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Resumo

A forma larval de Echinococcus granulosus (metacestoide) é o agente causador da
hidatidose cistica, zoonose endémica no Rio Grande do Sul. Essa parasitose caracteriza-se
pelo crescimento de uma massa cistica preenchida de liquido hidatico que causa
compressdo em Orgdos e tecidos vizinhos. O antigeno B (AgB) é um dos maiores
componentes do liquido hidatico. Apesar da funcdo do AgB ser mal conhecida, alguns
indicios sugerem que ele esta envolvido na interacdo parasito/hospedeiro. Sabe-se que 0s
genes de contingéncia em microparasitas (protozoarios e bactérias) sdo 0s responsaveis
pela evasdo da resposta imune do hospedeiro, e estdo localizados, freqlientemente, na
regido sub-telomérica dos cromossomos. A localizagdo sub-telomérica poderia estar
relacionada com a alta variabilidade encontrada na familia multigénica do AgB, uma vez
que tais regides costumam estar mais sujeitas a mutacao.

No presente trabalho procuramos verificar a proximidade dos genes de AgB dos
telémeros através de experimentos de Southern blot utilizando a técnica de TRF (Telomere
Restriction Fragment) onde o DNA genémico de E. granulosus e E. multilocularis foi
clivado com seis diferentes enzimas de restri¢do e hibridizado com um inserto que possui o
motivo telomérico C3TA, (caracterizado para E. granulosus) e re-hibridizado com
produtos de PCR dos genes AgB, ambos marcados com fluoresceina. Os nossos resultados
permitiram a identificacdo de heterogeneidade no tamanho dos telémeros de E. granulosus.

Ainda, utilizamos um PCR extra longo (XL-PCR) com primers especificos para 0s
genes de AgB e um primer contendo 0 motivo telomérico de E. granulosus. Foram obtidos
amplicons de aproximadamente 1600 pb para AgB2 , AgB3 e AgB4, e de 1300 e 3500 pb
para AgB3. Nao foram obtidos amplicons para AgBL1.

Com base nos dados obtidos neste trabalho, sugerimos que os genes AgB2, AgB3 e
AgB4 estdo localizados préximos a um motivo telomérico, mas ainda ndo podemos definir

a precisa localizagcdo dos genes nos cromossomos.



Abstract

The larval stage of Echinococcus granulosus (metacestode) causes the cystic
hydatic disease, an endemic zoonosis from the state of Rio Grande do Sul. The disease is
characterized by the growth of a cyst filled with liquid (hydatic fluid), leading to the
compression of the neighbouring organs and tissues. Although the biological role of
antigen B (AgB) is still uncertain, several clues show that it is involved in the parasite/host
interaction. Contingency genes are known to be responsible for the evasion of host imune
response in microparasites, and are frequently localized in chromosome sub-telomeric
regions. A sub-telomeric localization could be related to the high variability found in the
AgB multigene family, since these regions are usually more prone to mutations.

In the present work we tried to verify the proximity of AgB genes to the telomeres
with Southern blot experiments using the TRF (Telomeric Restriction Fragment)
technique, where the genomic DNA from 35 E. granulosus and 5 E. multilocularis isolates
were digested with 6 different restriction enzimes and hybridized with an insert containg
the E. granulosus telomeric motif (C3TA;) and re-hybridized with PCR products derived
from AgB genes, both labeled with fluorescein. Our results show heterogenity in the E.
granulosus telomere size.

Furthermore, we used an extra long PCR (XL-PCR) with specific primers for AgB
genes and a primer containing the E. granulosus telomeric motif. We obtained amplicons
with about 1600 bp for AgB2, AgB3 and AgB4, and with 1300 and 3500 bp for AgB3. No
amplicons were obtained using AgB1 specific primers.

Based on these data, we suggest that the E. granulosus AgB2, AgB3 and AgB4 genes
are localized in the vincinity of telomeric motifs, but we are still unable to define the

precise localization of the genes at chromosomes.



1. Introducéo

1.1  Os parasitas

"A histéria nos mostra que ao invés de existir um processo linear e relativamente
simples de transicdo epidemioldgica, no qual as chamadas doencas de pobreza sdo
substituidas pelos males da modernidade, o que se observa é um quadro complexo de
alteracGes, mudancas, adaptacdes e emergéncias tipicas dos fendmenos vivos. A relagdo
entre as populacdes de humanos, vetores e agentes etioldgicos é bastante complexa e néo
parece estar no horizonte, para 0s proximos anos, a miragem de uma vida livre de
infecgdes” (Barata, 2000).

Conhecimentos sobre parasitas e suas interacdes com 0s hospedeiros sempre
estiveram presentes nas culturas de todas as civilizagbes, uma vez que as populacdes
humanas sempre conviveram com estes organismos. Registros antigos datando de mais de
2000 anos a.C. na China e mais de 1500 a.C. no Egito relatam a preocupacdo com 0s

parasitas, ou pelo menos com as doencas provocadas por eles (Bush e cols., 2001).

Por volta de 1860, os fundamentos da ciéncia chamada de Parasitologia foram
estabelecidos, e os parasitas foram identificados como 0s responsaveis por importantes
doengas do homem e dos seus animais domésticos. Apesar de muitos parasitologistas
terem qualificagdes médicas, a parasitologia estabeleceu-se como um ramo da histéria
natural na metade do século XIX e foi nesse periodo que se constatou que a hidatidose € a

trichinelose tinham parasitas como agentes patogénicos (Foster, 1965).

A partir do final do século XIX, com a publicacdo da teoria darwiniana da
evolugéo, os estudos em Biologia passaram a seguir um novo paradigma. A Parasitologia,
entretanto, sempre abordou questdes funcionais e praticas, e somente a partir da metade do
século XX comecgou a ter uma abordagem mais evolutiva e ecoldgica. Em 1980, a
publicacdo da obra de Price forneceu as bases da Parasitologia evolutiva e, sem divida,

incentivou inUmeros trabalhos nessa area.

Antigos males ainda persistem nos paises em desenvolvimento, devido, em grande

parte, a0 ndo-acesso universal a educacao e aos servigos basicos de saneamento e de salde,
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as condicOes socioeconémicas, sanitarias e higiénicas deficientes. Outros fatores como a
ndo-implantacdo de politicas publicas que promovam o0 crescimento econdémico, a nédo-

distribuicdo igualitaria de renda e contribuem para continuidade das doencas.

1.2
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Figura 1: Mapa mostrando a distribuicdo de E. multilocularis em A e E. granulous em B.
(Adaptado de Torgenston e Budke, 2003).
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estudos posteriores demonstraram que os padrbes epidemioldgicos e 0s hospedeiros
variavam, e que o0 parasita que infecta os cavalos, diferentemente do que infecta ovinos,
ndo € infectivo para os homens (Thompson e Smyth, 1975). Estudos moleculares recentes
evidenciam que E. g. equinus é tdo diferente de E. granulosus quanto de E. multilocularis

0 que suporta o status taxondmico da espécie E. equinus.

