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Resumo

Resumo

O Schistosoma mansoni é 0 agente etiologico da esquistossomose, uma
doenca endémica em varios paises. O estudo do seu genoma, estimado em
270Mb é de grande importancia para se entender a sua biologia, os
mecanismos de resisténcia a drogas e sua variagao antigénica. O mapeamento
fisico do genoma do S.mansoni estd sendo construido e a localizagédo de
fragmentos de DNA pelas técnicas de FISH (Fluorescence in situ hybridization)
e PRINS (Primed in situ labeling) sao estratégias utilizadas neste estudo.
Entretanto, ha pouca informacgao disponivel sobre este mapeamento e visando
contribuir com esta iniciativa, o retrotransposon Perere, com grande nivel de
expressdo génica e o Boudicca, que esta presente em grande numero de
copias, e que representam as familias de retrotransposon nao-LTR e LTR
respectivamente, foram selecionados para o mapeamento. Os BAC clones 1A
e 11A que apresentaram similaridade para os retrotransposons Perere e
Boudicca respectivamente, através de estudos de bioinformatica foram
selecionados e localizados no genoma do parasito pela técnica de FISH e
primers fluorescentes para os retrotransposons foram utilizados na técnica de
PRINS. A técnica de FISH consiste em marcar com biotina os BAC clones em
uma reacao de amplificacdo com primers aleatérios usando a enzima Klenow
polimerase em uma lamina contendo os cromossomos metafasicos. A técnica
de PRINS envolve o anelamento de primers especificos de retrotransposons,
seguidos de um alongamento in situ com a Taq DNA polimerase nas laminas
contendo os cromossomos metafasicos. Apds a contra-coloragdo das laminas
de FISH e PRINS com lodeto de Propideo, estas foram observadas no
microscopio confocal.

Observou-se um sinal de hibridizagdo do retrotransposon Perere na
regido de heterocromatina do par de cromossomos 2 e para o retrotransposon
Boudicca, foram observados sinais de hibridizacdo nos cromossomos 2 e Z
pela técnica de FISH e posteriormente confirmada pela técnica de PRINS.



Abstract

Abstract

Schistosoma mansoni is the main causative agent of schistosomiasis, an
endemic disease in many countries, being on the second rank behind malaria in
terms of socio-economic and public health importance. The study of its genome,
expected in 270Mb is very important to understand its biology, the mechanisms
of drug resistance and their antigenic variation. The S. mansoni genome
physical map is under construction and DNA fragments localization by FISH
(Fluorescence in situ hybridization) and PRINS (Primed in situ labeling) are
strategies used for this study. Therefore, little information about this is actually
available. In order to contribute with this initiative, the retrotransposon Perere,
presenting high transcriptional activity and Boudicca, present in high copy
number and representing the families of retrotransposon non-LTR and LTR
respectively, were selected for the mapping. The BAC clones 1A and 11A
showing similarities to the retrotransposons Perere and Boudicca respectively,
were selected through bioinformatic analysis and mapped in the parasite’s
genome by FISH technique and fluorescent primers for the retrotransposons
were used in the PRINS technique. The FISH technique consists of biotinylating
BAC clones in a randomly primers amplification labeling system, using Klenow
polymerase in slides containing metaphase cells spreads. The PRINS
technique involves annealing of specific oligonucleotides primers of
retrotransposons, followed by in situ elongation using Tag DNA polymerase in
slides containing metaphase chromosomes. After counter-staining the slides
with Propidium lodide, they were observed in a confocal microscopy.

A signal of hybridization for the retrotransposon Perere was observed in
the heterochromatin region of the pair of chromosomes 2 and for the
retrotransposon Boudicca was observed on chromosomes 2 and Z using the
technique of FISH and was then confirmed by the PRINS technique.
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EST
EDTA
FISH
FITC
Kb
LINE
LTR
MB
NCBI
ORF
ORESTES

14-dCTP-biotina

Expressed Sequence Tag

Acido Etilenodiaminotetracético
Fluorescence in situ Hybridization
Fluorescein Iso thio cyanate
Kilobases — 10° pares de bases
Long Interspersed Sequences
Long terminal repeat

Megabases — 10° pares de bases
National Center for Biotechnology Information
Open Reading Frame

Open Reading Frame ESTs
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Primed in situ labeling

Duodecil Sulfato de Sédio

Short Interspersed Sequences
Schistosoma Genome Network
Conjunto de cromossomos metafasicos bem espalhados.
Tampao Tris-EDTA

The Institute of Genome Research
Tri-hidroximetil amino metano
World Health Organization
Desoxicitosina tri-fosfato 14 Biotina
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1.1) Aspectos gerais

A esquistossomose, popularmente conhecida como barriga d’agua ou
bilharziose é uma doencga crénico-debilitante que afeta em torno de 250
milhbes de pessoas e estd presente em aproximadamente 76 paises
principalmente os de clima tropical e subtropical e estima-se que ocorra entre
250 a 500 mil mortes por ano (Hu e cols., 2004). Estima-se que 200 milhdes de
pessoas estejam infectadas e destas, cerca de 120 milhdes sao sintomaticas e
20 milhdes apresentam a forma severa da doenca. Cerca de 600 milhdes de
pessoas estdo sob risco de infeccao (Chitsulo e cols., 2000).

As formas da esquistossomose humana sao causadas principalmente
por cinco espécies do género Schistosoma: S. mansoni, S. haematobium, S.
intercalatum, S.japonicum e S. mekongi. A esquistosomose intestinal, causada
pelo S.mansoni é a que apresenta prevaléncia no Brasil e estima-se que 12
milhbes de pessoas estejam infectadas e destas, de 500.000 a 1.000.000
sofram com a forma severa da doenca (Kloetzel, 1989).

Assim, devido a grande importancia sécio-econémica desta doenca,
torna-se necessario adotar programas para o controle da mesma, como
melhorias nas condigbes de vida da populagdo, busca de novos agentes
terapéuticos, pesquisa de possiveis candidatos de farmacos e vacinas
eficazes. O tratamento da doencga é realizado com o farmaco praziquantel, que
apesar de seguro e efetivo , ndo oferece protecdo contra reinfeccoes em areas
consideradas endémicas e muitas cepas ja apresentaram resisténcia ao

tratamento com este medicamento (Ismail e cols., 1999).



Introducao

1.2) O parasito

O parasito S.mansoni pertence ao filo platelminto e a classe dos
trematodos. E um verme digenético, apresentando claro dimorfismo sexual
entre os seus vermes na fase adulta. O seu ciclo de vida é complexo e
compreende duas fases distintas: fase sexuada que ocorre no hospedeiro
definitivo, o homem e uma fase assexuada, que ocorre no hospedeiro
intermediario que compreendem os caramujos do género Biomphalaria
incluindo as espécies B. glabrata, B. straminae e B. tenagophila.

A infecg@o ocorre quando o homem entra em contato com agua fresca
qgue contenha a forma larvaria de cercéaria. As cercarias nadam ativamente e ao
penetrarem na pele do homem, perdem as caudas e se transformam em
esquistossémulos. Estes migram através do sistema sanguineo e atingem o
coragdo, pulmdo e, em seguida, o figado. Os parasitos permanecem no
sistema porta intra-hepatico até a maturagdo sexual. Uma vez transformados
em vermes adultos, eles acasalam e migram para as vénulas da parede
intestinal onde a fémea inicia a oviposi¢do. Apds algumas semanas estes ovos
podem migrar para o intestino e ser eliminados nas fezes ou ficar retidos nos
capilares do sistema porta e na mucosa intestinal, ocasionando lesdes
conhecidas como granulomas que, em longo prazo, representam a causa
priméria de morbidade da doenga (Stadecker, 1992). Os ovos sdo eliminados
junto com as fezes e ao entrar em contato com a agua, estimulados pela
temperatura, luz e oxigenagao, liberam a larva miracidio que nada ativamente a
procura do caramujo do género Biomphalaria. Apdés a penetracdo nas partes
moles do caramujo, eles se transformam em esporocistos de primeiro estagio
que por poliembrionia se transformam em esporocistos de segundo estégio.
Estes, por expansdo clonal nas glandulas digestivas e ovotestes, se
transformam na forma infectante que € a cercaria completando-se o ciclo como

esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 - Ciclo de vida do S. mansoni : Ovos eliminados nas fezes 1; Forma
larvaria miracidio ap6s eclosao dos ovos 2; Penetracdo do miracidio nas partes
moles do molusco, hospedeiro intermediario B. glabrata 3; Formas larvarias
intramolusco: esporocisto mae, primario e secundario apds geracdes
sucessivas 4; Liberagao da forma larvaria cercaria na agua 5; Penetragao ativa
de cercéria na pele do hospedeiro definitivo, 0 homem 6; Perda da cauda pela
cercaria, que se transforma em esquistossbmulo 7; esquistossbmulo atinge a
corrente sanguinea 8; Migracao até o sistema porta hepatico e maturacao até a
fase de vermes adultos 9; Pareamento e acasalamento dos vermes adultos nas
veias e capilares do plexo mesentérico e oviposicdo com depdsito de ovos no
figado, além de retengdo destes na mucosa intestinal 10; Letra d indica a fase
do parasito vista no diagndstico. Letra i indica a fase em que o parasito
apresenta-se na forma infectante para 0 homem.
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1.3) O genoma do S. mansoni

O parasito S. mansoni apresenta genoma dipléide (2n=16), estimado em
2x10° pares de bases organizados em oito pares de cromossomos, sendo 7
pares autossdmicos e um par de cromossomos sexuais .Os machos séao
homogameéticos (ZZ) e as fémeas heterogaméticas (ZW) (Short & MENZEL,
1960; Short e cols., 1979). Estima-se que de 4-8% do genoma seja constituido
de sequiéncias de DNA altamente repetitivo, 35-40% de seqiiéncias de DNA
com repetitividade média e o restante das sequéncias de DNA, de cépia Unica.
O genoma é composto por 65% de sequéncia ricas em AT e 35% de

sequéncias ricas em GC (Simpson e cols., 1982).

1.4) Projeto genoma do S. mansoni

O Schistosoma Genome Network foi criado no ano de 1992 e contou
com o apoio do The Institute for Genomic Research (TIGR) e foi inicialmente
financiada pela FAPEMIG (Fundacao de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais),
Fundacao Oswaldo Cruz e TIGR. Desde 1994, o projeto genoma conta com o
apoio internacional da Organizacdo Mundial da Saude (WHO/UNDP/World
Bank Special Program for Research ), do Centro de Treinamento em Doencas
Tropicais (Training in Tropical Diseases — TDR ) e laboratorios de pesquisas de
diversos paises e, desde entdo, vem estudando o genoma deste parasito
(Foster & Johnston, 2002; Franco e cols., 2000). O S.mansoni e o S.japonicum
foram as duas espécies escolhidas para serem estudadas no Projeto Genoma
uma vez que ha conservacao de alguns genes entre estas espécies e assim, a
informacao obtida em um organismo pode ser de relevancia para o outro
(Franco e cols., 2000).

Os objetivos iniciais do projeto eram o desenvolvimento de ferramentas
de bioinformatica como a construcdo de bancos de dados com seqiiéncias de
DNA e proteinas, descoberta de novos genes utilizando-se bibliotecas de cDNA

de varios estagios de desenvolvimento de S.mansoni e S.japonicum ja
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existentes e o mapeamento fisico destes genes com a construcdao de
bibliotecas de grandes fragmentos de DNA de S. mansoni.

A estratégia utilizada para descoberta de novos genes comegou com a
iniciativa brasileira, pelo emprego de uma abordagem baseada na geracao de
Etiquetas de Sequéncias Transcritas (“ESTs”) que sdo pequenas sequéncias
de aproximadamente 300 nucleotideos geradas das extremidades dos cDNA
selecionados ao acaso de um biblioteca (Franco e cols., 2000). Esta estratégia
também foi utilizada para realizar o sequenciamento do genoma do parasita
uma vez que este € muito grande. A analise dos transcritos identificados em
S.mansoni torna possivel inferir sobre o papel dos mesmos como nas
interagdes parasito-hospedeiro, evolu¢ao do parasito, dependéncia das fémeas
em relagdo aos machos para se obter a maturagdo sexual, evasdo do parasito
do sistema imune e com isso, propor estratégias para o controle da doenca
(Hoffmann & Dunne, 2003).

