seguida de 30 ciclos compostos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto a
72°C e finalizando com um passo de 72°C por 5 minutos, observamos que o tamp&o 9
(100mM Tris-HCL pH 9,2; 15mM MgCl,, 250mM KCI) e as condigdes acima descritas
mostraram-se mais eficientes na geracédo de produtos de amplificagdo das distintas cepas,
observando-se entretanto a formacédo de bandas extras com tamanhos inferiores a 1,2 Kb

(Figura 6).

Tampao 5 Tampéo 9
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FIGURA 6: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etidio
demonstrando os produtos de amplificagdo via PCR da regido ITS do gene do rRNA de
Trypanosoma rangeli de diferentes regides geograficas utilizando os tampdes 5 (canaletas
1-7) e 9 (canaletas 8-14). Canaletas 15 e 16= Controles negativos dos tampdes 5 e 9 (sem
adigdo de DNA), TM= Padr&ao de tamanho molecular (A DNA digerido com Pstl). Canaletas 1

e 8= Cepa Choachi; canaletas 2 e 9= cepa Palma 2, canaletas 3 e 10= cepa H8GS,



canaletas 4 e 11= cepa D3493, canaletas 5 e 12= cepa Macias, canaletas 6 e 13= cepa
SC58 e canaletas 7 e 14= cepa SC61. A= Padrdo de tamanho molecular 100bp-ladder®

(Gibco).

Com o intuito de averiguar se as bandas de tamanho inferior a 1,2 Kb observadas na
Figura 6 eram devidas a ligacdes inespecificas dos iniciadores, foi realizado um PCR
utilizando um gradiente de temperatura disponivel nos termocicladores Mastercycler
Gradient (Eppendorf), tendo a temperatura de ligagdo dos iniciadores variado de 45°C a
70°C, em incrementos de +1°C. Padrdes distintos de amplificagdo foram observados para

cada cepa, sendo alguns representados na Figura 7.
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FIGURA 7: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etidio
representando os produtos de amplificagdo via PCR da regido ITS do gene do rRNA de
cepas de Trypanosoma rangeli isoladas de diferentes regides geograficas utilizando um
gradiente de temperatura (45°C a 70°C). TM= Padr&o de tamanho molecular (A DNA digerido

com Pstl). Setas vermelhas indicam o aumento do gradiente de temperatura.



Confirmando o tampao 9 como sendo o tampao ideal para a amplificacdo das
regides ITS das diferentes cepas de T. rangeli, os resultados apresentados na figura 7
demonstraram que as bandas com tamanho inferior a 1,2Kb sdo amplificadas mesmo em
temperaturas elevadas, o que determina uma forte especificidade de ligagao dos iniciadores.
Estes resultados também revelaram que a utilizagdo de temperaturas iguais ou superiores a
60°C para a ligagado dos iniciadores ITS-1 e ITS-2 na fita molde geravam produtos de
amplificagcdo de maior intensidade além da redugdo das bandas inespecificas. Baseados
nesta observacdo, adotou-se a temperatura de 60°C como temperatura padrédo de ligagao
dos iniciadores na reacédo de amplificacdo da regido ITS do gene do rRNA de T. rangeli.

Interessantemente, néo foi possivel obter produtos de amplificagdo de 1,2Kb da
cepa SC61 de forte intensidade, independente da temperatura de ligagcdo dos iniciadores, do
tampé&o utilizado ou mesmo da adigao de dimetilsulfoxido (DMSO) ou soro albumina bovina
(BSA), produtos estes comumente utilizados com o intuito de facilitar a reacdo de PCR.
Devido ao pouco material amplificado (Figura 7), n&o foi possivel realizar o sequenciamento
das regides ITS desta cepa.

Na sequéncia, os produtos de amplificacdo das regides ITS do gene do rRNA de
cepas de T. rangeli isoladas de diferentes regides geograficas foram purificadas conforme o
descrito no item 3.5 do Material e Métodos. A purificagcdo mostrou-se eficiente ao revelar a
eliminagcdo das bandas inferiores a 1,2 Kb, permitindo a clonagem e sequenciamento das

amostras (Figura 8).
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FIGURA 8: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etidio
demonstrando os produtos de amplificagdo via PCR da regido ITS do gene do rRNA de
cepas de Trypanosoma rangeli isoladas de diferentes regides geograficas apds a
purificacdo. Canaleta 1 = cepa H14; Canaleta 2 = cepa H9; Canaleta 3= cepa Palma 2;
Canaleta 4= cepa SC58; Canaleta 5= cepa San Agustin; CN = controle negativo (sem adi¢cao

de DNA), TM= Padr&o de tamanho molecular (A DNA digerido com Pstl).

Apods a clonagem, a comprovagao da presenca dos insertos no vetor foi realizada
através da digestdo do DNA plasmidial com a enzima EcoRI, conforme o descrito em
Material e Métodos (item 3.5). Foram considerados positivos os clones que, apés a digestao,
apresentaram em eletroforese em géis de agarose a presenca de uma banda de cerca de
1,2 Kb correspondente ao fragmento clonado e uma banda de aproximadamente 4,0 Kb

correspondente ao plasmideo pCR®4-TOPO® (Figura 9).
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FIGURA 9: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etidio
representando os produtos da digestdo do DNA do plasmidio pCR®4—TOPO® pela enzima
EcoRl, revelando a presencga de insertos correspondentes a regidao ITS de diferentes cepas

de Trypanosoma rangeli. TM= Padrao de tamanho molecular (A DNA digerido com Pstl).

Como podemos observar na figura acima, a despeito do crescimento de colénias em
meio solido, nem todos os clones analisados possuiram o inserto desejado. Uma vez
selecionados, os clones positivos foram crescidos e, apds a extragao o DNA plasmidial foi

utilizado nas reagdes de sequenciamento.



As reacgdes de sequenciamento foram realizadas tanto com o DNA clonado quanto
com os produtos de PCR purificados, diferindo estas reacdes em seu volume final, tendo
sido de 20ul para o DNA provindo da clonagem e 10ul do DNA oriundo da reacédo de PCR.
Além disso, o esquema de amplificagao utilizado na reacdo de sequenciamento também foi
modificado a partir do protocolo preconizado pelo fabricante, com o intuito de maximizar a
eficiéncia do mesmo.

Inicialmente utilizamos na reacdo de seqlenciamento um esquema padrao
composto de 30 ciclos de 94°C por 20 segundos, 55°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Devido a baixa qualidade das sequéncias obtidas, alterou-se o programa inserindo-
se uma temperatura inicial de 94°C por 25 segundos, seguidos de 30 ciclos com
temperaturas de 94°C por 15 segundos, 58°C por 20 segundos e 60°C por 1 minuto. O
sequenciamento destas amostras revelou uma melhora significativa na qualidade, mas ainda
fora dos padrdes desejados. Optou-se entdo por inserir ao programa a condi¢cao de iniciacao
de alta estringéncia (“hot start’). O “hot start” consiste em utilizar uma temperatura de
desnaturagao inicial (94°C) por 4 minutos com a reagao contendo apenas agua e o DNA.
Apos o periodo de desnaturagdo, adicionam-se os iniciadores, os dideoxinucleotideos
marcados e a enzima Taqg DNA polimerase, seguindo-se o0 programa de amplificagdo
anteriormente descrito. Esta ultima condicdo revelou resultados satisfatérios tendo sido
adotada para o sequenciamento das amostras de T. rangeli.

Devido ao tamanho da sequéncia (1,2Kb) e a limitagdo do sequenciador
automatizado, que possui capacidade de gerar sequéncias com boa qualidade em torno de
500 a 600pb, foi necessario a utilizagdo de iniciadores internos (ITS-1BR e ITS-2AF)
direcionados a subunidade 5,8S do gene do rRNA, conforme o demonstrado na Figura 4.

Mesmo com a utilizacdo de iniciadores internos, com as modificacbes na reagdo e no



sequenciamento propriamente dito, ndo foi possivel obter sequéncias completas e/ou de boa
qualidade dos espacgadores ITS-1, ITS-2 e da subunidade 5,8S do gene do rRNA das cepas
SC61, San Agustin, H14 e H8GS de T. rangeli.