Os seres humanos sdo susceptiveis a quatro espécies, cujos metacestodes (fase
larval) podem se desenvolver em humanos causando Vvarios tipos de equinococose.
Enquanto o E. granulosus € o agente causador da equinococose cistica, e o E.
multilocularis causa a equinococose alveolar, o E. vogeli e o E. oligarthrus sdo os agentes
causadores da equinococose policistica que se distribui, principalmente, na América

Central e do Sul.

A equinococose cistica e a alveolar sdo as zoonoses mais importantes e as mais
amplamente distribuidas (figura 1). Enquanto as parasitoses causadas pelo E. vogeli e E.

oligarthrus ocorrem apenas na América do Sul e Central.

O género Echinococcus apresenta uma grande variabilidade fenotipica entre os
diferentes isolados. Entre as espécies pertencentes a esse género a que apresenta maior
variabilidade € E. granulosus. Essas variantes intraespecificas foram identificadas através
do sequenciamento de DNA mitocondrial (principalmente, dos genes cox1- Cytochrome C
Oxidase 1 (Bowles e cols., 1992) e Nadl- NADH dehydrogenase (Bowles e McManus,
1993a)), e ITS-1 (Internal Transcribed Spacer-1) de rDNA seguido de PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Bowles e McManus, 1993b; Scott e cols.,
1996)).

Atualmente existem 8 diferentes linhagens (G1, G2. G3, G5, G6, G7, G8 e G9)
descritas em E. granulosus (Thompson e McManus, 2002) (tabela 1). Elas diferem em
caracteres que afetam a taxa de desenvolvimento, a infectividade em humanos, a

patogenicidade e a antigenicidade.
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Tabela 1: Linhagens de E. granulosus mostrando os diferentes hospedeiros intermediarios

e definitivos, assim com a sua distribuicdo geografica (adaptado de Thompson e McManus,

2002).

Linhagem

G1- ovino

G2- ovelha da
Tasmania

G3- bufalo

G5- bovino

G6- camelo

G7- porco

G8- cervideo

G9- ledo

Hospedeiro
Intermediario

Ovelha, gado, camelo,

macropodos e
humanos

Ovelha e humanos

Bufalo e humanos

Gado e humanos

Camelo, ovelha e
humanos

Porco e humanos

Cervideos e humanos

Zebra, bufalo, varios
antilopes e humanos

Hospedeiro
Definitivo

Cachorro, raposa,
dingo, jacal e hiena

Cachorro e raposa

Cachorro

Cachorro

Cachorro

Cachorro

Cachorro e lobo

Ledo

Distribuicéo
Geografica

Australia, Europa, EUA,
Nova Zelandia, Africa,
China, Oriente Médio,

América do Sul e Russia

Tasmania e Argentina

Asia

Europa, Africa do Sul,
india, Sri Lanka, RUssia e
América do Sul

Oriente Médio, China e
Argentina

Europa, RUssia e América
do Sul

Eurasia e América do
Norte

Africa
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1.2.1 Echinococcus granulosus

Dentre as espécies que pertencem ao género Echinococcus, E. granulosus € a mais
abundante e economicamente a mais importante, pois € o agente causador da hidatidose
cistica (Arambulo 111, 1997). A hidatidose esta presente em todos os continentes (figura 1B)

atingindo animais de criacéo e também seres humanos.

O E. granulosus adulto é hermafrodita e o processo de fecundacdo pode ocorrer
tanto por autofecundacdo, como ja foi demonstrado in vivo (Smyth e Smyth, 1969;
Kumaratilake e cols., 1986) como por fecundacdo cruzada, o que ainda nao foi comprovado
diretamente (Thompson e cols., 1995). Entretanto, alguns estudos genéticos (Lymbery e
Thompson, 1988; Lymbery e cols., 1997; Haag e cols., 1998; Haag e cols., 1999) sugerem
que as duas formas de fecundacdo podem ocorrer em populacdes de E. granulosus, sendo

que a autofecundacéo constitui-se no sistema reprodutivo predominante.

O adulto de E. granulosus é um pequeno verme achatado que mede de 2 a 11 mm
de comprimento e consiste de escélex (cabeca) e estrobilo (corpo) (figura 2). Vive no
intestino delgado do hospedeiro definitivo, nas criptas de Lieberkiihn. O escélex é um
6rgéo de fixacdo especializado que possui ganchos e musculos sugadores responsaveis pela
fixacdo. Ele é composto por quatro ventosas e um rostelo fixo com um duplo circulo de
pequenos ganchos (figura 2B) (Bourée, 2001). O estrdbilo € segmentado e constituido por
numerosas progldtides reprodutivas. A Ultima proglétide é a maior e contém 0s ovos

maduros.

1.2.1.1 Ciclo Bioldgico

Assim como os demais membros da familia Taeniidae, o género Echinococcus
requer dois hospedeiros mamiferos para completar seu ciclo bioldgico (figura 3): o
hospedeiro definitivo, que é sempre um carnivoro (cdo domeéstico, raposa, lobo, dingo,
hiena, chacal e ledo), e o hospedeiro intermediario, que sdo geralmente herbivoros

(principalmente cervideos, ovinos, bovinos, suinos, caprinos, equinos, camelos, marsupiais

15



Figura 2: Verme adulto de E. granulosus. A: verme adulto mostrando o escélex e as
proglétides. B: detalhe das estruturas em forma de gancho localizadas no escélex (Adaptado
de www.viarura;l.com.ar/.../cestodesechinococcus.htm).
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Ingestéo dos cistos
(6rgaos contaminados) g

‘ Ingestéo dos ovos
(nas fezes)

Figura 3: Ciclo de vida de E. granulosus. O verme adulto @ vive no intestino delgado do
hospedeiro definitivo (canideos), produz ovos @ e os liberam no ambiente junto com as
fezes do hospedeiro. Cada ovo possui um embrido que, quando ingerido pelo hospedeiro
intermediario (bovinos, ovinos, suinos e humanos), eclode e ativa uma oncosfera ® que é
capaz de invadir as paredes do intestino e migrar até o 6rgao onde se estabelecera e formara
0 cisto hidatico ou metacestodeo®. O cisto hidatico produz clonalmente os
protoescoleces®. O hospedeiro definitivo se infecta pela ingestdo das viceras contaminadas.
Ao passar pelo sistema digestivo do hospedeiro definitivo, os protoescéleces evaginam ®,
expondo as ventosas e ganchos e se fixam na parede do intestino onde se desenvolverd no
verme adulto. Fonte: Division of Parasitic Diseases-CDC (http://www.cdc.gov/page.do).
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e roedores) e, ocasionalmente, o homem (McManus e Smyth, 1986; Thompson e
McManus, 2001).

A contaminacdo do ambiente e do hospedeiro intermediario é feita pela liberacdo
dos ovos através das fezes do hospedeiro definitivo. Apds a reproducdo, a ultima
proglétide esta repleta de ovos que, quando liberados podem permanecer por até um ano
no ambiente (Schantz e cols., 1995). Estima-se que um cdo infectado por um Unico verme
de E. granulosus libere cerca de 400 ovos a cada semana, sendo que um cdo pode conter

varios milhares de vermes adultos em seu intestino.