Para realizar o mapeamento fisico do parasito, foi construida
inicialmente uma Biblioteca Atrtifical de Levedura (YAC) com DNA gendémico de
cercaria resultando em 2,283 clones apresentando insertos com tamanho
médio de 358 Kpb e uma cobertura de 2,6 vezes o genoma. Mas, apesar de
muitos representantes, apresentou muitos clones quiméricos devido
provavelmente a instabilidade do DNA inserido e a dificuldade de se ter uma
preparacao pura de YAC contendo o DNA (Tanaka e cols., 1995). Para
complementar esta biblioteca de YAC e obter mais informagdes do genoma foi
construido uma nova biblioteca de BAC (Cromossomo Artificial de Bactéria)
pelo grupo de Le Paslier do Instituto Pasteur da Franga (Le Paslier e cols.,
2000). O sistema de clonagem BAC permite que DNA complexos sejam
propagados de forma muito mais estavel em bactérias E. coli (Shizuya e cols.,
1992). Uma outra vantagem esta relacionada com a possibilidade de se inserir
fragmentos de 100-150 kb, o que permite uma andlise bem detalhada de
clones especificos. A biblioteca de BAC gerou aproximadamente 21.000 clones
em vetor pBeloBAC11 e apresenta uma cobertura de aproximadamente 8

vezes 0 genoma. Assim, 0 mapeamento dos genes presentes nestes vetores
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pode ser realizado utilizando as técnicas de hibridizacdo in situ, FISH
(Fluorescence in situ hybridization) e de PRINS (Primed in situ labeling).

Com a aquisicdo de conhecimento sobre o genoma do S. mansoni,
espera-se encontrar genes candidatos que satisfacam os requisitos para a
producdo de vacinas eficazes e de baixo custo bem como favorecer o
desenvolvimento de técnicas simples de diagnostico e de medicamentos de
baixo custo que sejam efetivos em esquemas de tratamento ou mesmo que
auxiliem na tarefa de suplantar o desafio da resisténcia aos medicamentos ja

existentes.

1.5) Transcriptoma

O ciclo de vida do parasito S.mansoni € bem complexo sendo importante
que ele coordene um conjunto de genes necessarios para as adaptacoes entre
os diferentes estagios evolutivos e os hospedeiros. Assim, torna-se importante
identificar os genes responsaveis por tais alteragdes, bem como o0s
mecanismos que regulam a sua expressao.

Em 2003, a primeira versdo do transcriptoma do S.mansoni e do
S.japonicum foram publicados. Para o S.japonicum foram obtidos 43.707 ESTs
gerados de vermes adultos machos e fémeas e de ovos, que foram agrupados
em 13.131 clusters e apenas 20,6% apresentaram similaridades com genes
conhecidos (Hu e cols., 2004).

Para o S.mansoni foram obtidos aproximadamente 163.000 ESTs, sendo
150.000 ESTs obtidas por mini-bibliotecas ORESTES e 11.000 por bibliotecas
normalisadas de cDNA de vermes adultos.

Para a construgdo das mini-bibliotecas utilizou-se a técnica de
ORESTES (Open Reading Frame ESTs) que consiste em uma etapa de
transcricao reversa utilizando oligos degenerados seguido de uma PCR de
baixa estringéncia (de Souza e cols., 2000). Para o projeto genoma do
Schistosoma utilizou-se pequenas quantidade de mRNA (15-40ng) obtidos de
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6 estagios do ciclo de vida do parasito (verme macho e fémea, ovo, miracideo,
esporocistos, cercaria e esquistossémulo pulmonar).

As sequéncias obtidas pelo método ORESTES foram agrupadas em
aproximadamente 31,000 contigs de S. mansoni denominadas SmAEs
(S.mansoni assembly ESTs). Verjovski e cols sugerem que estas seqUéncias
representam 92% da analise de cerca de 14.000 genes presentes no genoma
do parasito, do qual aproximadamente 7,200 correspondem a genes expressos
na fase adulta.

Com a analise do transcriptoma do parasito, observou-se a presenca de
genes especificos de metazoarios envolvidos na transducdo de sinal,
interagbes célula-célula, processos de desenvolvimento e respostas a
estimulos externos. Ja nas seqUéncias conservadas de eucariotos, observou-
se abundancia dos genes relacionados ao metabolismo.

A descoberta da funcdo de 28 genes sugerem que 0s mesmos estdo
envolvidos nos mecanismos de sobrevivéncia do parasito e podem ser
candidatos a vacinas, uma vez que apresentam caracteristicas importantes
como ser expostos ou secretados na superficie, expressos em estagios intra-
mamiferos. Os genes expressos nas diferentes fases de vida como, por
exemplo, na transicdo de cercaria para esquistossémulo e verme adulto
também podem ser candidatos potenciais para vacinas. Observou-se também
a presenga de oito transcritos que codificam proteinas da familia de
transportadores ABC que apresentam resisténcia a multidrogas (MDR) que
estdo envolvidas na detoxificacdo e transporte de metabdlitos e sua analise
poderia ser aplicada para o desenvolvimento de novos farmacos assim como
para se estudar o mecanismo de resisténcia a farmacos (Verjovski-Almeida e
cols., 2003; Verjovski-Almeida e cols., 2004) .
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1.6) Transposons

Os Transposons, também conhecidos como Elementos Genéticos
Méveis ou Elementos Transponiveis (TE),sdo sequéncias de DNA que
apresentam a capacidade de migrar para diferentes sitios de um genoma
através de um processo chamado transposicdo. Varias familias de elementos
transponiveis (TE) foram identificadas em praticamente todos os organismos,
incluindo bactérias, plantas, protozoarios, fungos e animais e a proporcao
destes TEs presentes nos genomas pode ser significante como na Drosophila
melanogaster em que esta presente em 15% (Adams e cols., 2000) e 40% no
Homo sapiens (Lander e cols., 2001). De acordo com o seu mecanismo de
transposicado eles podem ser classificados em Classe | e Classe |l.

Os elementos da Classe Il sdo os Transposons que sao inseridos no
genoma por meio de um mecanismo de “corte e colagem” via um intermediario
de DNA. Eles podem ser encontrados em bactérias onde sdo chamados de IS
(seqUiéncias de inser¢do), no genoma de varios metazoarios incluindo insetos,
vermes e humanos. Como a especificidade das sequéncias de integragdo é
limitada a um pequeno numero de nucleotideos, as insercées podem ocorrer
em um grande numero de sitios. Os transposons apresentam em sua estrutura
uma unica ORF (open reading frame) que codifica a enzima transposase como

pode ser observado na Figura 2:

’_—' Transposase

DR ITR ITR DR

Figura 2 - Representacdo esquematica de um Transposon: O transposon
apresenta uma Unica ORF que codifica a enzima transposase e é delimitado
por regides ITR ( repeticdes terminais invertidas) e estas sdo flanqueadas por
DR (repeticoes curtas diretas) no genoma alvo. (Kazazian, Jr., 2004)

Os transposons geralmente apresentam de 1,3 a 3,0 Kb e codificam a
enzima transposase , responsavel pela integracdo do transposon no genoma
(Brindley e cols., 2003). Como exemplos de transposons podemos citar o
elemento P (Bingham e cols., 1982) e mariner (Jacobson e cols., 1986) de



Introducao

Drosophila e Tc1 de C. elegans (Emmons e cols., 1983; Jacobson e cols.,
1986).

Os elementos de classe | compreendem os retrotransposons e 0s
retrovirus que sado elementos que transpdem por meio de um intermediario de
RNA utilizando a enzima transcriptase reversa. Os retrotransposons podem ser
classificados de acordo com a presenga ou ndo de longas repeticoes terminais
(LTRs).

1.6.1) Retrotransposons LTR

Os retrotransposons LTR geralmente apresentam um tamanho de 5 a
10Kb e duas ORFs flanqueadas por longas repeticdes terminais diretas (LTR)
que possuem aproximadamente de 200 a 600pb. Alguns elementos como o
gypsy de D. melanogaster e Osvaldo de D.buzzatii apresentam uma terceira
ORF, env, que codifica 0 envelope protéico que é caracteristico de retrovirus
(Brindley e cols., 2003). A estrutura geral deste elemento € apresentada na
Figura 3:

R dTmET) pol LTR

TPRTRITRATINT Y v ju=)  9vpsy (Drosophila melanogaster)

Figura 3 - Representacao esquematica de um retrotransposon LTR gypsy
de D.melanogaster. A primeira ORF é a gag como observado em azul. A
segunda ORF apresentada em vermelho é a pol e em amarelo esta
representada a terceira ORF env. (Brindley e cols., 2003).

A ORF gag codifica uma proteina de ligacdo ao acido nucléico que
apresenta um motivo de cisteina/histidina caracteristico (CX2CXsHX4C), um
motivo de dedo de zinco ou ziper de leucina. Esta mesma ORF contendo o
motivo cisteina/histidina também €& encontrado nos retrovirus, e codifica as
proteinas da estrutura do cérion viral que empacotam o genoma de RNA viral.
A segunda ORF codifica uma poliproteina chamada POL que apresenta
dominios para protease aspartica, transcriptase reversa (RT), RNase H e

integrase. Até o momento sdo conhecidas trés familias de retrotransposon
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LTR: gypsy/Ty3, Copia/Tyl e BEL/Pao-like. Uma caracteristica marcante
destas familias € a variacao da estrutura da pol entre eles.

Os retrotransposons LTR apresentam similaridades aos produtos dos
genes gag e pol dos retrovirus. A terceira ORF, env codifica as proteinas do
envelope protéico que esta associado com o empacotamento do genoma de
RNA e proteinas estruturais. Estas particularidades permitem a existéncia
extracelular destes transposons além de conferir a habilidade de serem
infecciosos e transmitidos horizontalmente.

O mecanismo de transposicao € semelhante ao dos retrovirus. O DNA é
transcrito em RNAm e este por acdo da transcriptase reversa da origem ao
cDNA. A enzima RNaseH cliva o RNA do hibrido RNA-cDNA. A fita dupla de
DNA formada € integrada no genoma hospedeiro por meio da agéo da enzima
integrase. A integrase compreende trés dominios: dominio de ligacdo de dedo
de zinco N-terminal, dominio catalitico central (DDE) e um dominio de ligagéo a
DNA nao especifico C-terminal. A protease aspartica possui dominio com
caracteristica Asp Thr/ Ser Gly (DT/SG) sendo responsavel por clivar os
dominios enzimaticos da pol (Brindley e cols., 2003). Alguns retrotransposons
LTR foram encontrados no genoma do S.mansoni como o Boudicca (Copeland
e cols., 2003), Saci (DeMarco e cols., 2004), Fugitive (Laha e cols., 2004),
Sinbad (Copeland e cols., 2005) e o Gulliver no S.japonicum (Laha e cols.,
2001). Entretanto, a funcdo destes retrotransposons ainda permanecem

desconhecidas.
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1.6.2) Retrotransposons nao-LTR

Os retrotransposons ndo-LTR possuem aproximadamente de 4 a 6kb e
geralmente apresentam uma ou duas ORFs como mostrado na Figura 4.

pol o
=3 ) AAAS L1H {H. sapiens)

Figura 4 - Representacao esquematica de um retrotransposon nao LTR do
elemento L1H de Homo sapiens. Em azul estd a ORF gag, em vermelho a
segunda ORF pol que é seguida de uma regido rica em adenina (poliA).
(Brindley e cols., 2003)

A primeira ORF codifica uma proteina GAG com funcéo de ligacdo ao
DNA e a segunda ORF uma poliproteina com atividade de transcriptase
reversa e endonuclease, e em alguns elementos, esta também presente a
RNase H. Em todos os retrotransposons ndo- LTR descritos em parasitos
observa-se a auséncia da cauda poliA, sendo substituida por pequenas
sequéncias de repeticdo ou uma sequéncia 3’ terminal distinta (Brindley e cols.,
2003). X e Y sugerem que os atributos para se classificar os retrotransposons
como pertencentes a uma mesma familia, ..... 0 que permitiu classificar os
retrotransposons n&o-LTR em 11 grupos sendo o Unico dominio comum a
todos os elementos desta classe o da transcriptase reversa.

O mecanismo de transposicdo destes elementos ocorre quando o
produto da segunda ORF que possui atividade endonucledsica de reparo
apurinica quebra o cromossomo hospedeiro promovendo o sitio de iniciacao
que €& um grupo hidroxila 3’ para comecar a transcricdo reversa do
retrotransposon de DNA no genoma alvo (Luan e cols., 1993). A duplicacédo do
sitio alvo serve como um footprint que nos fornece indicios do retrotransposon.
A grande maioria das cépias de retrotransposons LTR sao truncadas na regiao
5 como conseqléncia da terminacdo prematura da transcricdo reversa
(Eickbush, 1992; Finnegan, 1997). Alguns retrotransposons ndo-LTR integram
em sitios especificos no genoma como os elementos R1 e R2 de D.

melanogaster.
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LINES (Long Interspersed Elements) e SINES (Small Interspersed
Elements) sao elementos presentes na classe dos retrotransposons nao-LTR.
OS LINES estdo presentes no genoma humano representado pela familia
LINE-1.0s SINES sao pequenos, apresentando menos de 600pb e sao
considerados nao autbnomos uma vez que utilizam a maquinaria dos
retrotransposons ndo-LTR para sua insercdo (Luan e cols., 1993). Como
exemplos podemos citar a familia Alu presente em humanos (Batzer &
Deininger, 2002) e a familia Sma de S.mansoni, S.japonicum e S.haematobium
(Laha e cols., 2000).