As sequéncias consenso obtidas para as cepas SC58, Palma 2, H9, D3493,
Macias, R1625, B450 e Choachi de T. rangeli foram comparativamente analisadas conforme
o descrito no item 3.7 do Material e Métodos, revelando um tamanho que variou de 1.224 a
1.309pb. As sequéncias da regido ITS-1 das cepas de T. rangeli analisadas apresentaram
um tamanho variando entre 405 a 417pb, a regido codificante da subunidade 5,8S do gene
do rRNA variou de 173 a 175pb e a regido de ITS-2 de 614 a 675pb. Sendo assim, o
comprimento total das sequéncias obtidas e analisadas sempre esteve em torno de 1,2kb,
ou seja, as sequéncias das cepas de T. rangeli oriundas de diversos hospedeiros e regides
geograficas mostraram-se bastante conservadas em relacdo ao tamanho. Quando
comparadas com as sequéncias de Esmeraldo e Tc994 de T. cruzi obtidas no GenBank,
observou-se um polimorfismo no tamanho da sequéncia, principalmente, em relacdo a cepa
Tc994 (Figura 10).

O alinhamento das sequéncias revelou um conteudo médio de G/C de 41.6% entre
as cepas de T. rangeli analisadas e, independente da cepa, a comparagao das sequéncias
nucleotidicas dos produtos de amplificacdo obtidos demonstrou um baixo polimorfismo intra-
especifico (Figura 10).

A analise exclusiva das sequéncias do gene da subunidade 5,8S do rRNA mostrou
uma alta conservagéo entre as cepas de T. rangeli. Comparando a subunidade 5,8S do gene
do rRNA das cepas de T. rangeli com cepas de T. cruzi, observamos uma conservagao

mesmo em nivel interespecifico (Figura 10).



Polimorfismos de mononucleotideos (single nucleotide polymorphisms - SNP’s),
devidos a alteragdes e/ou inser¢des de bases, foram observados na sequéncia do gene da
subunidade 5,8S do rRNA nas cepas de T. rangeli analisadas (Figura 10). A analise
comparativa revelou que a cepa Palma 2 possui substituicdes C/T e A/T nas posi¢des 470 e
497. As cepas D3493 e B450 revelaram possiveis inser¢gdes de mononucleotideos nas
posicoes 497 (C) e 592 (A). Além disso, delegbes de nucleotideos foram observadas na
cepa Palma 2 (bases 443 e 510), SC58 (base 508) e AM11 (base 387). A descricao
detalhada destes polimorfismos esta apresentada na Tabela 3.

A analise comparativa das regides ITS-1 e ITS-2 revelou um baixo polimorfismo de
sequUéncia entre as cepas de T. rangeli analisadas, entretanto, quando estas sequéncias
foram comparadas com as sequéncias homologas das cepas Esmeraldo e Tc994 de T. cruzi
observou-se um alto grau de variabilidade interespecifica (Figura 10). Os SNP’s presentes
nas regides espagadoras ITS-1 e ITS-2 podem ser constatados na Tabela 3.

Além dos eventos de inser¢ado e/ou delegao localizados nas regides ITS-1 e ITS-2
das cepas analisadas, foram observadas diversas repetigcdes nucleotidicas de motivos (TA,
AT, TG, GT, TT, AA, GCA, CCT e CTT) e comprimentos variaveis. Com relagdo estes
eventos, destacam-se as cepas B450 e AM11 de T. rangeli, ambas originarias da regiao
Amazobnica Brasileira, onde observamos, principalmente na segunda uma variacédo de
sequéncia nas regides ITS-1 e ITS-2, quando comparadas as demais cepas do parasita.
Interessantemente, a cepa AM11 de T. rangeli possui nas regides ITS-1 e ITS-2 fragmentos
cuja sequéncia possui maior similaridade com as cepas de T. cruzi do que com as cepas de

T. rangeli (Figura 10).



FIGURA 10: Alinhamento das sequéncias da regidao ITS do gene do rRNA de cepas de
Trypanosoma rangeli isoladas de diferentes regides geograficas e hospedeiros pelo software
ClustalX. Os nucleotideos em italico indicam os iniciadores utilizados para amplificagdo via
PCR da regido ITS das cepas de T. rangeli. Nucleotideos em cor azul indicam a regido
correspondente ao espacador ITS-1, os em cor vermelha indicam a subunidade 5,8S do
rRNA e os em cor verde a regido do espagador ITS-2. Os nucleotideos sublinhados e em
cores diferentes da sequéncia onde estdo inseridos demonstram diferengas entre as
sequéncias analisadas. Fragmentos contidos em caixas indicam regides de microsatélites ou
de repeti¢gdes nucleotidicas e os hifens indicam espacos inseridos pelo software ClustalX

para permitir o alinhamento.



Palma? - —————— e e e GTGTGTACCC
SC58 = mmmmmee e GTAGGTGAACCT
choachi --------------------- oo+ - GTAGGTGAACCT
HO = e e GTAGGTGAACCT
D3493 W @ mmmmmm e GTAGGTGAACCT
Macias W @—mmmmmm e GTAGGTGAACCT
R1625 @ ———— GTAGGTGAACCT
B450 @@ @ e GTAGGTGAACCT
AM11l e e e e
Esmeraldo - - ———=—=""""""—————
Tc994 GCTCAACCACCACCACCACTACTACTACTACTACGCCATTTCTACTAAAACAATATATAA
Palma?2 GCAGGTGGATCTTTTTZCGAEGATTTCETAATACCCTATAATACATGTGTGEGTATATAT
SC58 GCAGCTGGATCATTTTCCGATGATTTCATAATACCCTATAATACA[TGTGTGCGTATATAT
Choachi GCAGCTGGATCATTTTCCGATGATTTCATAATACCCTATAATACATGTGTGCGTATATAT
HO GCAGCTGGATCATTTTCCGATGATTTCATAATACCCTATAATACAIGTGTGCGTATATAT
D3493 GCAGCTGGATCATTTTCCGATGATTTCATAATACCCTATAATACA[TGTGTGCGTATATAT
Macias GCAGCTGGATCATTTTCCGATGATTTCATAATACCCTATAATACA[TGTGTGCGTATATAT
R1625 GCAGCTGGATCATTTTCCGATGATYTCATAATACCCTATAATACA[TGTGTGCGTATATAT
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D3493 ATATATATATATATATATATATATF-GTGCGCATACATGC-ATGCGAGAGGAACAACTGT
Macias ATATATATATATATATATATATATEEGTGCGCATACATGC—ATGCGAGAGGAACAACTGT
R1625 ATATATATATATATATATATA--TF--GTGCGCATACATGC-ATGCGAGAGGAACAACTGT
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Tc994 AGGGCGGCGGGGACGAAAGCCGTAGTGTCGTTGTGCGTGTGATGTGGAATTTGTTG-TTT
Palma?2 GATGACTCCACAAGGAEAAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
SC58 GATGACTCCACAAGGA-AAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
Choachi GATGACTCCACAAGGQ—AAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
HO9 GATGACTCCACAAGGA-AAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
D3493 GATGACTCCACAAGGA-AAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
Macias GATGACTCCACAAGGA-AAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
R1625 GATGACTCCACAAGGA-AAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
B450 GATGACTCCACAAGGA-AAAACAAAAAGCGCACCACGTTATATACCACACATTGTGTGTA
AM11 -AAAAAAACACACTGGCTCCACAAAAA--—-—-AGCACAACATATA-—————————————- A

Esmeraldo ACACATACACGCGAGAGGAACAAAAAAAA-ACACACTGGCTCCACAAAAAAGCACAACAT
Tc994 AGTAGTGTGGTGGAAAGGAGAAGAGAGGGGAGGGGGGGGGTTTAGAGAGAGACAGGGGGA

10
12
12
12
12
12
12
12

60

70
72
72
72
72
72
72
72
19

120

125
125
129
125
129
131
127
119
59

36

179

185
184
188
184
188
190
186
178
99

95

239



Palma?2
SC58
Choachi
HO
D3493
Macias
R1625
B450
AM11
Esmeraldo
Tc994

Palma?2
SC58
Choachi
HO
D3493
Macias
R1625
B450
AM11
Esmeraldo
Tc994

Palma?2
3C58
Choachi
HO
D3493
Macias
R1625
B450
AM11
Esmeraldo
Tc994

Palma?2
SC58
Choachi
HO
D3493
Macias
R1625
B450
AM11
Esmeraldo
Tc994

TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTACTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTRCTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTRCTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTRCTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTRCTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTACTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTRCTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
TAATGTGTATGTGTGTGTGTGTRCTTTGTGGTTTTGTTGTCTCTGTGTGTTGCGTCCTCT
CAATATGTQTATGTGTGTGTACQG-TTTGTGATTTTGT-———— CTATGTGTTGIGTCCTCT
ATAACAATATGTGTATGTGTGTGTACGTTTGTGATTTTGTCTATG--TGTTGTGTCCTCT
GGARATGAJQTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTGCTGCTGCTGCTGCTGC-TGCTGC-TTCTCT

TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTTGCAC-GCACATGTGTGCATGCATATGTACTATA---TATTATGT
TCGCACCAAGA--TTCGCAC-GCACATGCATGCATATATATATA-TATA---TAT-—-—-
TCGCACCAAGA--TTCGCAC-GCACATGCATGCATATATATATA-TATA-——————— TGT
TCGCACTGATACATCCACACTGTACGTGTAAGCATATATATGTG-TATAATATATATTAT

ACATATGTGTGTATGTGCGTG-———=——=———==———————— TIAAAAAAAAAAACCTACT
ACATATGTGTGTATGTGCGTG-———=——==—==——=—————— TIAAAAAAAAAAACCTACT
ACATATGTGTGTATGTGCGTG-———=——==—===———————— TAAAAAAAAAAACCTACT
ACATATGTGTGTATGTGCGTG-~—————==——==———————— TAAAAAAAAAAACCTACT
ACATATGTGTGTATGTGCGTG-——————==——==———————— TAAAAAAAAAAACCTACT
ACATATGTGTGTATGTGTGTG-——————==——==—————=—— TIAAAAAAAAAAACCTACT
ACATATGTGTGTATGTGCGTG-———=——==—===———————— TIAAAAAAAAAAACCTACT
ACATATGTGTGTATGTGTGTG-———=——==—===———————— TIAAAAAAAAAAACCTACT
ATGTGTGTGTGTATGTGTGTG-~—————==——==———————— TIA---AAGAGAACATACT
GTGTGTGTATGTGTGTGTA-———=——=———=——————————— --——AAGAGANCATACT
ACATATATATATATATATATACTTGCACGTTACACAGTGTGTTGTGTAGAAAANTGTAAT

TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC———===—————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC-—==—————=——————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC-——=—==————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC-——=—==————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC———==——————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC———==——————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC-—==———————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATA--TACATATACTACACCACTC-—==—==————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATACATATATATATTATATACACA-——————————————— A
TGCCGCTTGACTTCGCAATATACATATATATATTATATACACA-——————————————— A
TGCGGCTTGACTTCGTG-TGTGCACATAT-TATAATATGCGTATTTCGTCGTGTGGTTTA
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299
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338
337
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CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT--—-GTGTGT}--——--——--——- CTATAT---—---
CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT -~ —-GTGTGT{—————————-——- CTATAT---——--
CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT--—-GTGTGT{————————=-——- CTATAT---—---
CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT--—-GTGTGT{—-——————=-——~ CTATAT---—---
CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT--—-GTGTGT{————————=-——~ CTATAT---—---
CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT -~ —~GTGTGT{—~——-————-——-~ CTATAT---—---
CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT -~ —~GTGTGT{————————————- CTATAT---——--
CACTGTGTGTTTGTTGTGTGTGT--—-GTGTGT{————————=-——- CTATAT---—---
CACTCGCTGTGCGT-ATATATAT--—-ATATAT{—-———-———-——- GTATAT-----—-
CACTCGCTGTGCGT—-ATATATAT--—-ATATAT{—————-———-——- GTATAT---—---
TATTTAATATATAT-RTATATATTATTATATATCCGCACGCTTTGCGTGTGTTTTTGTG

———-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAARACAACG-GTCGCGACGGCTGACTAGGCTTCCTATC
———-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
—-——-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
—-——-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
—-——-—-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
—-——-—-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
————-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
—-——-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
———-GCGTCGGGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
—-——-—-GCGTCGTGAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT
TGCCGCGTTGTAAAGCACGGCCCAAACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATT

TCGTCGCAGACCGCAGCAAAGAGC-GAAAAAGTGGTATCA-TTGCAGAATCATTCCAATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGC-GATAAAGTGGTATCA-TTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGC-GATAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCA-CAAAGTGC-GATAAAGTGGTATCAATTGCAKAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCCGATAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGC-GATAAAGTGCTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGC-GATAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGC-GATAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCA-CAAAGTGC-GATAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGC-GATAAAGTGGTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT
TCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGC-GATAA-GTGGTATCAATTGCAGAATCATTC-AATT

ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGECATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGARAAGCTCCTTTCGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-TTTCGAGGCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-CTCAGAGTCATCCCCGTGCA
ACCGAATCTTTGAACGCAAACGGCGCATGGGAGAAGCTC-CTCAGAGTCATCCCCGTGCA
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TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCTACAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAC
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAA
TGCCATATTTCT-CAGTGTCGAACAA

AAAAAAAA
AAAAAAAA
AAAAAAAA
AAAAAAAA
AAAAAAAA
AAAAAAAA
AAAAAAAA
AAAAAAAA
AAAAAAAC]
AAAATTAA
AAAATTAA

CCCACAARAACH
CCCACAAAACH
CCCACAAAACH
CCCACAAAACH
CC-ACAAAACH
CCCACAAAACH
CCCACAAAACH
CCCACAAAACH
CCCGCACATGH
CCCCTACTCTA
CCCCTACTCTA

TG-TGTGTGTGTGTG
TG-TGTGTGTGTGTG
TG-TGTGTGTGTGTG
TG-TGTGTGTGTGTG
TG-TGTGTGTGTGTG
TG-TGTGTGTGTGTG
TG-TGTGTGTGTGTG
TG-TGTGTGTGTGTG
GG-GGGGACCATGGG
CAACGCATGCATTCA

CAACGCATGCATTCA

T-———- GTGTGTG
T-———- GTGTGTG
T-———- GTGTGTG
T-——- GTGTGTG
T-———- GTGTGTG
T--———- GTGTGTG
T-———- GTG-—-—--

T-———- GTGTGTG
TTATGGATATATA
TT----GTGTGTG

TT----GTGTGTG

FGTGTGTGGGTGGGGGGAAATGCAA-ACGCAAAAAAGAGAGCCCTTG
FGTGTGTGGGTGGGGGGAAATGCAA-ACGCAAAAAAGAGAGCCCTTG

CATATTTTTACT-GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGTGTTGTG
CATATTTTTAC--GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGTGTTTTG
CATATTTTTAC--GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGTGTTTTG
CATATTTTTAC--GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGTGTTTTG
CATATTTTTAC--GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGTGTTTTG
CATATTTTTAC--GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGTGTTTTG
CATATTTTTAC--GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGTGTTTTG
CATATTTTTAC--GTGTGTGCACAC-GCGCGCGCACGTCGAGTTGAG

TGGGAAATGTGTATATHTA-—--TATATATATATA--CATATACACATGCAGAGCAGCCC
TGGGAAATGTGTATATETA-—--TATATATATATATACATATACACATGCAGAG-AGCCC
TGGGAAATGTGTATATHTA----TATATATATATATACATATACACATGCAGAG-AGCCC
TGGGAAATGTGTATATHTA----TATATATATATA--CATATACACATGCAGAG-AGCCC
TGGGAAATGTGTATATGHTA--—--TATATATATATA--CATATACACATGCAGAG-AGCCC
TGGGAAATGTGTATATGTA----TATATATATATA--CATATACACATGCAGAG-AGCCC
TGGGAAATGTGTATATHTA----TATATATATATA--CATATACACATGCAGAG-AGCCC
TGGGAAATGTGTATATHTA----TATATATATATA--CATATGCACATGCAGAG-AGCCC
TGGGAAATGTGTATATATG----TATATATATGCA-—-——————- CATGCAGAG-AGCCC
GGGAGACATTACGGATGAAGCGCCGCCGCCATGCHT-CGTATATATAATAATAATAATAA
GGGAGACATTACGGATGAAGCGCCACCGCCATGCET-CGTATATATAATAATAGTAATAT