Os ovos do verme adulto sdo liberados junto com as fezes do hospedeiro infectado.
Em aproximadamente 3 horas 0s ovos podem ser dispersos pelo vento, agua e insetos em
uma area de 30.000 ha (Bourée, 2001). O hospedeiro intermediario infecta-se com os ovos,
que, ao serem ingeridos, dao origem a fase larval (metacestoide ou cisto hidatico). Os ovos
eclodem no estdmago e/ou intestino delgado, liberando e ativando a oncosfera. Os ovos
podem sobreviver 21 dias em agua a 30°C, mais de 200 dias a 6°C, 10 minutos a 60°C, 6
minutos a 70°C, 1 minuto a 100°C e 24 horas a -70°C (Lawson e Gemmel, 1983).

A oncosfera penetra na mucosa intestinal atingindo a corrente sangiiinea e linfatica,
posteriormente, migra para 0s 6rgdos, principalmente pulmdes e figado, podendo atingir
outros 6rgdos como rins, coragdo e 0ssos (Thompson, 1995; Von Sinner, 1997) onde
ocorre o desenvolvimento do metacestdide em alguns meses ou anos. O cisto pode variar
muito de forma e tamanho, e um unico 6rgdo pode apresentar inUmeros cistos. A sua
localizacdo e morfologia ndo dependem apenas do hospedeiro, mas também da linhagem

ou da espécie de Echinococcus envolvida (Torgenston e Budke, 2003).

O cisto hidatico, formado pela infeccdo com a fase larval de E. granulosus, é
constituido na sua face interna pela camada germinativa, que se apresenta envolta pela
camada laminar acelular. A porcdo mais externa do cisto € constituida pela camada
adventicia fibrosa que € produzida pelo hospedeiro. Em E. multilocularis ocorre a

formacdo de pequenas vesiculas sem a formagdo da camada adventicia.
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A infeccdo com a fase larval de E. granulosus, que pode ser transmitida
naturalmente entre humanos e outros animais, € endémica no sul da América do Sul (figura
1B) (Eckert e cols., 2000). O homem infecta-se acidentalmente através do contato com
cées infectados. Os ovos do parasita ficam presos nos pélos ao redor do anus dos caes e
também podem ser encontrados no focinho e nas patas (Schantz, 1989). Entre 0s povos
ndmades de Turkana (Quénia) é comum que os caes, que fazem parte da comunidade,
lambam mamadeiras e utensilios de cozinha (Bourée, 2001), facilitando, assim a

transmissdo da hidatidose.

A hidatidose pode ser uma doenca hiperendémica em zonas rurais como no norte e
leste da Africa, América do Sul ou ser uma doenca esporadica, como na Austrélia (Bourée,
2001).

1.2.1.2 Distribuicéo e transmissdo

Embora programas de controle da hidatidose tenham obtido sucesso em meados do
século XIX e XX (Eckert e cols., 2000), recentes levantamentos indicam que a hidatidose
ainda possui distribuicdo cosmopolita. A parasitose esta presente em todos 0s continentes e
em muitos paises. Os mais altos indices de prevaléncia da doenca sdo encontrados na
Eurasia (principalmente nos paises do Mediterraneo), norte e leste da Africa, Australia e

América do Sul (figura 1B).

Ha claras evidéncias que a hidatidose € uma doenca emergente ou re-emergente
em varios paises da Asia Central, leste da Europa, Israel e, principalmente, na China, onde
em pelo menos 21 das suas 31 provincias (87% do territério) a hidatidose é endémica
(Eckert e cols., 2000).

Na China, 94% dos bovinos e 88% de ovinos estdo infectados e cerca de 84% dos
abates ocorrem em casa. O contato homem-cao-ovelha é alto, com 82% das familias tendo
pelo menos um cachorro e 78% uma ovelha em casa. Aproximadamente 71% das familias

alimentam seus cdes com visceras contaminadas (Chi e cols., 1990).

19



Em Israel a incidéncia varia de 0,7 a 9 em 100.000 habitantes (EI-On e cols., 1997).
A hidatidose foi endémica na regido e a sua ocorréncia foi esporadica nos ultimos 40 anos,
embora ela esteja ressurgindo desde 1960 com a importacdo de ovinos provenientes de
regides endémicas. O ressurgimento da doenga estd associado ao fato do abate ser
realizado em casa, e 0s 6rgdos contaminados dos animais abatidos servirem de alimento

aos cdes (Goldsmith e cols., 1991).

No Libano, estima-se que todo rebanho de dromedarios esteja infectado. Eles sdo
vendidos para 0s agougues, ou morrem naturalmente e acabam sendo abandonados,
servindo, entdo, de alimento para caes e chacais (Bourée, 2001). Na populacao cristd do
Libano os cachorros sdo considerados da familia dos seus donos (essas areas apresentam
altos niveis de hidatidose), enquanto em areas mugulmanas os cdes ndo podem entrar nas

casas. Nesse caso, a religido protege a populacdo da doenca (Bourée, 2001).

O homem pode se contaminar pelo contato direto com cées infectados e/ou
alimentando-se de vegetais crus. Na Libia, a principal fonte de infeccdo é a ingestdo de
vegetais crus infectados com as fezes de animais contaminados. Na india e no Sri Lanka, a
infeccdo humana deve-se a ingestdo de vegetais e agua contaminados (Irshadullah e cols.,
1989). No entanto, os humanos sdo hospedeiros intermediarios acidentais e poucos

contribuem para a transmissao da doenca.

Em Turkana, no Quénia, as taxas de prevaléncia da doenca sdo altas, variando entre
5 e 10% (Cooney e cols., 2004), pois ha muitos cdes infectados nessa area (Macpherson e
cols., 1985). Além disso, as fezes dos cachorros sdo usadas no tratamento de feridas
(Nelson, 1986), e o intestino dos chacais € um alimento muito apreciado. Os cadaveres de
humanos ndo sdo enterrados, mas deixados no campo para serem “removidos pelos
Deuses”. Esses cadaveres sdo devorados por hienas e outros animais que se alimentam de
carnica. Com base nesses dados um programa piloto de controle da hidatidose foi iniciado
nessa area com uma intensiva campanha educacional e tratamento dos cées (Macpherson e
Macpherson, 1986). Apesar dos esforcos, a menor soroprevaléncia (3%) ocorre na regiao
litordnea, onde os cachorros alimentam-se principalmente de peixes (Kenny e MacCabe,
1993). Cooney e cols. em 2004 fizeram uma revisdo dos dados cirurgicos do hospital

Kakuma Mission de julho de 1981 até maio de 2002. Eles identificaram 710 casos

20



cirurgicos de hidatidose, sendo a idade média dos pacientes de 27 anos (as idades variaram
entre 3 e 65 anos). Foram identificados cistos hepaticos, abdominais, intra-abdominais,
retroperitoniais, no baco e na parede abdominal, sendo que um dos cistos apresentava um

volume de sete litros.