Como exemplos de retrotransposons ndo-LTR descritos de S.mansoni
podemos citar: SR1 (Drew & Brindley, 1997), SR2 (Drew e cols., 1999), SR3
(Laha e cols., 2005), Perere (DeMarco e cols., 2004), e pido do S.japonicum
(Laha e cols., 2002).
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2.1) Objetivo Geral

Mapear fisicamente os retrotransposons Boudicca e Perere utilizando as
técnicas de FISH (Fluorescence in situ hybridization) e PRINS (Primed in situ

labeling).

2.2) Objetivos Especificos

v' Selecionar BAC clones que apresentam similaridades para os

retrotransposons Boudicca e Perere através da bioinformatica;

v" Preparar cromossomos metafasicos de S.mansoni;

v Localizar fisicamente os retrotransposons Boudicca e Perere no genoma do

S.mansoni através da técnica de FISH.

v' Confirmar a localizacao fisica dos retrotransposons Boudicca e Perere no

genoma do S.mansoni através da técnica de PRINS modificada.
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3.1) Selecao dos BAC clones

No laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular existem 19 BAC
clones que nos foram fornecidos por um grande projeto onde estdo envolvidos
pesquisadores da Fundagao Oswaldo Cruz de Belo Horizonte, da Universidade
de Kyoto (Japao), do Instituto Pasteur (Franga) e da Universidade do Estado de
Nova York (Buffalo, USA). Este grupo detém uma biblioteca de BAC clones
construida utilizando-se DNA isolado de cercaria da cepa Porto Rico de S.
mansoni, clonadas em vetor pBeloBAC11 com cerca de 21,000 clones
correspondendo a cerca de 8X a cobertura do genoma do parasito (Le Paslier e
cols., 2000). Esta biblioteca foi ordenada com o sequenciamento das

extremidades pela técnica do Shotgun.

3.1.1) Analise de Bioinformatica

As sequiéncias das extremidades 5 e 3'dos BAC clones foram utilizadas
para analises em bancos de dados da FAPESP, NCBI, TIGR e SchistoDB por
meio do alinhamento destas seqiiéncias com as depositadas nos bancos de
dados. A FAPESP, TIGR e SchistoDB fornecem informacdes sobre o genoma
do S.mansoni e o NCBI de sequéncias homdlogas do proprio parasito bem
como a de outros organismos. Assim, foram selecionados os BAC clones que

apresentaram similaridades para seqiéncias de retrotransposons.

3.1.2) Critérios de selecao

Os BAC clones foram selecionados de acordo com os valores de e-value
obtidos pelo BlastN e BlastX. O e-value informa a probabilidade de pareamento
nao especifico da sequiéncia analisada (query) com a depositada no banco de
dados. Para o BlastN ,que fornece informagdes das sequéncias homologas de
nucleotideos, foram adotados valores menores que e e para o BlastX, que

traduz as sequiéncias obtidas homoélogas e as pesquisa no banco de proteinas
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sobre as possiveis funcées das mesmas, foram adotados valores menores que

e

3.2) Preparacao dos BAC clones para a técnica de FISH

3.2.1) Maxi-Preparacao dos BAC clones 1A e 11A

O processo de extragdo e purificagdo dos BAC clones 1A e 11A foi
realizado com o sistema QIAGEN tip100 (QIAGEN) que utiliza colunas de
cromatografia de troca i6nica, sendo as solu¢des preparadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Inicialmente uma aliquota do estoque de BAC clones mantido a -70°C foi
plagueada em meio LB agar suplementado com 12,5 ug/mL de cloranfenicol e
incubados durante a noite a 37°C durante 16 horas. Em seguida, uma colénia
foi transferida para 5 mL de meio LB suplementado com cloranfenicol (12,5
ug/mL) e incubadas no shaker a 185 rpm durante 8 horas a 37°C. A cultura foi
expandida para 500 mL de meio LB suplementado com cloranfenicol (12,5
ug/mL) utilizando-se 2 mL do pré-inéculo sob agitacdo no shaker a 185 rpm
durante 16-18 horas a 37°C. A cultura foi dividida em 2 tubos e centrifugada a
3,320g durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado de cada tubo foi ressuspenso em 10 mL de tamp&o P1 (Tris 50 mM;
EDTA 10 mM; pH 8,0), adicionando-se 1 mg de RNAseA e a solucdo foi
incubada em banho-maria a 37°C durante 30 minutos. Apo6s este tempo,
adicionou-se 10 mL de tampao P2 (NaOH 200 mM e SDS 1%) a fim de
promover a lise celular. Agitou-se 6 vezes por inversdao e incubou-se a
temperatura ambiente por exatamente 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 10
mL de tampao P3 contendo acetato de potassio 3M, pH 5,5, previamente
resfriado em banho de gelo para precipitacdo de proteinas e outros restos
celulares. Misturou-se 25 vezes por inversao e incubou-se em banho de gelo
durante 30 minutos. Centrifugou-se a 3,287g durante 30 minutos a 4°C e o

sobrenadante contendo o DNA do BAC clone removido com cuidado. Esta
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solucdo foi centrifugada novamente a 3,287g durante 15 minutos a 4°C
recolhendo-se cuidadosamente o sobrenadante. Completou-se o volume com
isopropanol (g.s.p 50 mL) para precipitagdo do DNA. Centrifugou-se a 3,287¢g
durante 30 minutos a 4°C e descartou-se cuidadosamente o sobrenadante.

O pellet de DNA foi ressuspenso em 500 pL de agua milliQ estéril e
adicionou-se o tampao QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM; Isopropanol 15%
(v/v); Triton X-100 0,15% (v/v); pH 7,0) completando-se o volume para 5 mL.

A coluna de purificacdo QIAGEN foi equilibrada aplicando-se 4 mL de
tampao QBT que fornece étimas condi¢gbes de ligagdo ao DNA. Em seguida
aplicou-se na coluna os 5 mL da solugdo de DNA sem forcar o émbolo. A
coluna foi lavada 2 vezes com 10 mL de tamp&o QC (NaCl 1M; MOPS 50mM;
isopropanol 15% (v/v); pH 7,0) para eliminagao dos produtos néo ligados. Elui-
se 0 DNA ligado na coluna com 1 mL de tampao QF (Tris-HCI 50mM
pH8,5;NaCl 1,25M; isopropanol 15% v/v) previamente aquecido a 65°C por 5
vezes, coletando-se o eluato em tubos novos tipo eppendorff® de 1.5 mL.
Adicionou-se a cada eluato, 500 pL de isopropanol a temperatura ambiente
para precipitacdo do DNA e em seguida homogeneizou-se e centrifugou-se a
3,287g durante 30 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado com
cuidado. O pellet foi lavado com 700 pL de etanol 70%, centrifugado a 7.000g
durante 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente. O
pellet foi seco no speed-vac por aproximadamente 10 minutos e ressuspenso
em 40 pL de agua milliQ estéril.

Apbs a extracao e purificacdo dos BAC clones, uma aliquota de 10 pL foi
utiizada para quantificagdo nas absorbancias de 260 nm e 280 nm. As
preparac¢des foram consideradas de boa qualidade quando apresentaram uma
razdo A260 /A280 maior ou igual a 1,8. A integridade da preparagéo foi
avaliada em gel de agarose a 0,5%.

3.2.2) Obtencao de sondas biotiniladas

Os BAC clones foram utilizados como molde para a obtencao de sondas.
Utilizou-se o kit Bioprime DNA Labeling Sytem (Invitrogen) conforme descrito:
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Dilui-se 800 ng do BAC clone em 10 pL de agua milliQ estéril e incubou-se no
termociclador a 99°C durante 5 minutos para desnaturagdo do DNA e em
seguida, incubou-se imediatamente por 2 minutos em banho de gelo.
Adicionou-se ao tubo contendo 10 pyL de sonda desnaturada, 20 uL de solucao
de primers randdmicos 2,5X concentrada, 5 pL de solucdo de dNTPs 10X
concentrada contendo 14-dCTPs biotinilados, 14 uL de agua milliQ estéril e 1
UL de enzima Klenow na concentragéo de 40U/pL.

A solucgéo foi homogeneizada com o auxilio de uma pipeta e incubada a
37°C no termociclador durante 3 horas. Aqueceu-se a solugédo a 65°C durante
10 minutos no termociclador para interromper a reacao seguida de uma breve
centrifugacdo a 13,148g. Dividiu-se o volume de 50 pL em 2 tubos tipo
eppendorff® e realizou-se a precipitacdo do DNA com etanol adicionando-se a
cada tubo 72,5 uL de agua milliQ estéril, 37 uL de NaCl 5M, 1 uL de DNA de
esperma de salméo na concentragado de 1ug/uL, 800 ng de DNA genbémico de
vermes adultos de S.mansoni previamente digerido com Sau3A e 233,5 pL de
etanol 99,5% previamente resfriado. Misturou-se a solugdo no agitador tipo
vortex® e centrifugou-se a 13,148g durante 10 minutos a 4°C e descartando-se
o sobrenadante. O pellet foi mantido a temperatura ambiente durante 20
minutos para secagem e ressuspenso em 20 pL de formamida bidestilada
100%.

3.3) Preparacao de DNA genémico

3.3.1) Extracao do DNA genémico

Para cada 100 pL de extrato ou 100 mg de peso umido de verme adulto
da cepa L.E. foram adicionados 500 pL de tampéao T.E. (Tris 50mM ; EDTA
1mM; pH 7,5). Esta suspensao foi submetida trés vezes ao vortex por 30
segundos com intervalos de 1 minuto. A seguir foram adicionados 100 pL de
SDS 10% e a suspensao homogenizada. Acrescentou-se 50 pL de Proteinase

K 20 mg/mL e incubou-se a 37°C no banho-maria durante 2 horas até completa
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homogenizagdo. Posteriormente, adicionou-se 250 pL de NaCl 5M,
homogenizou-se e incubou-se a 65 °C durante 10 minutos. Utilizando uma
pipeta com a ponteira cortada, adicionou-se 100 pL de brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) 10% em solucao de NaCl 0,85M e a mistura foi
homogeneizada vagarosamente por inversdo. O DNA gendémico foi extraido
com adicdo de igual volume de cloroférmio seguido de agitacdo durante 30
segundos com o auxilio de um vortex. A solugdo com aspecto leitoso foi
centrifugada a 5,000g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transferiu-
se a fase aquosa para um tubo tipo eppendorff® com o auxilio de uma ponteira
cortada e em seguida adicionou-se 0 mesmo volume de isopropanol seguido
de uma incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubagéo,
centrifugou-se a solugédo a 6,700g durante 15 minutos a temperatura ambiente
e descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de etanol 70% ao pellet e
homogeneizou-se 3 vezes por inversdo. Centrifugou-se novamente a 9,0009
durante 5 minutos a temperatura ambiente e descartou-se o sobrenadante. O
pellet foi seco com o auxilio de um fluxo laminar durante 10 a 20 minutos. Apos
a secagem, adicionou-se 60 pL de agua milliQ estéril ,incubou-se durante a
noite em banho-maria a 37°C e na manha seguinte, ressuspendeu-se

vagarosamente o DNA gendmico com o auxilio de uma ponteira cortada.

3.3.2) Digestao do DNA genémico com a enzima de restricao Sau3A

Cerca de 2 ug de DNA genbmico obtido conforme descrito acima foram
digeridos com 60 unidades da enzima de restricdo Sau3A (10U/uL). Esta
enzima, especifica para o sitio de restricao GATC, gerou fragmentos de
diferentes tamanhos. O volume da reacao foi de 20 yL e a digestao foi
realizada na presenca de BSA durante aproximadamente 12 horas a 37°C. A
presenca dos fragmentos foi verificada em gel de agarose a 0,5% utilizando-se
TBE 0,5X como tampdo de corrida. O padrédo de digestdo foi verificado
utilizando uma aliquota de 5 pL para analise em gel de agarose 0,5%.
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3.4) Primers de retrotransposons

3.4.1) Sintese dos primers de retrotransposons

Para a sintese dos primers, foram utlizadas as sequéncias dos
retrotransposons Boudicca (Genedb n° BH187252) e Perere (Genedb n°
BH177115) e os oligos foram sintetizados na Invitrogen e tiveram suas
extremidades 5’ marcadas com fluoresceina (FITC). As sequéncias dos primers
foram obtidas com o auxilio do software Gene Runner e, para o
retrotransposon Boudicca foram construidas as sequiéncias: Boudicca F 5-3’:
TAACCTTCGTGCGCGTGTGTC e Boudicca R 5-3"
CGAAAGGCAAACGGCGGACAT. Para o retrotransposon Perere foram
construidas as sequéncias: Perere F: 5’-3': CCAGCGGAGGAAGAAATCAGG e
Perere R: CTTGTGTAATGCGGCGTCGT. O produto de amplificacdo do

retrotransposon Boudicca apresenta 179pb e o do Perere 150pb.