CTGGGGATTACAGATGAAGCGCGCGAGAGCGACGCGATGATCCGCTCCGGCG-TGTGTGT
CTGGGGATTACGGATGAAGCGCGCGAGAGC-ACGC-ATGATCCGCTCCGGTG-TGTGTGT
CTGGGGATTACGGATGAAGCGCGCGAGAGC-ACGC-ATGATCCGCTCCGGCG-TGTGTGT
CTGGGGATTACGGATGAAGCGCGCGACAGC-ACGC-ATGATCCGCTCCGGCG-TGTGTGT
CTGGGGATTACGGATGAAGCGCGCGACAGC-ACGC-ATGATCCGCTCCGGCG-TTTGTGT
CTGGGGATTACGGATGAAGCGCGCGACAGC-ACGC-ATGATCCGCTCCGGCG-TTTGTGT
CTGGGGATTACGGATGAAGCGCGCGACAGC-ACGC-ATGATCCGCTCCGGCGCTTTGTGT
CTGGGGATTACGGATGACGCGCGCGAAAGC-ACGC-ATGATCCGCTCCGGCG-TTTGTGT
CTGGGGATTACGGATGAAGCGCGCGACAGC-GCGC-ATGATCCGCTCCGGCG-TTTGTGT
AATATATATACGTGCGCCGTCTGTGGTGGT---GC-ATGATCCGCTCCGGCG-CTTGTGT
AATATATATACGTGCGCCGTCTGTGGTGGT---GC-ATGATCCGCTCCGGCG-CTTGTGT
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GTGTTTTCTCTGTTTTT-TTATCTTCCCTCTTCTCTECT---——- CCTCCTCCTCCTCCT
GTGTTTTCTCTGTTTTT-TTATCTTTCCTCTTCTCTLCT-————- CCTCCTCCTCCTCCT
GTGTTTTCTCTGTTTTT-TTATCTTTCCTCTTCTCTLCT-————- CCTCCTCCTCCTCCT
GTGTTTTCTCTGTTTTT-TTATCTTTCCTCTTCTCTCCT---——~ CCTCCTCCTCCTCCT
GTGTTTTCTCTGTTTTT-TTATCTTTCCTCTTCTCTLCT-—-——~ CCTCCTCCTCCTCCT
GTGTTTTCTCTGTTTTT-TTATCTTTCCTCTTCTCTLCT-—-——~ CCTCCTCCTCCTCCT
GTGTTTTCTCTGTTTTT-TTATCTTTCCTCTTCTCTLCT-————- CCTCCTCCTCCTCCT
GTGTTTTGTCTGTTTTTGTTATGT TTGCTGTTGCTGL TCGCGGGGCCTCCTGCCTCCTGE
GTGTTCTCTTTGTTTTC-TCTCTTCCCCCCTCCTCACT---——- CCTCCTCCTTCCTCT
GTGTGTT---TGTACATAACATG-GCATGTGTGTAT[TG-—————————~- TATGTGTAAT
GTGTGTT---TGTACATAACATGTGCATGTGTGTATGTG-——-———-—-— TATGTGTAAT
ccreeTeCTd-—------- CTTCTTCTTTTTCTTTTT-———- CTTCTT-————--~- CTCT
CCTCCTCCTf-—------- CTTCTTCTTTTTCTTTTT-———- CTTCTT-————--- CTCT
CCTCCTCCTH--------- CTTCTTCTTTTTCTTTTT-———- CTTCTT-——----- CTCT
CCTCCTCCTH--------- CTTCTTCTTTTTCTTTTT-———- CTTCTT-——----- CTCT
CCTCCTCCTf-——------ CTTCTTCTTTTTCTTTTT-———- CTTCTT-———---- CTCT
CCTCCTCCTf-——-----— CTTCTTCTTTTTCTTTTT-——-- CTTCTT-————--~ CTCT
CCTCCTCCTf-——------ CTTCTTCTTTTTCTTTTT-———- CTTCTT-————--- CTCT
CTGCCTCCTGGTTGGGTGCTTTGT TGT TTTTGCT TGTTGCTGCTGCT TGCTGCATGCTGC
CCTCCTTTIT -——----—- CTCCTTCTCCTCCTTATTT----CTCCCCAC-———-- ATAT
ATATATATA{-———————-- TATATATATATATATGT---—— ATGCCC-—-----— ATAT
ATATATATAf-——————--- TATATATAT-———-- GT----- ATGCCC-------— ATAT

CTTCTCATCTCTTCGCTCCTCTTCT-CTCCTCTCTCT
CTTCTCATCTCTTCGCTCCTCTTCT-CTCCTCTCTCT
CTTCTCATCTCTTCGCTCCTCTTCT-CTCCTCTCTCT
CTTCTCATCTCTTCGCTCCTCTTICT-CTCCTCTCTCT
CTTCTCATCTCTTCGCTCCTCTTICT-CTCCTCTCTCT
CTTCTCATCTCTTCGCTCCTCTTCT-CTCCTCTCTCT
CTTCTCATCTCTTCGCTCCTCTTCT-CTCCTCTCTCT
TTCCGCGCCTGCTTGCTGGCTGACTGCTGCTGCTTTT
ATGCTAGGTATCTCCCCACACAQACACACCCTCCCTC
CTCTACACACGTGGGGTGTGTGTGCAACACGNCG-CA
CTCTACACACGTGTG-TGTGTGTGCAACACAACGACA

ITTCTCTTTTTCTTTCTT-TTTT
rTTCTCTTTTTCTTTCTT-TTTT
rTTCTCTTTTTCTTTCTT-TTTT
ITTCTCTTTTTCTTTCTT-TTTT
ITTCTCTTTTTCTTTCTT-TTTT
ITTCTCTTTTTCTTTCTT-TTTT
rTTCTCTTTTTCTTTCTT-TTTT
GCTGCTTTTTGCTTTCTTGTTTT
CCTCTCACTTCTCTTCTTTTCTT
NCACAAANCTACAAAACTCGCAA

ARCACAAAACTACAAAACTCGCAA

AT-CCCACACTTCTTTT--CAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAGAGAAAGAAAAAAAAA
AT-CCCACACTTCTTTT--CAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAAAGAAAGAAAAAAAAA
AT-CCCACACTTCTTTT--CAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAAAGAAAGAAAAAAAAA
AT-CCCACACTTCTTTT--CAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAAAGAAAGAAAAAAAAA
AT-CCCACACTTCTTTT--CAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAAAGAAAGAAAAAAAAA
AT-CCCACACTTCTTTT--CAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAAAGAAAGAAAAAAAAA
AT-CCCACACTTCTTTT--CAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAAAGAAAGAAAAAAAAA
ATTCCCACACTTCGTTTTGCAACAGAAAAGAGGTGTAGGATAAAAAGAAAGAAAAAAAGA
TT---CCCACTTCTTTTC-AAATAGAAAAGAGGT--AGGACGAAAAG--AGAGGGGAAGC
GAGATTAAAAAAGAATA--AAAAAGAAAAAAAGTGGCGTGTGGNATGTGTGGTGTGTGGG
GAGATTAAAAAAGAATA--AAAAAGAAAAAAAGTGGCGTGTGGGATGTGTGGTGTGTGGG
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GAAAGGGGGGGC---GGGAGAGGATGTG--TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGARARAGAA
GAAAGGGGGGGC---GGGAGAGGATGTG--TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGARAAAGAA
GAAAGGGGGGGC---GGGAGAGGATGTG--TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGAAARAGAA
GAAAGGGGGGGC---GGGAGAGGATGTG--TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGAARARAGAA
GAAAGGGGGGGC---GGGAGAGGATGTG--TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGAARAAAGAA
GAAAGGGGGGGC---GGGAGAGGATGTG--TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGARARAGAA
GAAAGGGGGGGC---GGGAGAGGATGTG--TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGARAAAGAA
GAAAGGGGGGGGCGGGGGAGAGGATGTG- - TGTGTGT-GATGCGGGAAAGAGARAAAGAA
GAAAGGGGIGGT----GGTIGIGIGTGTG- - TGTGGGGAGATGCGTGGCGTGTGTGGAGAA
GCGGGG-CGGGGCATGCATATACACAACACCACACGCACACACACACATGTGTAGTAGTA
GCGGGGGCGGAGCATGCATATACACAACACCACACGCACACACACACATGTGTAGTAGTA

AAAGGAAGAAAGAAA-GAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGT TGTEGGTGGT TGAAGGA
AAAGGAAGAAAGAAA-GAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGT TGTEGGTGGTTGAAGGA
AAAGGAAGAAAGAAA-GAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGTTGTGGGTGGTTGAAGGA
AAAGGAAGAAAGAAA-GAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGTTGTEGGTGGTTGAAGGA
AAAGGAAGAAAGAAA-GAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGTTGTEGGTGGTTGAAGGA
AAAGGAAGAAAGAAA-GAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGT TGTEGGTGGTTGAAGGA
AAAGGAAGAAAGAAA-GAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGT TGTEGGTGGTTGAAGGA
AAAGGAAGAAAGAAAAGAGGTGTGTGTGTGGTGT-GTGGTTGTTGTGGGTGGTTGAAGGA
ARAGAGAGAGAGAAGGGGCGTTGGGGGGGGAGGTTGTGIGTGTGGTITTTTGGTGGTGGG
TATACAATGTAATATATATATATATATATATATGCATGTACATTATRCAATATATATATA
TATACAATGTAATATATATATATATATATA--TGCATGTACATTATRCAATATATATATA

AAAAAAAAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAA-CAACA-ACAAACTATAATCTCACAAGAGA
AAAAAAAAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAA-CAACA-ACAAACTA-AATCTCACAAGAGA
AAAAAAAAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAA-CAACA-ACAAACTAAAATCTCACAAGAGA
AAAAAAAAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAA-CAACA-ACAAACTAAAATCTCACAAGAGA
AAAAAAAAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAA-CAACA-ACAAACTAAAATCTCACA-GAGA
AAAAAARAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAAACAACA-ACAAACTAAAATCTCACAAGAGA
AAAAAARAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAA-CAACATACAAACGTAAATCTCACAAGAGA
AAAAAAAAGAGGGAGAGAGCACACGTGCAA-CAACATACAAACTAAAATCTCACAAGAGA
AGGAAAAAGAG—-AGAGAGCACACGTGCAA-CAACA-ACAAACTAAAATCTCACAAGAGA
TGTATAATGTAC-A-—————— CGTGTGTGTATAATATATGTATGTGTGTTGTATGTACGT
TGTATAATGTAC-AATGTACACGTGTGTGTATAATATATGTATGTGTGTTGTATGTACGT

GACCACAGA---AGAAGATAAATACGTATATATGIATA---ATATATATATGTTTTTTTC
GACCACGAA---ANA-—-——— AATACGTATATATGIATA---ATATATATGTGG-—-—-—-~-
GACCACAAA-—--AAA----AAATACGTATATATGIATA---AAATATATATGTTTTTCTG
GACCACAAA-—--AAA----AAATACGTATATATGIATATATATATATATATGTTTTTTTC
GACCACAAA---AAA----AAATACGTATATATGIATA---ATATATATATGTTTTTTTC
GACCACAAA---AAA----AAATACGTATATATGIATA---ATATATATATGTTTTTTTC
GACCACAAA---GAAA---AAATACGTATATATGIATA---ATATATATATGTTTTTTTC
GACCACAAA---AAA----AAATACGTATATATGIATATATATATATATATIGTTTTTTTC
GACTACAAA---AAA-—————————————————— ~——AA--AAAAATAT-TTTTTTTTTC
GCCTGTGTGTTTGTGTGTGTATGGTGTGTGTGTGITGTATGCTGTGTGCGTGTTCCACCA
GCATGTGTGTTTGTGTGTGTATGGTGTGTGTGTGITGTATGCTGTGTGCGTGTTCCACCA
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1189
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1158
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1247

1186
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1181
1185
1189
1183
1217
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1306
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1366
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TTGTTTGTTTACAGAC-C-TGAGTGTGGCAGGACTACCCGC——====——==——=—————
TTGTTTGTTTACAGACAC-TGAGTGTGGCAGGACTACCCGC——=—==——==———————
TTGTTTGTTTACAGAC-C-TGAGTGTGGCAGGACTACC——=——=—=—=——————————
TTGTTTGTTTACAGAC-C-TGAGTGTGGCAGGACTACCCGC—————=——————————
TTGTTTGTTTGCAGAC-C-TGAGTGTGGCAGGACTACCCGC—————=——————————
TTGTTTGTTTACAGAC-C-TGAGTGTGGCAGGACTACCCGC—=====——==——=—————
TTGTTTGTTTACAGAC-C-TGAGTGTG-CAGGACTACCCGC——=—==——==———————
TCATATATATATA----CATATCCACGCTTATTTTTTTTTCTTCTTCTTTTTGTTTA
TCATATATATATATATACATACCCACGCTTATTTTTTTTTCTTCTTCTTTTTGTTTA

1278
1224
1277
1274
1271
1278
1273
1309
1155
1195
1426



TABELAIII

Relagdo dos polimorfismos de mononucleotideos (SNP’s) e dos eventos de insergcéo e
delecédo detectados pela avaliagdo comparativa das sequéncias das regides espagadoras

ITS-1 e ITS-2 e da subunidade 5,8S do gene do rRNA de cepas de Trypanosoma rangeli.

Cepas SNP’s Insergoes Delegoes
TIC—29 ¢ 62
G/T - 316696 G- 142, 783 e 778
T/A—38 e 1172 443
Palma 2 C —-524 e 747
CIT - 470 C 510
AT — 497
GIC — 779
GIC — 778
scss g 178 TA — 434/435 nd
GIA — 145
Choachi G/C — 783 TA — 729/730 nd
AT — 1221
HO  nd TAT — 1213 2 1215 486
D3493 nd C — 499 nd
. AT — 97/98
Macias nd A— 1161 nd
C - 800
R1625 G/T— 1167 S 653 a 656
A/T — 686, 691 A—594. 1115
GIT — 690, 838, 865, 898, 907, G — 820, 978
960, 970 e 996 T - 985, 1194
CIA—763 TG — 1000 e 1001
A/C — 772 TAT — 1248 a 1250 ,
B450 5/ _810, 825, 829, 832,835,  CGG — 1054 a 1056 Apos 86
854, 861, 885, 888, 894, 921, 963 TGCTG — 900 a 904
e 1053 GCGGGG — 842 a 847
T/C — 837, 857, 864, 923 ¢ 965  GCTGCATG — 911 2 918
CIT — 859, 895, 922, 961, 964 GGTTGGGTGCT — 872 a 882

nd= nao detectado



O alinhamento representado na Figura 10 serviu como base para a constru¢cdo de
filogramas através do software MEGA versdo 2.1 (Kumar, Tamura e Nei, 1993) utilizando os
métodos da Maxima Parsiménia (200 replicatas de bootstrap) e Neighbor-Joining (1.000
replicatas). Uma vez que os filogramas resultantes de ambos os métodos foram
concordantes, sdo demonstrados no presente estudo somente o filograma resultante da
analise por maxima parsiménia. A visualizacdo das arvores confirmou o baixo polimorfismo
das regides ITS que flanqueiam a subunidade 5,8S do gene do rRNA entre as cepas de T.
rangeli analisadas. A Figura 11 demonstra um filograma onde somente as sequéncias das
cepas de T. rangeli foram incluidas na analise, a qual ndo permitiu qualquer relacdo das
cepas com suas origens geograficas e/ou hospedeiros.

Considerando a conservagao da subunidade 5,8S do gene do rRNA, a baixa
variabilidade de sequéncia de ambas as unidades espacadoras ITS-1 e ITS-2 e a utilizagao
de um organismo geneticamente relacionado (C. fasciculata) como “outgroup”, a analise por
maxima parsimbnia nao foi suficientemente sensivel para claramente separar todas as
cepas estudadas (Figura 11).

Quando espécies distintas do género Leishmania e diferentes cepas de T. cruzi
foram adicionadas a analise, um novo filograma foi elaborado (Figura 12) utilizando-se o
mesmo método e padrdées acima expostos. Nesta arvore pode-se observar uma visivel
separagao das distintas espécies estudadas. Os trés grupos formados estdo representados
na figura 12 e correspondem, respectivamente, as cepas de T. rangeli (grupo A), as cepas
de T. cruzi (grupo B) e as cepas de Leishmania spp. (grupo C). A analise confirma a eficacia
das regides ITS e da subunidade 5,8S do gene do rRNA como marcadores de analise de

variabilidade interespecifica.
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FIGURA 11: Filograma consenso resultante da analise das sequéncias espagadoras ITS-1 e
ITS-2 e da subunidade 5,8S do gene do rRNA de cepas de Trypanosoma rangeli isoladas de
diferentes regides geograficas e hospedeiros por maxima parsiménia (200 bootstraps ). As
sequéncias ITS e da subunidade 5,8S de Crithidia fasciculata (YO0055) foram incluidas

como outgroup.

Ao contrario das cepas de T. rangeli cuja topologia das arvores demonstra baixo
polimorfismo entre as mesmas (Figuras 11 e 12), ndo permitindo a correlagdo com
hospedeiros e/ou regides geograficas, as cepas de T. cruzi demonstraram evidente
polimorfismo intraespecifico, tendo sido separadas em grupamentos relacionados aos ciclos
silvestre e peri-doméstico (Z1 e Z3) ou doméstico (Z2) de transmisséo do parasita.

As sequéncias obtidas no presente estudo foram depositadas no GenBank sob os
seguintes numeros de acesso: AY230233 (cepa SC58), AY230234 (cepa Choachi),
AY230235 (cepa D3493), AY230236 (cepa H9), AY230237 (cepa Macias), AY230238 (cepa

Palma 2), AY230239 (cepa R1625) e AY230240 (cepa B450).
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FIGURA 12: Filograma consenso resultante da analise das sequéncias espagadoras ITS-1
e ITS-2 e da subunidade 5,8S do gene do rRNA de cepas de Trypanosoma rangeli , T. cruzi
e Leishmania spp. por maxima parsiménia (200 bootstraps). As sequéncias ITS e da

subunidade 5,8S de Crithidia fasciculata (Y00055) foram incluidas como outgroup.