No oeste da Africa a hidatidose humana é rara apesar da infestacio de ovelhas e
dromedarios (Klungsoyr e cols., 1993). E. granulosus ¢ endémico na Somalia, exceto nas
areas onde vivem as popula¢cBes mugulmanas, que nao tém contato direto com cdes. No

Marrocos, 80% dos dromedarios estdo infectados.

A regido do Mediterraneo é endémica para hidatidose. A Argélia possui 69,8% dos
ovinos e entre 42 e 56,5% do rebanho de bovinos infectados. A Italia entre 1990 e 1999
apresentava 86,9% do seu rebanho de ovinos contaminado. A hidatidose em humanos na
regido do Mediterraneo apresenta os indices mais altos na Turquia, Marrocos, Italia e Egito
com valores de 4,0; 7,1; 8,0 e 9,1 contaminados para cada 100.000 habitantes,
respectivamente (Seimenis, 2003). Estudos realizados na regido norte da Grécia
demonstram que 31, 3% dos ovinos, 10,3% dos bovinos e 0,6% dos suinos estdo infectados
(Sotiraki e cols., 2003).

Na Sardenha, onde 80% dos ovinos estdo infectados, as perdas anuais com a
diminuicdo no crescimento, queda na producdo e qualidade da 1a e aumento na
mortalidade, principalmente durante o inverno sdo estimadas em mais de 20 milhdes de

liras (Attanasio e cols., 1985).

Na Argentina a hidatidose é endémica em muitas provincias, aproximadamente 7%
do rebanho bovino, 12,5% do ovino, 9,8% do suino e 6% do caprino esta infectado (dados
fornecidos por SENASA, Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agropecuaria, 1987—
1996). A prevaléncia em humanos é de 1,9 por 100.000 habitantes. Em reservas indigenas
e areas rurais como as provincias de Neuquén, Chubut e Rio Negro, na regido da
Patagdnia, a prevaléncia pode chegar a 14,9 por 100.000 habitantes (Kamenetzky e cols.,
2002). A hidatidose humana na Argentina € o maior problema de salde na regido dos
Andes, onde a ocorréncia da doenca é de 9,1%, sendo 3,4% no figado, 2% nos pulmdes e

3,7% em ambos os oOrgdos (Moro e cols., 1997). No Uruguai, calcula-se que
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aproximadamente 19 milhdes de animais (ovinos e bovinos) estejam infectados

(Bonifacino e cols., 1991).

O Rio Grande do Sul é zona endémica dessa parasitose, principalmente nas cidades
que fazem fronteira com o Uruguai ou com a Argentina (Eckert e cols., 2000). Estima-se
que cerca de 3% do rebanho galcho de ovinos esteja infectado com E. granulosus, para
bovinos os nimeros chegam a 25%, e foram registrados oficialmente 716 casos de infeccdo
de humanos entre 1981 e 1999 (Farias e cols., 2004). Somando-se a isso a expectativa que
os dados oficiais reflitam apenas uma parcela da realidade, tem-se caracterizado o estado

do Rio Grande do Sul como uma area endémica para esta parasitose.

O efeito mais importante da hidatidose em rebanhos domésticos € o impacto
econémico. Entre as perdas podemos destacar a diminuicdo na producéo de leite, perda de
peso, diminuicdo nas taxas de reproducdo e diminui¢do no valor da 1&8 e do couro dos
animais infectados (Torgenston e Budke, 2003). Em bovinos a hidatidose provoca grandes
perdas econémicas em decorréncia das condenacdes em frigorificos, s6 no Rio Grande do

Sul 500.000 figados de bovinos sdo condenados anualmente (de La Rue e Santos, 1997).

1.2.1.3  Aspectos clinicos, diagnostico e tratamento

O significado clinico e econdémico da parasitose restringe-se a fase da infeccdo com
0 metacestdide (uma vez que a infeccdo com o verme adulto é praticamente assintomatica),
quando ocorre o0 crescimento de uma massa cistica que causa compressdo em 0Orgaos e

tecidos vizinhos, e/ou de reagGes de hipersensibilidade (Schantz, 1989).

Devido a proliferacdo do metacestdide em forma de tumor, a infeccdo com o E.
multilocularis é a mais severa. O metacestoide desenvolve-se rapidamente e a morte do
hospedeiro pode ocorrer em até 5 meses apds a infeccdo. Roedores infectados
experimentalmente apresentaram aumento do abdémen e do peso corporal devido a

proliferacdo do metacestoide, fragueza, apatia e anorexia (Torgerson e Budke, 2003).

A infeccdo com a fase larval de Echinococcus é caracterizada por um longo tempo

de crescimento do metacestdide no hospedeiro intermediario. Os casos mais extremos
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registrados constam de um cavalo que portou um cisto de E. granulosus por 16 anos
(Roneus e cols., 1982), e um homem com um cisto de E. granulosus durante 53 anos
(Spruance, 1974). A habilidade do parasita sobreviver durante um tempo tdo longo no
hospedeiro implica na existéncia de estratégias para enganar ou evitar uma resposta imune

protetiva do hospedeiro (Zhang e cols., 2003a).

O diagndstico da hidatidose cistica esta baseado em achados clinicos, anamnese,
dados epidemioldgicos, caracteristicas reveladas em técnicas por imagem (ultra-som, raios-
X, tomografia computadorizada, ressonancia magnética por imagem) e testes imunologicos

(Thompson e cols., 1995).

As proteinas do parasita que possuem o maior valor diagnostico em detectar E.

granulosus sdo o antigeno 5 (Ag5) e o antigeno B (AgB).

O Ag5 em condicdes redutoras apresenta subunidades de 24 e 38 kDa, em
condicBes ndo redutoras se apresenta como heterodimero ligado por pontes dissulfeto com
aproximadamente 67 kDa (Lightowlers e cols., 1989). Poucos estudos séo realizados com
0 objetivo de avaliar o valor clinico dos testes baseados no Ag5 recombinante,

provavelmente devido a sua baixa especificidade (Ortona e cols., 2003).

Os recombinantes de AgB tém sido os mais estudados. Embora evidéncias
imunologicas sugiram que ele tenha alto valor diagnostico, sua importancia no
monitoramento e eficiéncia do tratamento farmacoldgico é desconhecida (Ortona e cols.,
2000).

O AgB é altamente imunogénico em infecgdes humanas e o seu valor diagnostico é
reconhecido quando se analisa os diferentes componentes do liquido hidatico. Diversos
estudos estdo sendo realizados com o objetivo de isolar e caracterizar 0s genes que
codificam antigenos de E. granulosus, e expressa-los em Escherichia coli, podendo assim,
melhorar a sensibilidade e especificidade dos testes de imunodiagndstico (Ferreira e Zaha,
1994; Rott e cols., 2000; Virginio e cols., 2003).