3.4.2) Reacao de PCR

Nas reacdes de amplificacdo, utilizamos 250 ng de DNA genbmico
obtido como descrito no item 3.3 e BAC clones como descrito no item 3.2.
Realizou-se a reacdo de PCR para amplificagdo da sequéncia do
retrotransposon correspondente a cada par de primers. Adicionou-se em cada
tubo, 1 pL de cloreto de magnésio 50mM, 5 pL de tampado da Taq 10X
concentrado, 5 pL de solu¢cdo de dNTPs a 10mM, 1 pL do primer L e 1 pL do
primer R a 100 picomol/uL, 5 pL de agua milliQ, 1 pL de enzima Taq a 5U/uL e
1 uL de DNA (DNA gendmico ou BAC).

Em seguida, adicionou-se 30 uL de 6leo mineral a mistura de reacao e
iniciou-se a reacdo de PCR com a seguinte ciclagem: Uma etapa de
desnaturacgao inicial de 5 minutos seguida de 30 ciclos com: uma etapa de

desnaturagdo a 95°C durante 45 segundos, uma etapa de pareamento de
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primers por 1 minuto a 55°C e uma de extensdo a 72°C por 2 minutos. Apos

esta, uma etapa de extensao final durante 10 minutos a 72°C.

3.4.3) Eletroforese em gel de PAGE

3.4.4) Preparacao do gel de PAGE

Preparou-se um gel de poliacrilamida na concentragdo de 10% a fim de
se detectar os fragmentos dos retrotransposons previamente amplificados na
reacdo de PCR. Para 5 mL de gel, adicionou-se em um tubo do tipo falcon,
1,65 mL de solucédo de Bis-Acrilamida (1:29) , 1,0 mL de solucdo de tampéao
TBE 5X. A polimerizacéo foi realizada com adigéo de 0,15 mg de persulfato de
amoénia em 100 pyL e 5 pyL de Temed. As amostras foram aplicadas nas
canaletas e o gel foi submetido a uma voltagem de 100V por aproximadamente

1 hora.

3.4.5) Coloracao do gel de PAGE com Nitrato de Prata

Ap6s a corrida, o gel foi retirado da cuba e incubado durante 5 minutos
sob agitacdo lenta, na solucdo fixadora composta de etanol 10% e &cido
acético glacial 0,5% (v/v). A solucao fixadora foi desprezada e adicionou-se a
solugdo com nitrato de prata composta de 25 mL de solucéo fixadora e 0,07g
de nitrato de prata em 50 mL de agua destilada.

O gel foi incubado nesta solugdo sob agitacao lenta durante 10 minutos.
Apos este tempo, a solugdo foi descartada e o gel lavado por 2 vezes com
agua destilada. Adicionou-se a solugao reveladora composta de hidroxido de
sédio 3% (p/v) e quantidade suficiente de formaldeido para se visualizar as
bandas sob agitacdo lenta. A solugcdo reveladora foi desprezada e o gel foi
transferido para solugéo fixadora por pelo menos 5 minutos e apds este tempo

ele foi fotografado.
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3.5) Etapas utilizadas para as reacoes de FISH

3.5.1) FISH

A técnica de FISH consiste em se marcar com biotina as sondas de BAC
clones através do kit Bioprime. Através deste kit, sdo utilizados primers
randémicos que promovem a amplificacdo dos BAC clones com o auxilio da
enzima Klenow polimerase em uma lamina contendo 0s cromossomos
metafasicos. Os cromossomos sdo contra-corados com Pl e observados no

microscopio confocal.

3.5.2) Obtencao de cromossomos metafasicos

Inicialmente preparou-se as solugbes necessarias a preparacao:

- A solugéo hipotdnica de colchicina foi obtida adicionando-se 0,5 mL de
solugao de colchicina 0,1% (p/v) em 9,5 mL de agua destilada.

- A solucgao fixadora foi preparada mantendo-se uma proporcao de 3:1
(v/v) de etanol 99,5% e acido acético glacial.

Caramujos com 28 ou 29 dias de infeccao por miracidios da cepa L.E
foram comprimidos entre duas placas de petri e com o auxilio de duas pincas
removeu-se o hepatopancreas ou glandula digestiva, localizada na porgcao
terminal do corpo do caramujo e altamente parasitodo por esporocistos
secundéarios. O hepatopancreas foi transferido para um vidro de reldgio
contendo 1,5 mL da solugcdo hipotbnica de colchicina (0,1%), reduzido a
fragmentos menores e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos.
Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para outro vidro de relégio
contendo 2,0 mL da solucao fixadora (etanol 99,5% e acido acético glacial na
proporcao de 3:1 (v/v)) e reduzidos a fragmentos ainda menores até se formar
uma suspensio. A suspensdo foi transferida para um tubo do tipo Falcon ® de

15 mL novo e o volume foi completado para 10 mL com solucéo fixadora.
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Com o auxilio de uma agulha de 18 gauge acoplada a uma seringa BD®
de 10 mL, aspirou-se a suspensao para homogeneizacédo. Este processo foi
repetido por apenas cinco vezes para se evitar a ruptura das células que
contém os cromossomos metafasicos, o que resultaria em um decréscimo
destes. A suspensao foi mantida em repouso durante 10 minutos a temperatura
ambiente para separacao das células e dos aglomerados de tecidos. Apds a
decantacéo, o sobrenadante foi transferido cuidadosamente com o auxilio de
uma pipeta para um novo tubo do tipo Falcon ® de 15 mL e centrifugado a
151g durante 5 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante descartado.
Adicionou-se 8 mL de solugéo fixadora ao pellet de células para ressuspendé-
las e centrifugou-se novamente a suspensdo a 151g durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Este processo foi repetido mais uma vez. Apds a ultima
centrifugacao, descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspensas
em 2,0 mL de solugéo fixadora, sendo mantidas no freezer a -20°C.

3.5.2.1) Preparo de laminas contendo cromossomos metafasicos

Antes de se iniciar a preparacao, a sala teve sua umidade monitorada a
60-70% com o auxilio de um Higrometro (Fisher ®) tipo “de cabelo”. Preparou-
se 2 mL de solucao fixadora (etanol 99,5% e acido acético, na proporcao de
3:1) que foi mantida em banho de gelo. Com a estabilizagdo da umidade do ar
a 70%, as laminas previamente armazenadas no etanol 99,5% foram retiradas
e 0 excesso de alcool removido com o auxilio de um lengo de papel.

Adicionou-se uma gota da suspensao de células contendo cromossomos
metafasicos no centro da lamina com o auxilio de uma pipeta. Apds o
espalhamento e secagem parcial, a superficie da lamina adquiriu um aspecto
granuloso e entdo, acrescentou-se uma gota da solugao fixadora previamente
preparada e mantida em banho de gelo, no mesmo local em que foi gotejada a
suspensdo. As laminas foram incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente e em seguida transferidas para uma estufa a 37°C por um periodo
minimo de 3 dias para desidratagdo. Apds este tempo, duas laminas foram

coradas com GIEMSA 6% e observadas em microscopio éptico para avaliacao
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da qualidade e quantidade de cromossomos metafasicos por lamina. Apés este
periodo de secagem, as laminas foram mantidas na estufa a 37°C por um
periodo maximo de 10 dias. A Figura 5 ilustra esquematicamente as etapas

para preparacao dos cromossomos metafasicos:

Figura 5 - Esquema das etapas de preparacdo de cromossomos
metafasicos a partir de esporocistos secundarios e o preparo de laminas
contendo cromossomos metafasicos. A dissecagdo do hepatopancreas do
caramujo contendo 28 ou 29 dias de infecgao esta representada pelas letras a
e b. Em c tratou-se os tecidos com solugdo de colchicina hipoténica. Em d e e
observa-se a transferéncia destes tecidos para a solugao fixadora e a sua
fragmentacdo a pedagos ainda menores. Em f e g transferiu-se a suspenséo
para um novo tubo e homogeneizou-se com o auxilio de uma seringa. H e i
ilustram o sobrenadante da suspensdao que foi mantida em repouso e
transferido para outro tubo. J,k e | representam as etapas de centrifugagcao
sendo a | aquela em que o pellet foi ressuspenso. A preparacdo das laminas
contendo os cromossomos metafasicos esta representada pela letra m.
(Adaptado de Hirai et al, 1995).
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3.6) Bandeamento C para cariotipagem

As laminas contendo os cromossomos metafasicos foram incubadas em
uma cuba contendo solugdo de HCI 0,2M durante 25 minutos para que
ocorresse a depurinacdao do DNA e em seguida as laminas foram lavadas com
agua destilada. Posteriormente foram transferidas para outra cuba contendo
solugdo de Ba(OH), (SIGMA ®) 5% (p/v) previamente filtrada, por 10 minutos a
55°C para desnaturacdo e hidrélise da ligacao fosfodiéster do DNA. As
laminas foram lavadas novamente com agua destilada e incubadas em uma
cuba contendo SSC 2X para proporcionar a renaturacdo do DNA, por 10
minutos a 55°C. Repetiu-se a lavagem com agua destilada, adicionou-se as
laminas GIEMSA 4% (SIGMA ®) em tampao fosfato pH 6,8 (NaHPO, 4,8 g ;
KH.PO4 4,54 g ;1L dH20), que interage com os grupos fosfato do DNA para
coloragéo das regides de heterocromatina constitutiva. Em seguida as laminas
foram incubadas a temperatura ambiente durante 2 horas, lavadas com agua
destilada e secadas com o auxilio de um ventilador quente. Finda a secagem,
as laminas foram observadas no microscépio Optico para detectar as regides

de heterocromatina nos cromossomos e assim, identifica-los.

3.7) Preparo para hibridizacao pela técnica de FISH

3.7.1) Desnaturacao da sonda marcada com biotina

Para duas amostras de BAC clones previamente marcadas com biotina,
pipetou-se com o auxilio de uma ponteira cortada, 30 pL de uma solucéo
contendo 45 pL de dextran sulfato 30% e 15 pL de solugdo de SSC 20X
concentrada. A esta solucdo, adicionou-se 20 puL de formamida bidestilada e
homogeneizou-se gentilmente. Aqueceu-se a 75°C no termociclador durante 10
minutos para desnaturacdo do DNA e em seguida incubou-se a 37°C no
termociclador por 30 minutos.
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3.7.2) Desnaturacao dos cromossomos metafasicos da lamina

Inicialmente preparou-se as trés solucdes para desnaturacdo. A primeira
cuba continha solugdo SSC 2X pH12,5 e para isso, adicionou-se 5mL de
solugdo de SSC 20X concentrada, 0,5 mL de solucdo de NaOH 5M e o volume
foi completado com agua destilada para 50 mL. A cuba Il continha solugao de
etanol 70% (35mL de etanol 99,5% diluido em 15mL de 4gua destilada) e cuba
[ll, 50mL de etanol 99,5%.

As laminas foram incubadas exatamente por 4 minutos e meio na cuba I.
Em seguida, foram transferidas para a cuba Il por 5 minutos. E posteriormente
foram incubadas por 5 minutos na cuba Ill. Apds as incubacdes, as laminas
foram secas a temperatura ambiente por aproximadamente 15 minutos e

identificadas com a sonda a ser adicionada.

3.7.3) Hibridizacao

Apés secagem e identificagdo das laminas contendo os cromossomos
metafasicos, adicionou-se 50 puL da sonda de BAC clones desnaturada na
regido central da lamina e estas foram cobertas com fita Parafilm® (American
National Can™) . As laminas foram incubadas na estufa a 37°C durante 19
horas em uma camara umida composta de uma placa de Petri contendo papel
de filtro umidificado com SSC 2X concentrado.

3.7.4) Deteccao do Sinal apés hibridizacao

As solugbes seguintes foram inicialmente preparadas e acondicionadas
em cubas de vidro separadas nas respectivas temperaturas: A cuba | possuia
formamida a 40% em SSC2X a 42°C (20mL de formamida bidestilada 100%,
5mL de SSC 20X concentrado e g.s.p. 50 mL de 4gua destilada). A solucao da
cuba Il contém SSC2X a 42°C (10mL de solugdo de SSC 20X concentrada
g.s.p. 50mL de agua destilada). A cuba Il contém solugdo SSC2X a
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temperatura ambiente e a cuba IV tampao BN a temperatura ambiente (5mL de
solucdo de NaHCO3; 1M, 0,5mL de Igepal 1% em 50mL de agua destilada).

Apls estabilizacdo da temperatura atingida nas cubas | e Il de 42°C,
iniciou-se o procedimento para deteccao do sinal.

Retirou-se a fita tipo Parafilm® das laminas e estas foram incubadas a
42°C nas cubas | e Il por 10 minutos e em seguida, transferidas para a cuba |l
por mais 10 minutos a temperatura ambiente. Finda esta incubacgao, elas foram
transferidas para a cuba IV por 10 minutos a temperatura ambiente.