5- DISCUSSAO

A sobreposicdo na distribuicdo geografica, o compartiihamento de hospedeiros
vertebrados e invertebrados e a reatividade sorolégica cruzada com o com T. cruzi, agente
causador da doencga de Chagas, demonstra a importancia do estudo do T. rangeli, apesar de
sua caracteristica de apatogenicidade para seres humanos. A presencga de infecgdes Unicas
ou mistas por estes parasitas em humanos, animais silvestres e triatomineos & bastante
comum, revestindo de suma importancia a pesquisa, desenvolvimento e utilizagdo de
técnicas capazes de diferencia-los ou analisar sua variabilidade (D'ALESSANDRO &
SARAVIA, 1999; FERNANDES et al., 1999; VALLEJO et al., 2002).

Os relatos de infecgdes humanas pelo T. rangeli guardam estreita relagdo com a
presenca de triatomineos do género Rhodnius, o principal vetor deste parasita
(D'ALESSANDRO & SARAVIA, 1992). Entretanto, mesmo considerando a alta afinidade
entre espécies deste género e o T. rangeli, a ocorréncia de um ciclo de desenvolvimento
extra-intestinal do parasita, o qual é condic&o vital para a transmissao anterior do mesmo, &
bastante inconsistente (VALLEJO et al., 2002). Neste sentido, varias cepas de T. rangeli tém
demonstrado comportamento variavel quando infectando as diferentes espécies do género
Rhodnius, revelando a variabilidade deste parasita e a estreita correlacdo parasita x
hospedeiro (MACHADO et al., 2001; VALLEJO et al., 2002).

A elevada variabilidade intraespecifica observada em cepas de T. rangeli e T. cruzi
ja foi demonstrada por diferentes marcadores bioldgicos, bioquimicos e moleculares, que

apontaram inumeros e importantes marcadores evolutivos e de diagnostico, permitindo



inclusive uma caracterizacdo detalhada de cepas, o que os torna especialmente
recomendados para estudos epidemioldgicos (ZINGALES et al., 1999, HIDE, 1996).

De acordo com HIDE (1996), a distingdo de espécies, assim como a caracterizagao
de cepas dentro de uma dada espécie sao fatores primordiais, uma vez que contribuem para
determinar, por exemplo, a presenca ou auséncia de infec¢cdes ou ainda a caracterizagcédo do
agente etiolégico envolvido.

Um dos grandes trunfos dos estudos de genética de populagdes € permitir o
entendimento e caracterizar a ampla variagdo genética dentro e entre as espécies, uma vez
que esta variabilidade em diferentes populagdes pode refletir evidéncias de diferentes
eventos evolucionarios (HILLIS, MORITZ & MABLE, 1996).

Nesse sentido, a utilizacdo de dados sobre o polimorfismo bioquimico de T. cruzi
tem indicado que eventos de segregacdo e recombinagdo s&o aparentemente raros ou
ausentes em populagdes naturais em fungdo da reproducgédo clonal do parasita (VALLEJO et
al., 2002). Assim como para o T. cruzi, pouco se sabe sobre a existéncia ou ndo da
reprodugao sexuada em T. rangeli apesar dos inumeros relatos de diferentes caracteristicas
bioldgicas, bioquimicas e moleculares de cepas isoladas de diferentes regides geograficas
(D’ALESSANDRO, 1976; MACEDO et al., 1993; STEINDEL et al., 1994; GRISARD et al.,
1999; VALLEJO et al., 2002).

Apesar destas comprovacdes, estudos sobre a extensdo desta variabilidade em T.
rangeli e dos mecanismos responsaveis por estes eventos ainda permanecem pouco
explorados e, portanto, a analise de polimorfismos de tamanho e de sequéncias das regides
ITS pode fornecer informacdes relevantes para o entendimento da variabilidade genética do

parasita.



Com a expressiva melhora das técnicas de PCR e sequenciamento, a variabilidade de
sequéncias intraespecificas, principalmente de genes nucleares em tandem, tem sido
utilizada em estudos epidemioldgicos de importantes doengas parasitarias (HILLIS, MORITZ
& MABLE, 1996; AREZ et al., 2000). Desta forma, a analise dos espagadores internos (ITS)
das sequéncias do gene do rRNA sdo um dos melhores exemplos da ampla utilidade dos
genes nucleares na comparagao de sequéncias dentro e entre populagdes (HILLIS, MORITZ
& MABLE, 1996).

Segundo POWERS et al. (1997), entre os eucariotos, incluindo organismos como os
diversos protozoarios, plantas, vertebrados e fungos, os dados existentes a respeito dos
espacadores ITS tem sido utilizados na construgdo de arvores filogenéticas que permitem
estimar a estrutura da genética das populag¢des estudadas, avaliar o nivel dos processos de
evolugdo destas populag¢des ou ainda determinar a identidade taxonédmica dos organismos.

A amplificagdo por PCR oferece uma alternativa pratica e vantajosa por ser um
método altamente sensivel e especifico na caracterizagao e identificagdo de parasitas, assim
como na analise da diversidade genética de uma determinada populacdo (AREZ et al.,
2000). Entretanto os protocolos padrées de uma reagdo de PCR nem sempre sao
apropriados e, portanto, devem ser otimizados levando-se em conta a sequéncia alvo a ser
amplificada, os iniciadores, tampdes e enzima, entre outros (INNIS et al., 1999). Alguns
autores consideram ainda que para a otimizacdo de uma reacdo de PCR s&o necessarias
certas doses de tentativa e erro, considerando esta etapa como parte integrante do processo
(HILLIS, MORITZ & MABLE, 1996).

Apesar da proximidade filogenética dos parasitas, a utilizagdo de iniciadores
desenvolvidos primariamente para T. cruzi em nossos experimentos com o T. rangeli,

apontou a necessidade de padronizacdo da reagdao de PCR. Na sistematica molecular, a



maior atencdo no processo de padronizagdo de uma reagido deve ser para com os pares de
iniciadores, cuja sequéncia determina a temperatura de ligagdo e, por consequéncia, a
estringéncia da reacdo de PCR (HILLIS, MORITZ & MABLE, 1996). Desta forma, a
padronizagdo da PCR para a amplificacdo dos espagadores ITS do gene do rRNA de cepas
de T. rangeli foi realizada com o intuito de aumentar a estringéncia da reagdo sem diminuir a
sensibilidade da mesma.

A amplificagdo da regido alvo (ITS-1/subunidade 5,8S do gene do rRNA/ITS-2) foi
observada em uma ampla faixa de concentracdo de MgCl, e KCI, incluindo a geracéo de
produtos em pH distintos (Figura 5).

Nossos resultados demonstraram, apos a determinacéo das concentragdes ideais do
tampao de reacao e das condicdes térmicas de amplificacéo utilizando os iniciadores ITS-1 e
ITS-2, a geragéo dos produtos de amplificagado de 1,2Kb esperados (Figuras 5, 6 e 7) para
todas as cepas constantes na Tabela |, com excecdo da cepa SC61. Apds inumeras
tentativas infrutiferas de amplificar a regido ITS da cepa SC61, consideramos a existéncia de
polimorfismos nos sitios de ligacdo dos iniciadores nas subunidades 28S e 18S do gene do
rRNA, uma vez que outras hipdteses como baixa concentracdo de DNA molde ou
contaminagdo foram descartadas. Entretanto, observando-se os resultados dos
experimentos de gradiente de temperatura (Figura 7), observa-se a geragcdo de bandas de
1,2Kb em temperaturas mais altas de ligagado dos iniciadores, o que é contraditorio com a
existéncia de polimorfismos.

A despeito das concentracbes e condicbes da reacdo de amplificacdo, bandas
extras de tamanho inferior a 1,2Kb continuaram sendo observadas, mesmo apds a utilizagao

de condi¢gdes de alta estringéncia em experimentos envolvendo gradiente de temperatura



(Figura 7). Estes resultados presupde a existéncia de coépias de ITS com tamanhos
diferenciados dentro de um mesmo genoma.

A observacdo acima confirma dados anteriores que relatam a variabilidade dos
espacadores ITS em tripanosomatideos, os quais podem variar tanto em tamanho como em
sequUéncia dentro de uma mesma espécie possibilitando, desta forma, sua utilizacdo como
um marcador molecular na classificagdo de parasitas (ZAVALA-CASTRO et al., 1992;
PULIDO et al., 1996). A presenca de diferentes espagadores ITS no genoma de um unico
individuo também foram relatados em nematodas dos géneros Meloidogyne, Heterodera e
Belonolaimus (POWERS et al., 1997).