Rott e cols. (2000) testaram o AgB nativo e duas formas recombinantes (rAgB1 e

rAgB2) em um teste de ELISA anti 1g-G que demonstrou que o rAgB2 possui maior
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especificidade (83,87%) e sensibilidade (98,28%) quando comparado com o AgB nativo
(81,9% e 77,41%, respectivamente) e com o rAgB1 (80,17% e 54,84%). Estudos recentes
(Virginio e cols., 2003) utilizando seis antigenos recombinantes demonstraram que o rAgB2
apresentou maior sensibilidade (93,1%) e especificidade (99,5%) sugerindo que este

antigeno pode ser utilizado em testes para o imunodiagnostico da hidatidose humana.

Gonzalez-Sapienza e cols. (2000) analisaram a antigenicidade do AgB utilizando
sete peptideos sintéticos que se sobrepdem parcialmente as duas subunidades do AgB. Os
resultados desse estudo indicam que os epitopos dominantes para humanos estdo

localizados na extremidade N-terminal do AgB1.

A hidatidose apresenta dois tipos de tratamento: quimioterapico e cirurgico. O
tratamento cirdrgico pode causar acidentes anafilaticos e alergias, além da possibilidade de
formacdo de cistos secundarios se, acidentalmente, ocorrer a ruptura do cisto. Apesar dos
riscos a cirurgia € a mais recomendada. Sempre que a cirurgia nao for disponivel, recorre-se

ao tratamento quimioterapico com albendazol e mebendazol (Rey, 2001).

1.2.1.4 Controle e prevencao

Um programa efetivo de combate a hidatidose deve evitar a transmissdo do E.
granulosus numa grande area geografica e impedir o seu retorno. A dindmica da
transmissdo da doenca esta baseada nos hospedeiros definitivos e intermediarios, que
variam de acordo com a regido que esta sendo estudada. Além disso, iniUmeros fatores
podem interferir na viabilidade dos cistos e dos ovos e, conseqlientemente, na transmissao
da doenca. Um programa de controle dessa parasitose (incluindo campanhas educacionais

e tratamento dos cachorros) deve levar esses fatos em consideracdo para obter sucesso.

Na Australia, com uma intensa profilaxia, ou seja, eliminando cdes de rua e
tratando os domésticos, os niveis de endemia tém caido, uma vez que sem o contato
homem-cao os riscos de infeccdo sdo baixos. Entretanto, na regido oeste da Australia, um
ciclo artificial de transmissdo estabeleceu-se com os cées de cacadores ilegais que 0s

alimentam com as visceras dos animais cagados (porcos e cangurus) (Thompson e cols.,
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1993). A ocorréncia do ciclo sinantropico da doenca no qual animais selvagens servem
como importantes reservatorios para sua transmissdo é, também, um importante fator

limitante para eliminacdo total dessa parasitose.

A provincia de Rio Negro, na Argentina em 1983 apresentava indices de infeccdo
com E. granulosus de 5,6% nas criancas com idades entre 7 e 13 anos. Um programa
baseado principalmente na desvermifugacédo dos cées foi implantado entre 1980 e 2000. Os
indices de infecgdo diminuiram significativamente: de 5,6% para 1,1% em 1998 (Larrieu e
cols., 2002). Nesse trabalho também foram analisados os principais fatores de risco, sendo
0s principais: ter um membro da familia com a doenca, entrar em contato com um grande

numero de cdes nos primeiros anos de vida e ter pais que trabalham abatendo ovinos.

Farias e cols., em 2004 relataram a tentativa de implantacdo de um programa de

controle da hidatidose cistica
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A infeccdo com a larva de E. multilocularis provoca a hidatidose alveolar, uma
forma menos comum, porém muito mais grave da doenca hidatica. Diferentemente da
hidatidose cistica, esta doenca caracteriza-se pela formacdo de uma estrutura
multivesicular complexa, capaz de infiltrar tecidos e geralmente com capacidade de induzir
a formacdo de metéstase, através de pequenas vesiculas que, apds se desprenderem da
massa original, migram através do corpo pela corrente sangiinea ou linfatica. A massa

larval geralmente contém uma matriz semi-solida ao invés de liquido.

A infeccdo com o metacestoide ocorre devido ao contato com animais infectados
(raposas, cdes ou gatos) ou diretamente com o ambiente contaminado com o0voOs.
Geralmente as regides agricolas ou as periferias sdo as mais contaminadas com E.
multilocularis, devido ao ciclo selvagem mantido pelas raposas. Entretanto, nas dltimas
décadas o numero de raposas vivendo nas cidades européias tem aumentado enormemente,
e existe uma preocupacdo crescente, pois estas raposas podem ser portadoras do verme
adulto e poderiam representar um grande perigo para a saude publica (Deplazes e cols.,
2004).

1.2.2 Os Cromossomos de Echinococcus

O numero cromossdmico de E. granulosus foi determinado por Smyth em 1962 e
apresenta numero diploide de 18. S&o cromossomos pequenos sendo o maior deles com

tamanho de 1um.

A dificuldade de cultivo das células em laboratério, assim como de obtencdo de
celulas frescas em mitose (menos de uma célula por protoescolices) (Smyth, 1962) limitam

a realizacdo de outros trabalhos em citologia com esses organismos.

Utilizando células provenientes de tecidos do estrobilo e da fase larval, foi realizada
analise do cari6tipo de E. multilocularis. O nimero dipldide de cromossomos encontrados
em 95% das células analisadas, assim como em E. granulosus, foi de 18 (Rausch e Rausch,
1981).

26



1.3 O Antigeno B

Durante a fase de metacestdide, o parasita cresce em tamanho devido a secrecéo
de liquido no interior da massa larval. Este liquido chamado de liquido hidatico, é uma
complexa mistura de moléculas tanto de origem do parasita quanto do hospedeiro. Dentre
0S Varios componentes desta mistura, encontramos sais inorganicos, acidos nucléicos e
muitas proteinas (McManus e Bryant, 1995). Entre as proteinas mais abundantes destaca-se
0 AgB, que compde cerca de 10% da massa de proteinas do fluido (Oriol e cols., 1971) Esse
alto conteddo pode estar relacionado a uma importante funcdo do antigeno, que € uma

molécula imunorregulatoria.

O AgB j& foi localizado na camada laminar, na camada germinativa, na parede

das capsulas proligeras (Rickard e cols., 1977), no tegumento de protoescolices e no interior
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Esse antigeno tem sido muito estudado, principalmente pela sua importancia no
diagnostico da hidatidose. Trata-se de uma proteina com atividade proteolitica, que induz
apoptose em células polimorfonucleadas de pacientes que apresentam hidatidose (Rigano e
cols., 2002). O AgB explora a ativacdo de células T, alterando resposta Th1/ Th2, (Rigano e
cols., 2001) promovendo uma resposta Th2 ndo protetora. Além disso, atua na evasdo da
resposta imune inicial, inibindo elastases e a quimiotaxia de neutréfilos in vitro (Shepherd e
cols., 1991).