Antes da ultima incubagéo, foram preparadas as solugdes de bloqueio e
de Streptoavidina-FITC (AV-FITC), sendo o conjugado AV-FITC adicionado na
hora do uso. A solucdo de bloqueio foi preparada adicionando-se 5 uL de
NaHCOs3;, 5 uL de Igepal 1%, 25 uL de sobrenadante de leite em p6 desnatado
10% e 15 uL de agua destilada, totalizando um volume de 50 plL/ldmina. A
solugcdo de AV-FITC foi preparada na hora do uso e utilizou-se a proporgcéo
1:50 (AV-FITC: blogueio). Apés a lavagem na ultima cuba, adicionou-se 50 pL
da solugdo de bloqueio, cobriu-se com fita tipo Parafilm® e as laminas foram
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente na cadmara Umida. Em
seguida retirou-se a fita tipo Parafim® e o excesso de solu¢do de bloqueio e
adicionou-se 50 pL da solucao AV-FITC. As laminas foram incubadas durante 2
horas na estufa a 37°C e ao abrigo de luz. Posteriormente, as laminas foram
transferidas para uma cuba envolta em papel aluminio contendo tampao BN e
lavadas 3 vezes com este tampao durante 5 minutos a temperatura ambiente
sob agitacao constante de 100 rpm no agitador.

A solugéo foi descartada, retirou-se o excesso da lamina, e sobre a
mesma, ainda Umida, aplicou-se a solucdo de contra-coloragdo. Esta solugao
foi preparada adicionando-se a 1 mg de p-fenilenodiamino (SIGMA ®, 200 L
de tampéo fosfato pH 7,4. Homogeneizou-se a mistura no vortex®,
acrescentou-se 800 pL de glicerol e agitou-se novamente. Transferiu-se 199 uL
desta solugcado para um novo tubo tipo eppendorff® de 1,5 mL devidamente
envolto em papel aluminio e acrescentou-se 1,0 uL de lodeto de Propidio (PI) a
1ng/pL. Adicionou-se a cada uma das laminas, 40 pL da solugéo de contra-
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coloragdo e as laminulas foram acrescentadas de forma a se evitar a formagao
de bolhas. As laminas foram incubadas na geladeira por 30 minutos, logo apds
0 excesso de solucao foi retirado com o auxilio de um lenco de papel e a resina
Eukitt foi adicionada para fixagdao da laminula. Finda a preparacao das laminas,
estas foram mantidas sob refrigeracdo até sua observagcdo no microscopio

confocal de imunofluorescéncia.

3.8) PRINS (Primed in situ labeling)

A técnica de PRINS envolve o anelamento de primers especificos de
retrotransposons, seguidos de um alongamento in situ com a Taq DNA
polimerase nas laminas contendo os cromossomos metafasicos. Apos a reacao
de PCR, as laminas séo transferidas para uma solucdo de parada e tampdes
de lavagem. Os cromossomos sdo contra-corados com Pl e observados no

microscopio confocal.

3.8.1) Desnaturacao das laminas

As laminas foram desnaturadas em uma solucao de formamida 70% em
SSC2X a 72°C por 1 minuto. Em seguida foram desidratadas com uma
incubagéo de 5 minutos sucessivamente em solu¢des de etanol 70, 90 e 99,5%
previamente resfriadas. Apds a incubagdo, as laminas foram secadas a
temperatura ambiente.

3.8.2) Reacao de PCR in situ

Primeiramente, deve-se preparar o mix contendo o par de primers
marcados com fluoresceina na extremidade 5. Para cada lamina deve-se
adicionar a um tubo tipo eppendorff® de 0,5 mL: 3,0 pL de solucdo de dNTPs
na concentracao de 10 mM, 3,0 uL do tampéo da Taqg DNA Polimerase 10X
concentrado, 22,0 uL de agua milliQ estéril, 1,0 pL do Primer R a 100
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picomol/uL, 1,0 pL do Primer L a picomol/uL e 1,0 uL da enzima Tagq DNA
polimerase a 5U/pL.

Aplicou-se 30 pL do mix na regiao central da lamina onde se encontram
os cromossomos metafasicos, adicionou-se a laminula e esta foi selada com o
auxilio de uma fita isolante. Em seguida, a lamina foi transferida para o
termociclador Px2 Thermal Cycler contendo o adaptador para laminas Flat
Block Module.

Na programacao ciclica do termociclador, as laminas foram incubadas a
93°C por 5 minutos para desnaturacdo dos cromossomos metafasicos seguida
de um ciclo de 55°C por 10 minutos para anelamento dos primers. E a 72°C
para extensdo dos primers. Apds a amplificagdo, removeu-se a fita isolante
cuidadosamente e as lamina foram incubadas por 3 minutos em uma solucao
de parada a 60°C contendo 0,5 mL de solugdo de NaCl 5M ,5 mL de solucao
de EDTA 5M em 44,5 mL de agua destilada sob abrigo de luz.

Posteriormente, as laminas foram lavadas 3 vezes em tampao BN
(NaHCO3 1M e Igepal 1%) por 3 minutos a temperatura ambiente sob agitacao
de 80RPM. Retirou-se o excesso de solucdo e acrescentou-se 40 pL da
solugédo anti-fade, adicionou-se a laminula cuidadosamente para se evitar a
formagdo de bolhas e selou-se a lamina com esmalte base Risque®. Apés o
preparo das laminas, estas foram acondicionadas sob refrigeracdo até a

observagao no microscépio confocal.

3.8.3) Observacao ao microscopio confocal e captura de imagens

As laminas foram observadas no microscépio confocal ZEISS® modelo
LSM510, equipado com trés lasers para microscopia confocal. O laser Argbnio
possui a capacidade de emitir trés freqUéncias distintas: 458, 488 e 514nm,
Hélio/Nebnio com emissao de 543nm e Hélio/Nednio com emissdo de 633nm.
A captura das imagens foi realizada com os lasers e com a camera digital
OLYMPUS® modelo ZOOM 3040, que foi acoplada ao microscopio por meio de
um adaptador, sendo as fotos assim obtidas transferidas para o computador.
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4) RESULTADOS
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4.1) Analise e selecao dos BAC clones

As seqliéncias da biblioteca genémica de BAC clones contendo DNA de
cercaria da cepa Porto Rico clonadas em vetor pBeloBAC11 (Le Paslier e cols.,
2000) foram analisadas em bancos de dados da FAPESP, NCBI , TIGR e
SchistoDB por meio do alinhamento destas seqtiéncias. Utilizou-se o algoritmo
BlastN que compara as sequUéncias de nucleotideos dos BAC clones (Query)
com as demais depositadas nos bancos de dados, adotando-se como
referéncia os valores de e-value menores que e . Para o algoritmo BlastX, as
sequéncias de nucleotideos de BAC clones (Query) foram traduzidas em
sequUéncias de proteinas e comparadas com as depositadas nos bancos de
dados adotando-se valores de e-value menores que e”.

Os 19 BAC clones disponiveis em nosso laboratério foram analisados e
selecionados para localizagcdo dos retrotransposons por meio da técnica de
FISH. Os BAC clones selecionados podem ser vistos em destaque na tabela 1.
A biblioteca de BAC clones contém grandes insertos (100kpb) e como o
genoma & composto de muitas sequéncias repetitivas, torna-se dificil o seu
sequenciamento. Assim adotou-se como alternativa iniciar o seu
sequenciamento através das extremidades dos BAC clones por meio da
técnica de shotgun. A técnica de shotgun consiste em se fragmentar o DNA
gendmico e estes fragmentos menores sédo selecionados em gel de agarose.
Varias bibliotecas sdo construidas e o0s clones sao selecionados
aleatoriamente, sequienciados em ambas as extremidades e posteriormente
agrupadas em contigs

As andlises de bioinformatica do BAC clone 1A mostrou a presenca de
uma endonuclease trancriptase reversa do retrotransposon nao-LTR Perere
como pode ser visto nas tabelas 2 e 3. Os retrotransposons nao-LTR
geralmente apresentam uma ou duas ORFs e o dominio RT (Trancriptase
Reversa) é o Unico comum a todos estes elementos (DeMarco e cols., 2004). A
endonuclease geralmente é apurinica e marca o cromossomo hospedeiro
promovendo o sitio de integracdo dos novos retrotransposons e a RT esta
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envolvida na transcricdo reversa do RNA do retrotransposon em DNA e sua

posterior integracdo no genoma hospedeiro (Brindley e cols., 2003).

Relacéo dos BAC Clones

Localizacao do

Identidade do

Caddigo do

odi LBBM nti
Codigo Clone Clone GenBank Contig
BH177115 16 - AL614073, BH177115, AL615715
BAC 1A 008-F-15 BAC —31c8 ST 1a
BH182387
BAC 2A 021-G-17 BAC —81d9 169308 08 - BH201579, AL619337, BH182388
BH180473
BAC 3A 016-L-06 BAC —64F3 18044 N/C
BH181015 10 - AL617964, BH181014, AL616105
BAC 4A 017-H-14 BAC —68D7 SH181014 79150
BH175371
BAC 5A 003-G-19 BAC —9D10 70 02 - BH175370, AL614991, BH178034
BH184178 | 15- AL621131, BH184178, AL621166,
BAC 6A 024-P-14 BAC —96H7 et 18413
BH185741
BAC 7A 028-1-13 BAC —109E7 18740 11 - AL622690, BH185741, BH185655
BH185998 | 07 - AL622946, BH185998, BH199485,
BAC 8A 028-J-03 BAC —111E2 185007 A
BH186399 14 - BH203126, AZ694954, AZ694952,
BAC 9A 029-E-12 BAC —114C6 BH186398 EST54, AL623345, BH186398
06 - AL623610, BH186664, AL616931,
BAC 10A 031-K-12 BAC —122F6 BH186664 oo
BH187252 12 - BH200117, AL618420, BH187252
BAC 11A 033-C-16 BAC —130B8 idies indngs
BAC 12A 037-G-21 BAC —145D1 1 BH188911 03 - BH208848, AL625850, BH188911
BH188910
BHigssgg | 04 - AL625828, BH188889, AL613229,
BAC 13A 037-E-23 BAC —145C12 . BH176270, BH207937, BH206039,
188888 BH179703
BH189654
BAC 14A 038-P-11 BAC —151H6 18060 05: AL624535, AL626591, BH189653
13 - BH201303, BH204073, BH205584,
BH209974, AL612995, BH200833,
BH176055 BH176055. AL626527, BH189589.
BAC 16A 005-D-07 BAC -19B4 BH176054 BH204866, BH206227, BH209640,
BH207425. BH208248, BH201737,
BH206863, BH208639
BH176293 17 - AL613251,BH176292, AL612616,
BAC 17A 005-P-20 BAC —20H10 176000 B e
BH177502
BAC 18A 009-P-24 BAC —36H12 S1rre0s 09 - AL614462, BH177503
BAC 19A N/C BAC —156A9 N/C

Tabela 1 -ldentificacdao das seqiiéncias dos BAC clones: A localizagdo do
clone diz respeito a sua localizacao na placa, a identificagcdo do clone se refere
a codificacdo do clone no laboratério de origem e o codigo do GenBank a sua
seqgliéncia de nucleotideos. Os contigs informam as seqiiéncias presentes em
cada um dos BAC clones. NC: Nao consta.
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O Perere é um retrotransposon ndao-LTR que faz parte da familia CR1 e

apresenta uma unica ORF que codifica uma poliproteina com dominios para

endonuclease e RT. Estima-se que este elemento genético mével esteja

presente no genoma do parasito num valor considerado intermediario (250-

2,500 copias) e apresenta um nivel consideravel de expressao. O Perere,
Pido de

S.japonicum o que indica uma aquisi¢ao ancestral (DeMarco e cols., 2004).

filogeneticamente,

esta

relacionado com o

retrotransposon

Identificaca
o do clone

Numero de
acesso do
GenBank

Provavel
homologo
(organismo)

Numero de
acesso

Identidade

E-Value

16275711

BH177115

TPA: Perere-3
non-LTR
retrotransposon

(S. mansoni)

0i|67625700|

97%

0.0

16027297

AL614073

TPA: Perere-3
non-LTR
retrotransposon

(S. mansoni)

gi|67625700|

97%

0.0

16028938

AL615714

DNA,
homologous
to intron of GST
gene and
reverse
transcriptase-
like protein
(S. mansoni)

qi|1552189|

89%

6e-42

Tabela 2 - Resultado da busca de similaridade das seqiiéncias do BAC
clone 1A no banco de dados do NCBI usado-se o algoritmo BlastN.
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Identificaca
o do clone

Numero de
acesso do
GenBank

Provavel
homologo
(organismo)

Numero de
acesso

Identidade

E-Value

TPA:
endonuclease-
reverse
transcriptase

(S. mansoni)

BH177115 1e-87

16275711 gi|67625701| 84%

SJCHGC03600
protein

(S. japonicum)

BH177114 2e-75

16275710 0i|76157294| 73%

TPA:

endonuclease-
reverse
transcriptase

(S. mansoni)

AL614073 1e-87

16027297 0i|67625701] 84%

hypothetical
protein
(S. mansoni)
Tabela 3 - Resultado da busca de similaridade das seqiiéncias do BAC
clone 008_F 15 no banco de dados do NCBI usado-se o algoritmo BlastX.