Experimentos utilizando iniciadores especificos para a amplificagdo dos espacadores
ITS-1 e ITS-2 separadamente, revelaram que esta variacdo no padrdo de bandeamento se
deve principalmente a diferencas no tamanho do espacador ITS-2. Nestes experimentos a
resolugdo dos produtos de amplificagdo em géis de agarose a 1% demonstrou a presenga
de bandas de aproximadamente 500pb para o espacador ITS-1 e bandas variando de 300 a
800pb para o espagador ITS-2 (dados ndo mostrados). Estes resultados confirmam dados
anteriormente descritos para outras espécies do género Trypanosoma (FERNANDES et al.,
1999; DAVILA, 2002) e Leishmania (DAVILA & MOMEN, 2000) e indicam que a regido
correspondente ao ITS-1, a subunidade 5,8S e ao ITS-2 de T. rangeli pode apresentar
tamanhos que variam de 700pb a cerca de 1,2 Kb.

A purificagdo, clonagem e sequenciamento da banda de 1,2kb correspondente a
regido ITS-1, a subunidade 5,8S e ITS-2 de T. rangeli confirmou os tamanhos dos dois
espacadores revelados por eletroforese e demonstrou que o espacador ITS-2 € maior do
que o ITS-1. Esta variagdo no tamanho entre os espagadores analisados € o maior

comprimento do espacgador ITS-2, corrobora com estudos anteriores que descrevem o



mesmo fendbmeno em outros tripanosomatideos, incluindo-se o T. cruzi (FERNANDES et al.,
1999), T. vivax (DAVILA, 2002) e Leishmania (DAVILA & MOMEN, 2000). Entretanto,
fendmeno contrario foi observado em parasitas metazoarios do género Trychostrongylus sp.
onde o espacgador ITS-2 possui cerca de 237-238pb e o espagador ITS-1 cerca de 150pb a
mais do que o ITS-2 em todas os exemplares analisados que incluem trés espécies do
género Cylicocyclus e C. elegans (HOSTE et al., 1998).

O polimorfismo de tamanho dos espagadores ITS do gene do rRNA parece indicar
altos niveis de divergéncia genética, porém esta heterogeneidade pode ser considerada
como um fator complicador para estudos de filogenia intra e interespecifica (POWERS et al.,
1997). A analise de ambos os espagadores ITS-1 e ITS-2 das cepas incluidas no presente
estudo, revelou um reduzido polimorfismo no tamanho dos produtos amplificados, indicando,
consequentemente, um alto grau de conservagéo intraespecifica.

A analise das sequéncias demonstrou ainda um baixo grau de polimorfismo entre as
cepas de T. rangeli isoladas de diferentes hospedeiros e origens geograficas o que, segundo
HERNANDEZ et al. (1993) também foi observado na seqiiéncia dos genes do rRNA em
diferentes cepas de T. cruzi e de outros tripanossomatideos. Entretanto, outros estudos tem
demonstrado niveis de variagdes intra-individuais e/ou intra-especificas substanciais em
sequéncias ITS-1 e ITS-2 para algumas espécies de artropodos e platelmintos
(HERWERDEN et al., 2000). Em Ascaris sp. tal variabilidade intraespecifica também foi
detectada em 13 amostras isoladas de porcos e humanos de diferentes regiées geograficas
(XINGQUAN et al., 1999).

A utilizagdo de sequéncias de DNA visando a analise de parédmetros evolutivos de

genes, tém revelado um volume consideravel de informagdes sobre a origem de novos



locus, evolugdo de familias de genes, a convergéncia em nivel molecular devido a selegéo e
sobre os processos de mutagao substitucional (HILLIS, MORITZ & MABLE, 1996).

A presenca de sitios polimoérficos derivados de mutagdes substitucionais nas regides
do gene do rRNA analisadas pode estar revelando indicagdes de processos evolutivos de T.
rangeli, principalmente quando este(s) evento(s) ocorrem na sequéncia da subunidade 5,8S
deste gene, a qual teoricamente deveria ser conservada entre cepas ou ainda entre
especies filogeneticamente proximas. Entretanto, HILLIS & DIXON (1991) comentam como
esperada a presenca de regides com alto grau de similaridade entre diferentes taxons, assim
como regides com baixa similaridade na sequéncia das subunidades do gene do rRNA.

No presente trabalho, foram observados sitios polimérficos principalmente na regiao
ITS-2 de algumas das cepas de T. rangeli analisadas (Figura 10). Polimorfismos nesta
regido espacgadora ja haviam sido relatados em mosquitos do género Anopheles por
MANONMANI et al. (2001) que, entretanto, também demonstraram que o espagador ITS-2
apresenta muito menos variagao intraespecifica do que interespecifica, o que esta de acordo
com nossos resultados. Outros estudos apontam uma consideravel variagcdo na sequéncia
do espagador ITS-2 em seis espécies do complexo Anopheles maculata (PROFT et al.,
1999) e em diferentes espécies da Familia Phlebotominae, confirmando o potencial
informativo deste espacgador a nivel intraespecifico (DEPAQUIT et al., 2002).

Contrariando os resultados acima citados, diferentes estudos desenvolvidos com
espécies dos géneros Ascaris e Schistosoma (XINGQUAN et al., 1999; DESPRES et al.,
1995) e com diferentes espécies de triatomineos (BARGUES et al., 2000) revelaram um alta
conservacao do espacgador ITS-2 ou mesmo uma maior conservagao deste em relacdo ao

ITS-1, respectivamente.



Baseados na auséncia de diferenga na sequéncia de ITS-2 de Ascaris lumbricoides e
A. suum, XINGQUAN et al. (1999) comentam que as duas espécies podem, na verdade,
constituir uma unica. Entretanto, ressaltam que somente o resultado desta analise ndo €&
suficiente para suportar a hipotese levantada, uma vez que os dois taxons possuem
diferencas suficientes em outras sequéncias génicas, na sua biologia reprodutiva e
especificidade por hospedeiro. Concordamos com a observacao destes autores, ressaltando
a importancia da observagao de caracteres bioldgicos, bioquimicos e comportamentais, além
dos marcadores moleculares na avaliagdo de variabilidade inter e intraespecifica.

Ressalta-se que, apesar da presenca de sitios polimérficos de tamanho e motivos
variados na sequéncia dos espagadores ITS-1 e ITS-2 das diferentes cepas de T. rangeli, a
analise das sequéncias (Figuras 10, 11 e 12) revelou uma baixa variabilidade intraespecifica
quando comparado com as importantes diferencas observadas nas sequéncias de espécies
distintas. Resultados similares foram obervados quando foram estudados os espacadores
ITS de Trichostrongylus vitrinus (HOSTE et al., 1998).

A presenca de grandes blocos de sequéncias repetitivas e conservadas nas regides
ITS das cepas de T. rangeli estudadas também foi anteriormente reportado em 7 espécies
distintas de mosquitos do género Aedes. Segundo HLINKA, MURRELL & BARKER (2002) a
presenca destes blocos s&o um evento comum nas subunidades 18S, 5,8S ou 28S do gene
do rRNA tanto entre individuos de uma mesma espécie quanto entre espécies
filogeneticamente proximas. Entretanto, a ocorréncia destes blocos conservados em
espacgadores do tipo ITS torna estas regides possiveis alvos de estudo, uma vez que estes
espacadores apresentam, em geral, variabilidade intra e interespecifica (HLINKA, MURRELL

& BARKER, 2002). Para estes autores, os blocos de sequéncias conservadas contidas nos



espacadores ITS-1 e ITS-2 sdo importantes na manutencéo da estrutura secundaria do pré-
rRNA (HLINKA, MURRELL & BARKER, 2002).

O espacgador ITS-1, juntamente com o ITS-2 e o espagador externo (EST) sédo
transcritos em uma molécula precursora denominada 45S que posteriormente é clivada em
sitios especificos e tem os espacgadores removidos. A fungdo precisa dos ITS n&do séao
conhecidas, entretanto existe uma boa evidéncia que possuam importante papel na
biogénese da subunidade maior do rRNA e maturagcdo da subunidade menor. A delegédo de
nucleotideos da sequéncia do espagador ITS-2 de Sacharomyces cerevisiae confirmou esta
hipétese uma vez que a sintese das subunidades do ribossomo foi diminuida ou abolida,
especialmente quando a delegcdo alterava a estrutura secundaria do ITS-2 (HLINKA,
MURRELL & BARKER, 2002).