Experimentos de Western blot utilizando antigenos provenientes do cisto hidatico
de uma ovelha e soro de camundongos infectados com oncosferas ativadas revelaram que
um antigeno de aproximadamente 8 kDa é o primeiro a ser reconhecido pelo sistema imune
ap6s 5 semanas de infeccdo. Uma banda de 16 kDa foi identificada ap6s 7 semanas e outra
de 24 kDa apés 10 semanas. Esse padrdo parece coincidir como o modelo de AgB,
sugerindo que ele é o primeiro antigeno a ser reconhecido pelo sistema imune do
hospedeiro (Zhang e cols., 2003b).

1.3.1 Os Genes do Antigeno B

Os genes que codificam o AgB sao representados em varias cdpias no genoma,
constituindo uma familia génica (Chemale e cols., 2001). Experimentos de Southern blot
sugerem que pelo menos sete cépias dos genes que codificam o AgB estejam presentes no
genoma de E. granulosus (Haag e cols., 2004), dos quais, at¢ o momento, foram
caracterizados cinco genes: AgB1 (Frosch e cols., 1994), AgB2 (Rott e cols., 2000), AgB3
(Chemale e cols., 2001), AgB4 (Arend e cols., 2004) e AgB5 (Haag e cols., 2004). A
transcricdo dos genes AgB1, AgB2, AgB3 e AgB4 foi confirmada pelo isolamento de seus
respectivos cDNA, entretanto mais evidéncias experimentais sdo necessarias para
confirmar se estas distintas isoformas realmente codificam subunidades particulares do
AgB.

Em 1991 foi isolada a primeira sequéncia relacionada ao AgB, a qual se tratava de
uma sequiéncia de cDNA parcial da porcdo carboxi-terminal da menor subunidade do AgB,

e apresentava 275 pb (Shepherd e cols., 1991). Frosch e cols. (1994) isolaram uma
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sequéncia de cDNA completa (331 pb) com uma fase aberta de leitura (243 pb) que
codifica a subunidade menor do AgB (8 kDa).

A seqliéncia deduzida da proteina final apresenta 14 aminoacidos hidrofobicos na
porcdo N-terminal codificada pelo segundo éxon, seguidos por dois sitios de clivagem da
peptidase eucariotica, que sugerem que o AgB seja uma proteina secretoria. No mesmo
estudo, Frosch e cols. (1994) identificaram diferentes seqiiéncias de aminoéacidos e
nucleotideos quando analisaram diferentes isolados de diversas areas geogréaficas,

sugerindo a existéncia de polimorfismo.

Um fragmento de cDNA parcial de E. multilocularis que apresentava 93,9% de
identidade nucleotidica com a seqiiéncia de AgB1 de E. granulosus foi isolado em 1994 por
Frosch e cols. Posteriormente, Mamuti e cols. (2004) isolaram a seqliéncia nucleotidica
completa do AgB de E. multilocularis, que possui uma fase aberta de leitura de 255 pb e
codifica uma cadeia polipeptidica de 85 aminoacidos. A comparacdo das sequéncias
deduzidas de aminoécidos de AgBl de E. granulosus e E. multilocularis mostrou uma
identidade de 92,6% (Mamuti e cols., 2004).

Com o objetivo de obter mais informagdes sobre os genes que codificam o AgB,
Rott e cols. (2000) isolaram e sequenciaram uma seqiiéncia gendmica de 351 pb que
correspondia ao fragmento gendmico da seqiiéncia de cDNA descrita anteriormente para

AgB1. Essa sequiéncia apresenta um intron de 92 pb e dois éxons.

Uma segunda seqiiéncia de cDNA completa relacionada o AgB foi isolada por
Fernandez e cols. (1996). Essa seqliéncia apresenta um intron de 68 pb e dois éxons. A
sequéncia completa possui 40% de identidade nucleotidica com a seqliéncia isolada
anteriormente, além de apresentar 0s mesmos possiveis sitios de digestdo das peptidases
eucarioticas, sugerindo que esse clone também codifique uma subunidade secretéria do
AgB. A analise de Southern blot genémico e das sequéncias nucleotidicas indicava tratar-se

de outro gene (chamado de AgB2).

A anélise comparativa entre os dois genes até entdo descritos (AgB1 e AgB2)
indicou que: a) as seqliéncias nucleotidicas de AgB1 e AgB2 mostram uma identidade de

53,3% nos éxons e 50% no intron, b) a diversidade nucleotidica no segundo éxon é maior
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do que no primeiro e até maior do que no intron (Arend e cols., 2004; Rott e cols., 2000) e

¢) a diversidade dos aminoacidos € maior que a dos nucleotideos (Rott e cols., 2000).

Chemale e cols. (2001) e Arend e cols (2004) utilizando primers especificos para
AgB1 e AgB2 isolaram um terceiro e quarto gene que codificam o AgB de E. granulosus,
respectivamente. Os autores também demonstraram que esses genes Sdo transcritos,

sugerindo a possibilidade da existéncia de mais genes codificadores do AgB.

Frosch e cols. (1994) identificaram variacdo de nucleotideos em posicdes
conservadas de cDNAs que codificam o AgB1, provenientes de diferentes isolados.
Posteriormente, Haag e cols. (1998) estudando o AgBl demonstraram um excesso de
substituicfes ndo-sinbnimas em relacdo as sindnimas na regido codificadora de seqiiéncias

derivadas de linhagens distintas do parasita, sugerindo a ocorréncia de selecdo positiva.

Arend e cols. (2004) encontraram um alto grau de polimorfismo em seqiéncias
gendmicas de AgB2 e AgB4 e nas de cDNA correspondentes isoladas de um Unico cisto. O
mesmo estudo identificou uma seqliéncia gendmica com caracteristicas de mRNA. Essa
sequéncia ndo apresenta a regido correspondente ao intron além de uma delecdo de 45 pb no

éxon 2 que apresenta sinais conservados de splicing.

Estudos posteriores (Haag e cols., 2004) identificaram o mesmo polimorfismo
para as sequéncias genomicas de AgBl1l, AgB2, AgB3 e AgB4 isoladas a partir de
protoescolices individuais, sugerindo que os genes estejam representados em mudltiplas

copias no genoma de E. granulosus.

Os parasitas possuem uma imensa gama de mecanismos pra evadir a resposta
imune do hospedeiro. Em protozoérios a variabilidade dos antigenos de superficie deve-se
ao fato da duplicacdo dos genes que os codificam e do seu arranjo em tandem (Borst,
2002).

Haag e cols. (2004) analisando as relagdes filogenéticas entre as diferentes
sequéncias de AgB sugerem a ocorréncia de hipermutacdo somatica para explicar a
variabilidade encontrada entre as sequéncias de AgB derivadas de um Unico protoescdlice.

Além disso, a duplicacdo do mesmo gene de AgB dentro do genoma, assim como a
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variacdo clonal entre os alelos de diferentes protoescolices podem ser 0s responsaveis pela

diversidade das sequiéncias encontradas no estudo.