16028938 AL615714 Phat09669 81% 2.7e-23

O BAC clone 11A apresentou similaridades com a polimerase de S.
mansoni que estd correlacionada com a presenca de Retrotransposons
(tabelas 4 e 5). O retrotransposon identificado foi o Boudicca, o primeiro
Retrotransposon LTR a ser descrito no parasito S.mansoni, o qual possui um
tamanho de 5,8 Kb sendo expresso em todos os estagios do ciclo de vida deste
parasito. Geralmente, os LTRs retrotransposons apresentam uma ou duas
janelas de leitura (ORF) cujos produtos apresentam similaridades aos
polipeptideos retrovirais Gag e Pol. A polimerase do Boudicca possui quatro
dominios enzimaticos: Protease Aspartica, Transcriptase Reversa, RNAseH e
Integrase, que sao caracteristicos de poliproteinas de Retrotransposon LTR do
grupo Gyspsy/Ty3 (Copeland e cols., 2003). O Boudicca, retrotransposon LTR,
pertence ao grupo Kabuki/CsRn1 dos retrotransposons gypsy-like (bae), €
transcrito ativamente e estima-se que mais de 1.000 cépias estejam

espalhadas no genoma do parasito.
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Identificaca
o do clone

Numero de
acesso do
GenBank

Provavel
homologo
(organismo)

Numero de
acesso

Identidade

E-Value

16296817

BH187252

TPA_exp:
Boudicca LTR
retrotransposon
mRNA, (S.
mansoni)

gi|44829163]

98%

0.0

16370157

BH200117

TPA_exp:
Boudicca LTR
retrotransposon
mRNA,
complete
sequence (S.
mansoni)

0il44829163]

98%

0.0

16031924

AL6188420

TPA_exp:
Boudicca LTR
retrotransposon
mRNA,
complete
sequence (S.
mansoni)

gi|44829163]

97%

0.0

16383966

BH207179

TPA_exp:
Boudicca LTR
retrotransposon
mRNA,
complete
sequence (S.
mansoni)

gi|44829163]

96%

0.0

Tabela 4 - Resultado da busca de similaridade das seqiiéncias do BAC
clone 033 C 16

no banco de dados do NCBI usado-se o algoritmo

BlastN.
Identificaca | Numero de Provavel Numero de Identidade E-Value
o do clone acesso do homologo acesso
GenBank (organismo)
TPA_exp: pol
16296817 BH187252 polyprotein (S. gi|44829164| 98% 3,00E-155
mansoni)
TPA_exp: pol
16370157 BH200117 polyprotein (S. gil44829164| 98% 3,00E-72
mansoni)
TPA_exp: pol
16031924 AL6188420 polyprotein (S. gil44829164| 65% 1,00E-79
mansoni)
TPA_exp: pol
16383966 BH207179 polyprotein (S. gi[44829164| 69% 5,00E-54
mansoni)

Tabela 5 - Resultado da busca de similaridade das seqiiéncias do BAC
clone 033 C 16

BlastX.

no banco de dados do NCBI usado-se o algoritmo

37



Resultados

4.2) Bandeamento C para cariotipagem

A técnica de Bandeamento C utilizada foi a descrita por Short e
Grossman, 1981 e modificada por Hirai e cols em 1995. Com o padréao de
bandas C obtido, o tamanho dos cromossomos e a localizacdo dos
centrdmeros, pdde-se identificar o conjunto de cromossomos que constitui o
genoma do parasito. Os 8 pares de cromossomos foram visualizados e o
padrdo das bandas observadas foram semelhantes aquelas previamente
descritas.

O par de cromossomo 1 apresenta o braco curto mais estreito que o
braco longo , uma banda peri-centromérica e € considerado acrocéntrico. O par
de cromossomo 2 também possui o brago curto mais estreito que o longo e
apresenta duas bandas, uma peri-centromérica e outra intersticial e €
subtelocéntrico. O par de cromossomos 3 apresenta uma banda peri-
centromérica no brago curto e trés bandas no brago longo, sendo uma peri-
centromérica, uma intersticial e outra telomérica e é considerado como
submetacéntricos. O par de cromossomos 4 também possui o brago curto mais
estreito que o longo e apresenta uma Unica banda peri-centromérica , sendo
considerado subtelocéntrico. O par de cromossomos 5 € metacéntrico,
apresentando uma banda telomérica no braco curto. O par de cromossomos 6
€ submetacéntrico e o par de cromossomos 7 apresenta uma banda peri-
centromérica e outra telomérica em seu brago longo, sendo classificado como
metacéntrico e € o menor de todos os cromossomos. O par de cromossomo
sexual é subtelocéntrico, o cromossomo Z apresenta uma Unica banda
intersticial no seu braco longo e o W apresenta um grande bloco de
heterocromatina na regido peri-centromérica, relativo a duas bandas nesta
regido dos bracos curto e longo, o que facilita sua identificacdo. A fémea é
heterogamética, com o par de cromossomos ZW e o macho, homogamético,
apresentando o par de cromossomos ZZ.

As regibes brancas representam as por¢cdes de eucromatina e as

regides escuras, as de heterocromatina. Os centrédmeros estdo representados
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pelas constricoes. As letras e numeros representam o0s respectivos
Cromossomos

Nas figuras 6 e 7 podem ser vistas fotos de cariétipos de uma fémea e
de um macho de S. mansoni que foram submetidas a técnica de bandeamento
C. Os primeiros sete pares representam os cromossomos autossdmicos e o
oitavo par, o de cromossomo sexual. E notavel a presenca do bloco de
heterocromatina na cromossomo W de fémea, o que possibilita a diferenciagao
entre os dois cariétipos.
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Figura 6 - Cari6tipo de fémea Os numeros 1 ao 7 representam os
cromossomos autossomicos e o par 8 o cromossomo sexual. O
cromossomo W da fémea apresenta um bloco de heterocromatina, o que
facilita a sua identificacao.

1 2 3 4 5 6 7 Z Z

Figura 7 - Cariétipo de macho Os numeros 1 ao 7 representam os
cromossomos autossémicos e o par 8 o cromossomo sexual. O macho é
homogameético apresentando o par de cromossomos ZZ.
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4.3) Preparacao dos BAC clones para a técnica de FISH

4.3.1) Extracao e purificacao dos BAC clones

Os BAC clones extraidos pela maxi-preparagdo, como previamente
descrito, apresentaram alto grau de pureza como pode ser observado na figura
8 em que uma aliquota dos mesmos (500ng) foi submetida a uma eletroforese
em gel de agarose a 0,8%, 60V por aproximadamente 1 hora.

BACIA BACIIA PM

Figura 8 - Determinacao da integridade dos BAC clones 1A e 11A . Uma
aliquota de 500 ng dos BAC clones 1A e 11A, extraidos e purificados conforme
descrito em materiais e métodos foram analisadas em gel de agarose a 0,8%.
Como marcador de peso molecular foi utilizado o padrao de 1Kb da Gibco e a
visualizacao foi realizada com brometo de etideo.
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4.4) Preparacao do DNA genémico de S.mansoni

4.4.1) Extracao e purificacao do DNA gendémico

O DNA genbmico extraido e purificado de acordo com o protocolo
previamente descrito, foi analisado em gel de agarose a 0,5% Na Figura 9
podemos observar gel tipico desta preparagéo.

DNA P.M.

Figura 9 - Analise do DNA genémico.de S.mansoni Uma aliquota de 1ug de
DNA gendmico extraido e purificado conforme descrito em materiais e métodos
foi analisado em gel de agarose a 0,5% Como marcador de peso molecular foi
utilizado o padrao de 1Kb da Gibco e a visualizacao foi realizada com brometo
de etideo.

4.5) Eletroforese PAGE

Apés a reacdo de PCR utilizando-se o par de primers dos
retrotransposons Boudicca e Perere, os produtos amplificados foram avaliados
em gel de poliacrilamida a 10%. Na figura 10 observa-se o produto de
amplificagédo com o par de primers do retrotransposon Boudicca e na figura 11

com o par de primers do Perere.
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PM  DNAg BAC 1'A C-

100pk

Figura 10 - Analise do produto de PCR utilizando o par de primers do
Boudicca em gel PAGE. Na primeira canaleta esta representado o padrdo de
peso molecular de 100 pb. Na segunda canaleta o fragmento amplificado do
par de primers utilizando-se como molde o DNA genO6mico, na terceira
canaleta, o produto amplificado utilizando o molde do BAC clone 11A e na
Ultima canaleta, o controle negativo. O produto de amplificacdo apresenta 179
pb e foi analisado e corado com nitrato de prata.

PM DNAg BAC'A C-

150pk
100pk P

Figura 11- Andlise do produto de PCR utilizando o par de primers do
Perere em gel PAGE. Na primeira canaleta esta representado o padrdo de
peso molecular de 100 pb. Na segunda canaleta o fragmento amplificado do
DNA genémico, na quarta canaleta, o produto amplificado do BAC clone 1A e
na ultima canaleta, o controle negativo. O produto de amplificagdo apresenta
150 pb e foi analisado e corado com nitrato de prata.
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Os géis PAGE foram registrados no programa Photocapt (Biosystem) e
apos analise dos mesmos, pdde-se confirmar que o par de primers sintetizados
para os retrotransposons Boudicca e Perere amplificou o fragmento destes
elementos.

4.6) Reacoes de FISH e PRINS

4.6.1) FISH (Fluorescence in situ hybridization)

A técnica de FISH utiliza como conjugado a avidina marcada com
fluoresceina (FITC) que se liga especificamente nos locais de hibridizagédo e
como contra-coloracao o lodeto de Propideo (Pl) que marca os cromossomos
de vermelho. Inicialmente, procedemos a padronizacdao da concentragao ideal

da contra-coloracao (0,005ng/uL), como pode ser observado na figura 12.
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Figura 12- Cromossomos metafasicos de S. mansoni corados com
lodeto de Propideo: Em A, B e C, trés spreads distintos foram corados com
iodeto de propideo na concentracdo de 0,005ng/uL e capturadas com o auxilio
de um microscopio confocal ZEISS® modelo AXIOPHOTO LSM510

Uma vez estabelecida a concentracao ideal do iodeto de propideo, foram
realizadas as reagdes de FISH com os BAC clones 1A e 11A. Utilizamos uma
diluicdo inicial do conjugado AV-FITC de 250 vezes conforme sugerido no
boletim técnico do fabricante e nessas condigdes esperavamos detectar os

sinais de hibridizag&o, como pontos de fluorescéncia verdes e 0s cromossomos
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contra-corados de vermelho. No entanto, os primeiros resultados apresentaram
marcacgdes inespecificas, uma vez que houve sinais de hibridizacdo em
praticamente todos os cromossomos. Além disso, em algumas laminas também
detectamos pontos de precipitacdo ao longo das mesmas. A figura 13, mostra
0s sinais observados quando o BAC clone 11A foi utilizado como sonda. Para a
sonda de BAC clone 1A foram observadas alteracdes semelhantes, como pode
ser observado na Figura 14.

Com o objetivo de otimizar a reacao, utilizamos uma nova solucao do
conjugado AV-FITC (Amershan®), cuja concentragao inicial era de 0,5 ng/mL e
foi utilizada com concentracao final de 0,01ng/mL em tamp&ao BN. Além disso,
alteramos tanto o tempo de hibridizagcao (de 1 hora para 3 horas) como a
quantidade de DNA gendmico previamente digerido com a Sau3A (800ng) e
DNA de esperma de salmao (2ng). E, por fim, adaptacées nas concentracoes
dos fluoroforos.

Assim, estas alteracdes foram realizadas para fornecer étimas condicdes
de hibridizagdo das sondas dos BAC clones 1A e 11A nos cromossomos
metafasicos de S.mansoni. Foram utilizados 800 ng de BAC clones
previamente extraidos e purificados para marcagao com Biotina por meio do kit
Bioprime. A hibridizagdo da sonda de BAC clones com 0s cromossomos
metafasicos presentes nas laminas, ocorreu em uma estufa a 37°C durante 19
horas. O lodeto de propideo foi utlilizado na concentracao de 0,005 ng/uL e a
nova solugédo do conjugado AV-FITC foi diluida 1:50 em tampao BN. As demais
etapas da reacao nao foram modificadas e foram realizadas como descrito por
Hirai e colaboradores em 1995.