Repeticdes nucleotidicas com sequéncia e tamanho variaveis reveladas apos o
alinhamento das cepas de T. rangeli, além de eventos de insercdo/delecdo caracterizados
pela presenga ou auséncia de nucleotideos entre as cepas, tem sido relatadas em
organismos filogeneticamente relacionados a T. rangeli tais como Leishmania spp.
(FERNANDES et al., 1994), Endothrypanum sp. (FERNANDES, DEGRAVE & CAMPBELL,
1993), Trypanoplasma sp. (MASLOV et al., 1993), Phytomonas sp. (STURM et al., 1995), T.
cruzi (FERNANDES et al., 1998) e T. simiae (STURM et al., 1998). Estas repeticoes,
também chamadas de microsatélites, ja foram descritas em um grande numero de
organismos, constituindo-se em uma poderosa ferramenta através da qual é possivel
caracterizar especificamente cepas de parasitas ou mesmo realizar estudos de genética de
populagdes (SCHONIAN et al., 1996; MACLEOD, TURNER & TAIT, 1997; OLIVEIRA et al.,

1998). A presenga destes microsatélites pode ser devida a eventos de replicacdo, que



também seriam responsaveis pelo aumento e/ou diminuicdo no tamanho dos espacadores
ITS (HLINKA, MURRELL & BARKER, 2002).

A baixa variabilidade intraespecifica observada entre cepas de T. rangeli no presente
estudo (Figura 10) e representada pelos filogramas dispostos nas Figuras 11 e 12, ndo
permitiu a separagao das cepas estudadas em grupos relacionados a origem geografica ou
hospedeiros.

Trabalhos anteriores baseados na analise de variabilidade do DNA (Macedo et al.,
1993), na determinagdo da sequéncia da regido hipervariavel do espagador intergénico do
gene do mini-exon (GRISARD et al., 1999) e na analise do DNA cinetoplastico (kDNA)
(VALLEJO et al. 2002) indicaram que as cepas de T. rangeli podem ser divididas em, no
minimo, dois grupos distintos, um compreendendo as cepas da América Central e Norte da
América do Sul e outro incluindo os parasitas do Sul do Brasil (VARGAS et al., 2000). No
presente estudo, a utilizacdo dos espacgadores ITS-1, ITS-2 e da subunidade 5,8S do gene
do rRNA como marcadores ndo foi suficientemente sensivel para detectar estes
agrupamentos. Estas diferengas sdo, provavelmente, devidas a conhecida adaptagcdo do
parasita ao vetor local e ndo ao seu isolamento geografico propriamente dito (MACHADO et
al., 2001; VALLEJO et al., 2002).

Ao compararmos as diferentes cepas de T. rangeli com cepas de T. cruzi e
Leishmania spp. (Figura 12), observamos que a analise do conjunto formado pelos
espacadores ITS-1, ITS-2 e pela subunidade 5,8S do gene do rRNA resulta em um filograma
cuja topologia ndo deixa duvidas sobre a capacidade de deteccdo de variabilidade e
caracterizagao interespecifica destes marcadores. Nota-se ainda que a baixa similaridade do

ITS-1 e ITS-2 entre as diferentes espécies de tripanosomatideos dificultou a obtencédo de



alinhamentos multiplos consistentes, contribuindo assim a formagdo de clades bem
diferenciados.

Topologia semelhante foi observada no agrupamento das diferentes cepas de T. cruzi
demonstrada por FERNANDES et al. (1999), onde a analise dos espagadores ITS permitiu a
divisdo das cepas de T. cruzi em duas linhagens distintas, que revelaram um baixo nivel de
similaridade entre elas. Estas duas linhagens denominadas T. cruzi | e T. cruzi Il,
correspondendo aos zimodemas 1 e 2 propostos por MILES et al. (1980), respectivamente.
Estes resultados foram corroborados por analises de outras familias de multigenes, como
por exemplo do mini-exon ou spliced-leader (GRISARD, 1999; FERNANDES et al., 2001).

Concluindo, as regides ITS-1, ITS-2 e a subunidade 5,8S do gene do rRNA em
conjunto ndo se apresentam como um bom marcador na analise da variabilidade
intraespecifica das cepas de T. rangeli estudadas. Deve-se ressaltar, entretanto que, o
estudo de um maior numero de amostras, compreendendo inclusive amostras de outras
regides, pode consequentemente, mudar este conceito.

Apesar desta observagao, nossos resultados confirmam pesquisas anteriores quanto
a eficacia desta regido na analise e diferenciacéo interespecifica (FRITZ, 1998), o que esta
de acordo com trabalhos envolvendo a analise por RFLP da mesma regidao do rDNA de
diferentes espécies de Trichostrongylus (HOSTE et al., 1998). Além disso, os trabalhos com
este marcador demonstraram sua versatilidade, especificidade e facilidade na execucao dos
experimentos que os utilizam, o que tem contribuido para o crescimento dos bancos de

dados de sequéncias dos espagadores ITS assim como das subunidades do gene do rRNA.



6 - CONCLUSOES

O tampéo contendo 100mM Tris-HCL pH 9,2, 15mM MgCl; e 250mM KCI mostrou-
se ideal para a amplificacdo das regides ITS (ITS-1/subunidade 5,8S do gene do

rRNA/ITS-2) das diferentes cepas de T. rangeli.

A condicéo ideal para a amplificagdo via PCR das regides ITS das diferentes cepas
de T. rangeli foi : 94°C — 4 minutos, seguidos de 30 ciclos com temperatura de
desnaturagdo de 94°C por 1 minuto, temperatura de ligagdo dos iniciadores de 60°C
por 1 minuto e temperatura de extensao da fita de DNA de 72°C por 1 minuto,

concluindo-se a ciclagem com temperatura de extenséo final de 72°C.

As bandas resultantes da amplificacdo das regides ITS utilizando os iniciadores ITS-1

e ITS-2 apresentaram um tamanho de cerca de 1,2kb.

Bandas extras com tamanho inferior a 1,2Kb presentes nos mais distintos padrdes de
amplificacdo, mesmo em condi¢des de alta estringéncia, demonstram a presencga de

tamanhos de ITS diferenciados dentro de um mesmo genoma.

Nao foi possivel obter produtos de 1,2Kb de boa qualidade via amplificacdo das
regides ITS da cepa SC61, independente da temperatura de ligacdo dos iniciadores,

do tampéo utilizado ou mesmo da adicdo de DMSO ou BSA.



Devido ao pouco material amplificado ou a dificuldade de obtencado de sequéncias de
boa qualidade nao foi possivel obter sequéncias da regido ITS das cepas SC61,

H8GS, H14 e San Agustin de T. rangeli.

As sequéncias da regiao ITS-1 das cepas de T. rangeli analisadas apresentaram um
tamanho variando entre 405 e 417pb, a regido codificante da subunidade 5,8S do

gene do rRNA variou de 173 a 175pb e a regido de ITS-2 de 614 a 675pb.

As sequéncias das cepas de T. rangeli oriundas de diversos hospedeiros e regides
geograficas mostraram-se bastante conservadas em relagdo ao tamanho da regido

ITS-1/5,8S/ITS-2 do gene do rRNA.

O alinhamento das sequéncias revelou um conteudo médio de G/C de 41,6% entre as

cepas de T. rangeli analisadas.

A analise exclusiva das sequéncias do gene da subunidade 5,8S do rRNA mostrou
uma alta conservacdo entre as cepas de T. rangeli e mesmo entre estas e as

diferentes espécies analisadas.

Polimorfismos de mononucleotideos (single nucleotide polymorphisms - SNP’s),
devidos a alteragdbes e/ou insercoes de bases, assim diversas repeticoes
nucleotidicas de motivos e comprimentos variaveis, foram observados na sequéncia
da subunidade 5,8S, assim como nos espagadores ITS-1 e ITS-2 do gene do rRNA

das cepas de T. rangeli analisadas.



e Considerando a conservagao da subunidade 5,8S do gene do rRNA, a baixa
variabilidade de sequéncia de ambas as unidades espacgadoras ITS-1 e ITS-2, a
analise por maxima parsimbénia das sequéncias obtidas nao foi suficientemente

sensivel para claramente separar todas as cepas estudadas.

e A adicdo de espécies do género Leishmania e diferentes cepas de T. cruzi a analise
por maxima parsiménia e Neighbor-Joining permitiu a formagao de trés grupos que
correspondem, respectivamente, as cepas de T. rangeli, as cepas de T. cruzi e as

cepas de Leishmania spp.

e A andlise das regides ITS-1, ITS-2 e da subunidade 5,8S do gene do rRNA em
conjunto ndo se apresenta como um bom marcador na analise da variabilidade
intraespecifica das cepas de T. rangeli estudadas, entretanto, se mostra eficiente na

analise e diferenciagdo interespecifica.
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