Também é importante destacar que alguns genes responsaveis pela variacao
antigénica em microparasitas (protozoarios e bactérias) possuem localizacdo sub-
telomérica, onde estdo sujeitos a altas taxas de mutacdo, recombinacéo e silenciamento. Se
0s genes do AgB sdo subteloméricos, esse fato poderia explicar a alta variagdo encontrada e
porque algumas tentativas de isola-lo a partir de bibliotecas gendmicas ndo obtiveram

SUCesSSO.

1.4  Genes de Contingéncia

Em geral, espera-se que 0s genes cujos produtos interagem com um ambiente
(hospedeiro) imprevisivel apresentem taxas de substituicdes altas. Por outro lado, os genes
house keeping cujos produtos interagem com ambientes mais previsiveis possuem taxas de

substituicdo mais baixas.

O processo de evolugdo molecular que esta por tras da variabilidade dos antigenos
do parasita é contingente, ou seja, alguns genes sdo expressos e outros ndo, em cada
parasita. E interessante notar que ha meio século atras Haldane (1949) sugeriu que: “... é
vantajoso para a espécie (parasita) ser bioquimicamente diversa, e até mesmo mutante no
que se refere aos genes cujos produtos oferecem resisténcia a doencas...”, pois 0 grupo de
genes responsavel por superarar a resposta imune do hospedeiro esta sujeito a taxas de
mutacdo espontanea bem maiores que as taxas médias aplicadas para outros genes do

genoma, resultando na diversidade do patdgeno no hospedeiro (Moxon et al., 1994).

O grupo de genes responsavel por superar os desafios impostos pelo ambiente
possui taxas de mutacdo acima das taxas observadas em outros genes do genoma,
resultando na diversidade do patdgeno. Esses genes sdo chamados de genes de

contingéncia.

Uma caracteristica comum entre os diferentes microorganismos é que um membro

da familia génica é expresso enquanto 0 outro serve como um reservatorio de variagao.
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Alterando a expressao na superficie de um membro para outro, o patdégeno pode evadir 0
sistema imune ou alterar a sua interacdo com os tecidos do hospedeiro (Halme e cols.,
2004).

Os genes de contingéncia, geralmente estdo representados por grandes familias
multigénicas que contém motivos repetidos que facilitam a recombinacdo. A variacao
antigénica é uma estratégia de sobrevivéncia utilizada com sucesso por eubactérias e
patdgenos eucaridticos. Ela utiliza um grande repertorio de genes de contingéncia que sdo
expressos diferencialmente promovendo a evasao da resposta imune do hospedeiro. Muitos
genes de contingéncia estdo localizados na regido sub-telomérica dos cromossomos em

eucariotos.

Um exemplo classico de genes de contingéncia sdo os VSGs de Trypanossoma
brucei. Esse protozoario estd sempre “um passo a frente” do sistema immune por estar
continuamente alterando a expressdo de uma glicoproteina de superficie (VSG- Variant
Surface Glicoprotein) para outra VSG imunologicamente distinta, em um fendmeno
chamado de variacao antigénica. VSG possui a funcdo de servir como uma barreira contra
0 ataque do sistema imune. Os VSGs expressos e que foram estudados até 0 momento

estdo localizados préximo aos telémeros.

Os mecanismos de switching melhor estudados em tripanosoma sdo: 1) a conversao
génica, ou transposicao duplicativa, na qual o VSG em um B-Es (Blodstream Expression
Site) ativo € trocado por um VSG doador que ndo era expresso; 2) a troca de todo telémero
mais 0 VSG adjacente para outro cromossomo em um processo chamado de conversao

telomérica (Donelson, 2003).

Vérias familias génicas expressas em fungos codificam glicoproteinas de
superficie que conferem aderéncia e propriedades imunogénicas diferentes para a parede
celular do fungo. Em patégenos como Candida albicans (ALS genes) e Candida glabrata
(EPA genes) as proteinas codificadas por essas familias génicas sdo responsaveis pela
aderéncia nos tecidos de mamiferos (Cormarck e cols., 1999; de Las Penas e cols., 2003 e
Hoyer, 2001). Em Pneumocystis carinii os genes MSG codificam antigenos de superficie

reconhecidos pelo sistema imune (Stringer e Keely, 2001). Nesses exemplos, as proteinas
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codificadas pelas familias génicas sdo capazes de gerar diferentes propriedades e servir

como fonte de variacdo na superficie celular.

A variagdo antigénica e a citoaderéncia em eritrdcitos infectados com Plasmodium
falciparum sdo moduladas por uma familia de proteinas variantes de superficie codificada
pela familia multigénica var. Hernandez-Rivas e Scherf (1997) descreveram a ocorréncia
dos genes var em associagdo com elementos repetitivos que se localizam proximo aos
teldmeros de P. falciparum. Os genes var sofrem recombinacdo ectdpica em taxas muito
mais altas do que as esperadas para recombinacdo homdloga. O alinhamento dos teldmeros
de cromossomos heter6logos permite que seqiiéncias homologas que estdo presentes em

diferentes cromossomos sofram recombinacao (Scherf e cols., 2001).

P. vivax apresenta em sua extremidade telomérica uma familia multigénica
chamada vir, que é especifica para P. vivax. Esses genes codificam proteinas que sdo
imunovariantes em infecgOes naturais, indicando que elas devem ter uma importante
funcdo no estabelecimento da infeccéo cronica através da variacdo antigénica (del Portillo
e cols., 2001).

Arend e cols. (2004) identificaram um alto grau de polimorfismo em seqiiéncias
genbmicas de AgB2 e AgB4 e nas de cDNA correspondentes isoladas em um Unico cisto.
Haag e cols., 2004 identificaram o mesmo polimorfismo para as seqliéncias de AgB1,
AgB2, AgB3 e AgB4 isoladas a partir de apenas trés protoescélices de um unico cisto,
sugerindo que os genes estejam representados em mdaltiplas copias no genoma de E.
granulosus. Haag e cols (2004) sugerem que a familia génica que codifica o AgB

represente o primeiro grupo de genes de contingéncia identificado em helmintos.

15 Teldmeros

Os organismos eucarifticos possuem cromossomos lineares, que em suas
extremidades possuem estruturas complexas chamadas teldbmeros, essenciais para
manutencdo da integridade do genoma. A primeira sequéncia de DNA telomérico foi

identificada em 1978 no protozoario ciliado Tetrahymena thermophila e consiste de

33



repeticbes do hexamero TTGGGG (Blackburn e Gall, 1978). Outras seqiiéncias repetitivas,
ricas em G, vem sendo identificadas nas extremidades dos cromossomos de organismos

eucarioticos desde entdo.

Na maioria dos organismos, 0 DNA telomérico é composto por repeticdes in
tandem de pequenas sequéncias de DNA, ricas em G. A quantidade de DNA telomérico nas
extremidades dos cromossomos varia entre espécies e dentro das espécies. O cromossomo
de camundongo, por exemplo, possui 150 kb de DNA telomérico por telémero (Starlinge e
cols., 1990) enquanto Oxytricha apresenta apenas 20 pb (Klobutcher e cols., 1981). O DNA
telomérico humano varia entre 2 e 10 kb (Cech, 2000; Blackburn, 2001).