Diante de tais alteragbes pode-se observar a presenca de sinais
especificos de marcagdo e redugdo do background (ligagdes inespecificas,
precipitados de conjugado) para os BAC clones 1A e 11A. Estes resultados séo
apresentados nas figuras 15,16,17 e 18.
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Figura 13 - Cromossomos metafasicos apresentando sinais nao
especificos de hibridizacao com a sonda de BAC clone 11A. Nas figuras
13A, B, C e D, estdo representados os cromossomos metafasicos que
apresentaram sinais de hibridizagdo na maioria dos cromossomos. A foto A foi
capturada por uma maquina digital acoplada ao microscopio confocal. Nas
figuras B, C e D houve sinais de hibridizagdo em varios cromossomos e muitos
precipitados ao longo das laminas. As fotos foram capturadas com o auxilio do
microscépio confocal. As setas amarelas finas indicam marcagbes nao
especificas nos cromossomos € as setas amarelas grossas, os precipitados do
conjugado presentes ao longo da lamina e nas células proximas aos
Cromossomos.
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Figura 14- Cromossomos metafasicos apresentando sinais nao
especificos de hibridizacao com a sonda de BAC clone 1A. As figuras 14A
e B apresentam um spread de cromossomos metafasicos em que ocorreram
marcacoes inespecificas e precipitados do conjugado ao longo da lamina. As
imagens foram capturadas pelo sistema de lasers do microscépio confocal. As
setas amarelas finas indicam marcacbes nao especificas nos cromossomos e
as setas amarelas grossas, os precipitados do conjugado presentes na lamina
€ nas células préximas aos cromossomos.

Figura 15- Cromossomos metafasicos com sinais de hibridizacao
utilizando a sonda BAC11A. Nas figuras A e B houve sinal de hibridizagdo
apenas na regiao de heterocromatina do cromossomo 2. A seta amarela indica
as regides em que ocorreram as hibridizacoes.
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Figura 16 - Cromossomos metafasicos com sinais de hibridizacao
utilizando a sonda BAC11A. Nas figuras A ,B e C houve sinal de hibridizacéo
apenas na regiao de heterocromatina do cromossomo Z. A seta amarela indica
as regides em que ocorreram as hibridizagdes.
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Figura 17- Localizacdo fisica do retrotransposon Boudicca nos
cromossomos 2 e Z utilizando a sonda BAC11A. Nas figuras A, B, C e D
houve sinais de hibridizacao indicando a presenca do retrotransposon Boudicca
na porcao de heterocromatina dos cromossomos 2 e Z conforme indicado pela
seta amarela.
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Figura 18- Localizacao fisica do retrotransposon Perere no cromossomo 2
utilizando a sonda BAC1A. Nas figuras A, B houve sinal de hibridizagdo na
porcdo de heterocromatina do cromossomo 2, indicando a presenca do
retrotransposon Perere Na figura D pode-se observar um sinal de localizagdo
na porcao de heterocromatina do par de cromossomos homélogos 2. A seta
amarela indica a localizagdo da marcacgao.

5

o



Resultados

4.7) PRINS (Primed in situ labeling)

O PRINS é uma técnica que apresenta grande especificidade e
confiabilidade nos seus resultados uma vez que sao utilizados primers
especificos para o gene que se deseja localizar fisicamente seguido de uma
reacdo de PCR in situ. Realizamos algumas modificacdes na técnica como o
uso de primers maracados com FITC na extremidade 5’ e uma etapa adicional
de desnaturagdo com formamida a 70% durante 1 minuto seguido de
incubagbes de 5 minutos em alcool 70, 90 e 99,5%. Para o par de primers do
Boudicca, detectamos a localizac&do deste retrotransposon nos cromossomos 2
e Z confirmando os resultados observados na técnica de FISH com a sonda de
BAC11A. As figuras 19 e 20 apresentam os sinais de hibridizagdo nos
cromossomo 2 e Z:

Utilizando-se o par de primers para o retrotransposon Perere observou-
se um sinal de hibridizagdo no par de cromossomos homodlogos 2 como
previamente descrito na técnica de FISH utilizando-se a sonda de BAC 1A. As
figuras 21 e 22 mostram os sinais de hibridizac¢ao.
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Figura 19 Cromossomos metafasicos com sinais de hibridizacao
utilizando o par de primers do Boudicca: Nas figuras A e B observa-se um
sinal de hibridizagdo na por¢do de heterocromatina do cromossomo Z e 2
respectivamente indicando a presenga do retrotransposon Boudicca. Na figura
C pode-se observar um sinal de hibridizacdo fraco na porgdo de
heterocromatina dos cromossomos 2 e Z. A seta amarela indica a localizacao
da marcagéo.
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Figura 20 - Localizacao fisica do retrotransposon Boudicca nos
cromossomos 2 e Z utilizando a técnica de PRINS.Nas figuras A e B
observa-se um sinal de hibridizacdo na porcdo de heterocromatina dos
cromossomos 2 e Z indicando a presenga do retrotransposon Boudicca. A seta
amarela indica a localizacao da marcacao.

Figura 21 - Localizacéo fisica do retrotransposon Perere no cromossomo
2 utilizando a técnica de PRINS: Nas figuras A e B observa-se um sinal de
hibridizagdo na porcao de heterocromatina do cromossomo 2 indicando a
presenca do retrotransposon Perere. A seta amarela indica a localizagdo da
marcagao.
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Figura 22 :Localizacao fisica do retrotransposon Perere no par de
cromossomos 2 utilizando a técnica de PRINS: Nas figuras A e B observa-
se um sinal de hibridizagdo na por¢cdo de heterocromatina do par de
cromossomos homologos 2 indicando a presenca do retrotransposon Perere. A
seta amarela indica a localizagdo da marcagao.
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5) DISCUSSAO
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O S.mansoni é um parasito cujo genoma se encontra distribuido em oito
pares de cromossomos, sendo sete autossdmicos € um sexual (ZZ para
machos e ZW para fémeas). Por possuirem cromossomos que apresentam a
capacidade de se condensar durante a etapa de metafase, torna-se possivel a
sua identificagdo por meio da técnica de bandeamento-C. Por meio desta
técnica, sao obtidos padroes de bandas C caracteristicos de cada cromossomo
e, além disso, o tamanho dos mesmos bem como a localizacdo dos
centrdbmeros nos possibilita inferir sobre a identidade de cada um dos
cromossomos. Realizando-se a técnica de bandeamento-C, observamos nas
prepara¢des um padrdo de bandas semelhante ao descrito por Hirai e cols em
1995. A figura 23 mostra um idiograma tipico de S.mansoni :

2
7

1 2 3 4 3 g 7 il Wy

Figura 23- Representacao esquematica do perfil de bandas C
cromossomicas observadas no cariotipo de S. mansoni. As regidoes
brancas representam as porcoes de eucromatina e as regides escuras, as de
heterocromatina. As constricdes representam a posicdo dos centromeros. As
letras e nimeros representam os respectivos cromossomos. Os centrdmeros
estao representados pelas constricdes. (Hirai & LoVerde, 1995)

O grande tamanho dos cromossomos do parasita dificulta a sua
separacao pela técnica de eletroforese de campo pulsado mas, por outro lado,
permite a sua visualizagdo em microscopia, 0 que torna esta caracteristica
vantajosa quando comparamos o0 seu tamanho com a de outros protozoarios

parasitos como Leishmania e Trypanosoma, que por serem muito pequenos,
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sao dificilmente visualizados em microscopia. Assim, uma alternativa para o
estudo do seu genoma € a construgcdo de mapas fisicos de baixa resolucao
envolvendo todo o seu genoma.

Embora um dos principais objetivos do projeto genoma do S.mansoni foi
a construgdo de mapas fisicos de baixa resolugao utilizando-se as técnicas de
FISH e PRINS, até o momento este objetivo ainda nao foi atingido.

Visando contribuir com esta iniciativa, realizamos o mapeamento fisico
de genes no genoma do parasito. Neste trabalho, nosso objetivo foi localizar
retrotransposons no genoma do parasito utilizando-se as técnicas de FISH e
PRINS.

Estima-se que cerca de 40% do genoma do S.mansoni seja constituido
de seqUéncias repetitivas e grande parte destas seja composta de
retrotransposons (Charlesworth e cols., 1994). Por muito tempo, estes
elementos genéticos méveis foram considerados DNA lixo ou DNA egoista uma
vez que se multiplicavam em grandes proporcdes no genoma hospedeiro
(egoista) e ndo se conheciam beneficios dos mesmos para o organismo
hospedeiro (lixo), entretanto, desde a década de 90 esta visdo vem mudando.

As acbes dos TEs foram por muito tempo consideradas como deletérias
no genoma dos eucariotos e assim, esperava-se que as pressdes seletivas
tenderiam a eliminar estes elementos do genoma humano (Charlesworth,
1988). Porém os TES podem tanto causar mutacdes deletérias devido a sua
insercao bem como interagir beneficamente com o genoma hospedeiro (Batzer
& Deininger, 2002). Os efeitos deletérios dos TEs podem ser devido as
mutagdes causadas por eles quando se inserem ou sdo excisados do genoma
alvo bem como de efeitos a niveis genéticos que sado associados com o
movimento de transposicao (Kidwell & Lisch, 1997) e quando estas mutagdes
ocorrem em humanos, eles podem causar uma série de doencas (Kazazian,
Jr., 1998). Cépias acumuladas dos TEs no genoma levam a multiplicagéo de
seqUéncias homodlogas ao longo do cromossomo e a recombinagcdo génica
entre elementos inseridos em diferentes sitios podem causar varios rearranjos
cromossémicos como inversdes, delegbes ou translocagdes (Langley e cols.,

1988). Os TEs podem se inserir dentro dos éxons, podendo alterar ou néo o
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perfil de expressao génica. Quando em introns eles podem ser eliminados no
processamento do mRNA e nado ter nenhuma funcdo génica ou mesmo
processados eles podem funcionar como sitios de sequéncias regulatérias e
também podem se inserir nas regides de heterocromatina (Kidwell & Lisch,
1997). Assim, estes eventos de transposi¢cdo que inserem os TEs em regides
de codificacdo, promotoras, ou intergénicas, podem aumentar as taxas de
mutagéo e modificar os niveis de expressao génica (Le & Deceliere, 2005). Em
situacdes especificas como no estresse, a ativacdo dos TEs pode contribuir
para a variabilidade genética e fenotipica (Arnault & Dufournel, 1994; Capy e
cols., 2000). Ha também especulacbes de que estes TEs possam estar
envovido no mecanismo de resisténcia a drogas.

Os TEs podem também interagir positivamente com o genoma
hospedeiro e contribuir para a sua evolugao (Makalowski, 2003), bem como
participar na evolugdo do gene (Ganko e cols., 2003; Iwashita e cols., 2003;
Kapitonov & Jurka, 1999; Makalowski, 2003), diversidade fenotipica (Clegg &
Durbin, 2000; Long e cols., 2000), especiacdo (McFadden & Knowles, 1997),
reparo do DNA (Gasior e cols., 2006), influéncia do tamanho de introns e
éxons, protecao da regiao terminal telomérica (Biessmann e cols., 1997).

Um bom exemplo desta fungdo ocorre quando os retrotransposons
semelhantes a LINE HeT-A e TART, se direcionam para o final dos
cromossomos de D.melanogaster (Biessmann e cols., 1997) onde eles
parecem ser essenciais para manutengao das extremidades teloméricas.

Como exemplos de retrotransposons da familia LTR identificados no
genoma do S.mansoni, podemos citar: Boudicca (Copeland e cols., 2003), Saci
(DeMarco e cols., 2004), Fugitive (Laha e cols., 2004), Sinbad (Copeland e
cols., 2005) e o Gulliver do S.japonicum (Laha e cols.,, 2001), e de
retrotransposons da familia ndo-LTR: SR1 (Drew & Brindley, 1997), SR2 (Drew
e cols., 1999), SR3 (Laha e cols., 2005), Perere (DeMarco e cols., 2004), e
Pido do S.japonicum (Laha e cols., 2002).

Identificamos os retrotransposons Boudicca da familia LTR e o Perere
da familia ndo-LTR através da andlise de uma biblioteca de BAC clones

presentes em nosso laboratério em bancos de dados de bioinformatica. E
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importante ressaltar que as andlises de bioinformatica nos fornecem dados dos
genes presentes nas extremidades dos BAC clones. Para o BAC clone 1A
obteve-se similaridade para o retrotransposon Perere e para o BAC clone 11A
o retrotransposon Boudicca. Considerando que o tamanho médio dos insertos
dos BAC clones € de 100,000 pb, ndo podemos excluir a presenca de genes
flanqueados por estes elementos, entretanto, como estes BACs estdo
enriquecidos com sequéncias de retrotransposons, ha uma maior probabilidade
de que ocorra 0 mapeamento destes genes.

Estes retrotransposons foram escolhidos uma vez que o Boudicca esta
presente em um grande numero de cdpias no genoma (Copeland e cols., 2003)
e o Perere além de apresentar um numero de cépias intermediaria, € um dos
elementos que possuem um dos maiores niveis de expressdo (DeMarco e
cols., 2004).

O retrotransposon Boudicca, da familia gypsy/Ty3 apresenta um
tamanho aproximado de 5,8KB com alto niumero de coOpias estimado entre
1,000 e 10,000 por metodologias de bioinformatica, sendo considerado o
elemento mais abundante no genoma do parasito. Com isso, ha suposi¢des de
que ele tenha contribuido para o tamanho do genoma e represente cerca de
4% ou mais dele (Copeland e cols., 2004). Provavelmente ele influenciou o
tamanho do genoma através de acdes mutagénicas de seu movimento e em
recombinacdes cromossdmicas (Charlesworth e cols., 1994; Petrov e cols.,
2000).

O Perere pertence a familia CR1 e apresenta um numero de copias
intermediario quando comparado a outros retrotransposons previamente
descritos (250 a 2,500 copias) e possui uma maior atividade transcripcional por
copia (5,6) quando comparada ao Boudicca (0,4) através de metodologias de
bioinforméatica (DeMarco e cols., 2004). Estas diferengas nos niveis de
transcricdo entre os elementos com baixo e alto numero de cépias pode ser
explicada pelo silenciamento génico causado por cossupressdo, a qual diminui
os niveis de mRNA de elementos com alto nimero de cépias (Jiang, 2002) e a
maior atividade dos retrotransposons pode ser associada as adaptagbes do
parasito aos diferentes estagios de vida e hospedeiro.
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Embora varios retrotransposons de S.mansoni tenham sido identificados,
ainda permanece por ser determinado tanto a fungdo como a localizagéo fisica
destes no genoma do parasito. Este trabalho mostra pela primeira vez, a
localizagé@o fisica dos retrotransposons Boudicca e Perere utilizando-se as
técnicas de FISH e PRINS.

Utilizando-se a técnica de FISH e sondas com o BAC clone 1A,
observamos uma hibridizagdo localizada preferencialmente na regidao de
heterocromatina do par de cromossomos homodlogos 2 como apresentado na
figura 22. Posteriormente, utilizou-se a técnica de PRINS que € uma técnica
mais sensivel e especifica que utiliza primers especificos para o gene que se
deseja localizar. Utilizando-se esta técnica observou-se 0 mesmo padrao de
marcagdo como apresentado na figura 17. Para a localizagdo do
retrotransposon Boudicca pela técnica de FISH, utilizou-se o BAC clone 11A
como sonda e obteve-se um sinal de hibridizagdo preferencialmente na regiao
de heterocromatina dos cromossomos 2 e Z como mostrado na figura 17.
Utilizando-se a técnica de PRINS para este retrotransposon observou-se
repeticdo deste sinal de hibridizacao como apresentado na figura 20. Assim, 0s
resultados obtidos pelo PRINS confirmaram os obtidos anteriormente pela
técnica de FISH para o mapeamento dos retrotransposons Boudicca e Perere.

A técnica de FISH utiliza sondas de BAC clones e um conjunto de
primers aleatérios. Observou-se um sinal de hibridizacdo na regidao de
heterocromatina do par de cromossomos homologos 2 com o BAC clone 1A e
nos cromossomos 2 e Z utilizando-se o BAC clone 11A. Estes sinais de
hibridizagdo foram posteriormente confirmados quando se utilizou a técnica de
PRINS, que & uma técnica mais sensivel e especifica. Nesta técnica, sao
utilizados primers especificos para o gene que se deseja localizar. E
interessante notar que duas familias de retrotransposons mapeiam no mesmo
cromossomo (2) e que sob véarias condicbes de marcagdo, como baixa
estringéncia, ocorreu uma certa especificidade de marcagdo na regido
heterocromatica como pode ser observado nas figuras 13 e 14.

Os elementos genéticos moveis estdo presentes em diferentes

distribuicées nas regides de eucromatina e heterocromatina (Di e cols., 1997) e
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assim, sofrem influéncia das mesmas em relacado a sua conservagcao, numero
de cépias (Junakovic e cols., 1998; Kidwell & Lisch, 1997) e diferengas nos
niveis de expressao. Em varias espécies como D.melanogaster (Bartolome e
cols., 2002), Arabidopsis thaliana (Anonymous2000) e Tetraodon nigroviridis
(Dasilva e cols., 2002), os TEs tendem a se acumular nas regides de
heterocromatina. Nesta regidao a taxa de recombinacdo génica € menor e
assim, estes elementos ndo sofrem acdes deletérias do genoma hospedeiro o
que favorece a sua presenca nestas regioes.

A heterocromatina é uma regido que esta envolvida em fungbes
estruturais como na atividade centromérica, pareamento de cromossomos
(Karpen & Allshire, 1997; Brandes e cols., 1997) sendo composta
principalmente de uma variedade de elementos de repeticao principalmente de
DNA satélites e também de transposons como por exemplo em
D.melanogaster. Nesta regidao, ha uma menor densidade génica e assim, 0s
TEs apresentam menores chances de recombinacdo e podem causar menos
danos ao hospedeiro 0 que favorece a sua sobrevivéncia (Dimitri & Junakovic,
1999). Nas regides de eucromatina, por haver uma maior densidade génica, o
movimento de transposi¢cdao dos elementos provoca um aumento no numero de
suas copias e assim, aumentam-se as chances de recombinacao genética e de
efeitos deletérios dos mesmos no genoma hospedeiro (Dimitri & Junakovic,
1999). Acredita-se que os TEs estejam presentes em maior abundéancia nestas
regides de heterocromatina (Dimitri e cols., 2003; Junakovic e cols., 1998;
Kidwell & Lisch, 1997) embora sejam mais degenerados e expressos a
menores niveis do que os elementos presentes na eucromatina (Junakovic e
cols., 1998) provavelmente devido a presenca de cdpias truncadas o que 0s
tornaria inativos (DeMarco e cols., 2004). Sugere-se também que esta
presenca pode ser determinada pela interagdo entre a familia do
retrotransposon e o genoma hospedeiro. Tem-se observado que certos fatores
do hospedeiro sdo necessarios para a transposicdo os quais podem entdo
influenciar no sucesso de uma colonizacdo de um dado elemento numa
determinada espécie (Miskey e cols., 2005). Podemos citar o elemento P de

Drosophila que nao é encontrado fora deste género, (Rio e cols., 1988). Além
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disso, os TEs podem ter contribuido para a evolucao da heterocromatina
(Steinemann & Steinemann, 1997), nos processos de remodelamento através
de delecdes, inversdes, amplificacdes (Dimitri e cols., 1997; Dorer & Henikoff,
1994) e esta reestruturacao pode ter contribuido para a criagdo de variantes
gue promoveram a especiagao e as divergéncias evolutivas.

Em alguns organismos como no genoma da D. Melanogaster os TEs
parecem acumular tanto nas regides de heterocromatina quanto nas de
eucromatina.com baixas taxas de recombinacao (Bartolome e cols., 2002). O
retrotransposon Penelope de D. virilis estd presente na regido de
heterocromatina.

Em S.mansoni , os elementos de repeticado W1 e W2 foram localizados
nas regides de heterocromatina do cromossomo sexual W (Hirai e cols., 1993)
e um gene especifico de fémea também localizado na regidao de
heterocromatina foi evidenciado por Jeremias e cols durante a sua dissertacao
de mestrado.

Uma vez que estes elementos de transposicao estdao presentes em
grande numero de cépias no genoma, esperavamos encontra-los distribuidos
em todos ou quase todos os cromossomos como ja demonstrado para o
retrotransposon Mariner (Reiter e cols.,1999). Assim, observamos sinais de
hibridizagdo em apenas dois cromossomos, sugerindo-se entdo que a
presenca estes elementos na fase evolutiva de esporocisto, estejam
concentrados nestes dois cromossomos. Entretanto, ndo podemos descartar a
possibilidade da ndo detecgdo de algumas coépias devido a rearranjos nos
cromossomos durante a transicdo de esporocisto a verme adulto. As
preparagcdes contendo cromossomos metafasicos sao obtidas na fase
assexuada de esporocisto, mas, as técnicas atuais nao disponibilizam
condigdes para preparacao de cromossomos metafasicos em outros estagios
do ciclo de vida evolutivo principalmente na fase sexuada de vermes adultos.

Em alguns casos numa mesma lamina contendo varios spreads,
observou-se um sinal de hibridizacdo em apenas um dos cromossomos como
mostrado nas figuras 15,16,17A e B, 19A e B e 21, provavelmente devido a

ineficiéncia nas condigdes de desnaturacao. Assim, 0s cromossomos adotaram
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uma posicao que impediu a interacao da sonda de BAC clones ou do par de
primers. Na tentativa de se aumentar a estringéncia da desnaturagao,
observamos uma perda na estrutura dos cromossomos, 0 que inviabilizou a
técnica. O fato de ser ter encontrado sinais de hibridizacdo em regides de
heterocromatina de apenas 2 cromossomos como mostrado nas figuras 17,
18C, 19C, 20 e 22 nos levou a varios questionamentos como por exemplo o
impacto destes na biologia do parasito.

Com a andlise das sequéncias dos retrotransposons Boudicca
(BKO04066) e Perere (BK0O04067) no banco de dados da FAPESP (BlastN)
observou-se que para o Perere, a grande maioria dos transcritos foram obtidos
na fase evolutiva de esquistossomulo (50%), seguido de miracideo (11%), ovo
(9%), vermes adultos (9%) e esporocistos (6%) como mostrado na figura 24.
Para o retrotransposon Boudicca, 45% das sequéncias foram obtidas da fase
evolutiva de esquistossdmulo, seguido de cercéria (22%), miracideos (11%),
vermes adultos e vermes machos (11%) como mostrado na figura 25.

Diante dos resultados e das andlises nos bancos de dados, sugerimos
que a alta taxa de transcricdo quando comparamos ESTs obtidas de
esporocistos e esquistossomulos pode ser resultado de um remodelamento de
cromatina durante essa transicao de fase. Além disso, as ESTs detectadas em
eporocistos podem ser resultados de algumas cépias destes retrotransposons
na eucromatina.

Diante dos dados obtidos neste trabalho, sugerimos que h& evidéncias
de remodelamento de cromatina que sdo modificacbes que resultam em
mudangas na sua funcionalidade, o que justificaria a forte presenca destes
elementos na fase de esquistossomulo. Provavelmente a funcdo destes
elementos nesta fase do ciclo de vida esta associada com as modificagées na
morfologia do parasito bem como as adapta¢cées do mesmo no meio em que se
encontra. Sugere-se que a pequena presenca destes elementos na fase de
esporocisto possa ter ocorrido por um mecanismo de silenciamento génico

pelos RNAi e com isso o fato deles apresentarem baixa expressdo ou a

63



Discussao

de

presenca de copias truncadas na fase
Macho 1% C610370.1
Fémea 1 1% B Ovo
Cercaria 4% B Esquist.
O Espor
Miracideo Ovo 9%
119 0O Adulto 1
Adulto 2 9°% B Adulto 2
utto ‘ O Miracideo
Adulto 1 9% Ari
Esquist. 50% | cercaria
Espor 6% O Fémea 1
m Macho

esporocisto.

Figura 24- Origem dos transcritos obtidos do retrotransposon Perere.
O SmAE C610370.1 apresentou alta similaridade para a seqiiéncia completa
do Perere e a origem destes transcritos podem ser observados no grafico.

C602997.1
Macho
11%

Cercéria Esquist.
22% 45%
Miracideo Adul

1% dulto 1
11%

O Esquist.
m Adulto 1
O Miracideo
O Cercéria
® Macho

Figura 25- Origem dos transcritos obtidos do retrotransposon Boudicca
O SmAE C602997.1 apresentou alta similaridade para a seqiiéncia completa
do Boudicca e a origem destes transcritos podem ser observados no grafico.

A identificacdo, descoberta da funcdo e a localizagdo fisica destes

retrotransposons no genoma do parasito S.mansoni é de grande importancia

para o seu estudo uma vez que poucos elementos foram identificados e nao se

tem conhecimento a respeito de suas fungdes e pouco se sabe da localizagao
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fisica destes elementos. A localizacao fisica destes TEs pode nos fornecer
pistas sobre o silenciamento de genes no genoma através dos mecanismos de
silenciamento génico e aumentar o conhecimento da dindmica e biologia do

seu genoma (DeMarco e cols., 2004).

65



Conclusbtes

6) CONCLUSOES

66



Conclusbtes

v' Com a utilizagdo de duas técnicas de hibridizacao in situ FISH e PRINS, foi
possivel localizar o retrotransposon Perere na regido de heterocromatina do
par de cromossomos homélogos 2 e o retrotransposon Boudicca na regiao

de heterocromatina dos cromossomos 2 € Z no genoma do S.mansoni.

v As andlises dos nossos dados e de fulano sugerem que ocorreu

remodelamento de cromatina na fase adulta.
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7) PERSPECTIVAS
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v ldentificagdo de genes em tandem aos retrotransposons por andlises de

bioinformatica;

v Localizagdo de outros retrotransposons no genoma do S.mansoni. Como
por exemplo, o retrotransposon Saci-1 que esta presente em baixo numero

de copias mas apresenta um alto nivel de expressao.
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http:www.who.int/ctd/schisto/epidemio.htm

http://www.tigr.org/tdb/e2k1/smai/

http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_mansoni/

http://www.ncbi.nIm.nih.gov

http://www.genedb.org/genedb/smansoni/blast.jsp

http://verjo18.ig.usp.br/schisto/
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