Figueiredo e cols. (2002) demonstraram variagdo intra e intercromossomica no
tamanho das repeticdes dos telomeros estudando P. falciparum. A heterogeneidade e as
alteracdes espontaneas no tamanho dos telomeros refletem, provavelmente, um complexo
balanco entre o processo que leva a degradacdo e aquele que alonga o telémero (Zakian,
1995). VariagOes acima de 25% no tamanho de telémeros de cromossomos homologos ja
foram relatadas em P. falciparum, sendo que a maioria dessas varia¢fes parece ser devido a

delecdes naturais nas extremidades terminais dos cromossomos.

P. falciparum apresenta uma grande diversidade genética entre os diferentes
isolados do parasita tanto nos genes que codificam antigenos quanto nos cromossomos de
parasitas individuais. O polimorfismo cromossémico pode ter sua origem durante a mitose

ou através da recombinagdo meidtica (de Bruim e cols., 1994).

O DNA telomérico, durante a maior parte do ciclo celular, apresenta-se em forma
de loop, que protege as extremidades vulneraveis dos cromossomos. Os telémeros
possuem a funcdo de evitar a fusdo das extremidades dos cromossomos, proteger as
extremidades do DNA da degradagdo e auxiliar no reconhecimento entre cromossomos
intactos e quebrados (Zakian, 1995). Os teldmeros estdo associados com a matriz nuclear,
envolvidos na organizacdo dos cromossomos no nucleo interfasico (Dernburg e cols.,
1995) além de serem essenciais para a correta separacdo dos cromossomos durante a
anafase (Kirk e cols., 1997).
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Devido as propriedades da DNA polimerase, a cada novo ciclo celular uma por¢éo
terminal dos cromossomos é perdida, pois ela ndo é capaz de replicar totalmente a
extremidade 3 da sequéncia de DNA sem a fita molde (esse fenémeno é conhecido como
o efeito do fim da replicacdo). A extremidade 3’, conseqiientemente, sofre um
encurtamento a cada ciclo, se ndo houver um mecanismo de compensacdo (Neidle e
Parkinson, 2003).

Os teldmeros evitam essa perda servindo como substrato para telomerase que atua
no seu alongamento, e é essencial para manutencao estavel dos cromossomos eucarioticos.
Em muitas linhagens celulares uma alta atividade da telomerase e uma estabilizacdo no
tamanho dos teldmeros foi detectada. A telomerase também é expressa em células da

linhagem germinativa e em 90% das células de tumores malignos (Kim e cols., 1994).

A Drosophila, ao contrario dos demais organismos eucarioticos, nao possui
sequiéncias repetidas e conservadas nas suas extremidades, ao contrario, possui elementos
retrotransponiveis. Sendo assim, a funcdo de protecdo, que é realizada pelas seqliéncias
teloméricas nos demais eucariotos, em Drosophila € realizada por uma proteina. Elementos
de retrotransposicdo da familia LINES (Long Interspersed Elements) estdo presentes nas
extremidades dos cromossomos. Estudos indicam que esses elementos possuem uma
importante funcdo na manutencdo do comprimento dos telémeros em Drosophila (Mason e
Biessmann, 1995).

A transicdo da regido telomérica para a regido de DNA especifico do cromossomo
ndo é abrupta. Seqliéncias repetidas proximas aos telémeros formam a regido de transi¢éo,
ou seja, a regido sub-telomérica. A regido sub-telomérica € altamente polimorfica ndo
havendo relacdo Obvia entre as sequéncias teloméricas nas diferentes espécies (Pryde e
cols., 1997).

A plasticidade genotipica € a marca de diversos parasitas protozoarios incluindo
Plasmodium spp, Trypanosoma ssp, Giardia lambia e Leishmania ssp. Estudos de
mapeamento indicam que o genoma de P. falciparum possui dominios centrais
conservados, onde estdo localizados os genes house keeping e dominios polimdrficos nas
extremidades sub-teloméricas que contém sequéncias de DNA repetitivo e, normalmente,

genes que codificam antigenos imunodominantes (Gardner e cols.,, 1998). Essa
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compartimentalizacdo dos genes varidveis e das familias que os codificam §é,

provavelmente, o resultado da evolugédo adaptativa (Scherf, 1996).

Observac0es citogenéticas, utilizando FISH (Fluorescence In Situ Hybridization),
em P. falciparum indicam que os teldmeros formam agrupamentos na periferia nuclear,
sugerindo que eles estdo relacionados com a arquitetura nuclear. Esses dominios
subnucleares parecem ter uma importante funcdo na regulacdo epigenética, na
recombinacdo do DNA e no silenciamento telomérico. Ainda ndo se sabe ao certo qual a
extensdo do alinhamento dos teldmeros, mas algumas evidéncias demonstram que ela pode

ser de 30- 40 kb além dos telémeros, o que incluiria a regido sub-telomérica.

A posicdo periférica no nucleo adotada pelos teldmeros em S. cerevisae
proporciona reversibilidade no silenciamento transcricional do gene, que é conhecido
como efeito de posicdo do telémero (Manolis e cols., 2001). Em P. falciparium existem
TAS (Telomere Associated Sequence) que sdo sequéncias de DNA ndo codificante
reponsaveis por separar as extremidades do telémero dos genes que codificam antigenos.

Uma possivel funcdo da TAS é a de ser um

36



regibes sub-teloméricas e estudos sugerem que polimorfismos na regido sub-telomérica
podem levar a variacdo individuo-individuo na expressdao do repertério de genes OR

(Linardopoulo e cols., 2001).

Os altos niveis de recombinagdo observados nessas regides ndo estdo presentes no
genoma como um todo. Embora existam regides especificas em determinados genomas que
claramente sofrem uma rapida diversificagdo evolutiva, como o MHC (Major
Histocompatibility Complex) de vertebrados, a maioria das seqiiéncias nos genomas €
relativamente estavel com apenas algumas pequenas mutacdes acumuladas com o tempo.
Se a recombinacdo ectopica fosse freqliente, em todo genoma haveria muitos efeitos

deletérios como resultado de translocacdes, inversdes e delecdes.
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2. Objetivos

Geral

O antigeno B de E. granulosus ¢ um dos maiores componentes imunorregulatorios
do hospedeiro. Apesar de ser codificado por uma familia génica e diversas seqliéncias
gendmicas ja terem sido isoladas, muito pouco se conhece sobre a distribuicdo desses
genes nos cromossomos de E. granulosus e sua regulacdo. Além disso, seqléncias
teloméricas de helmintos nunca foram descritas. Sendo assim, o objetivo geral dessa
dissertacdo € contribuir para os estudos dos fendmenos biolégicos do AgB e dos telémeros

de Echinococcus.

Especificos

v Testar a hipdtese de co-localizagdo dos genes do AgB e das seqiiéncias teloméricas

de Echinococcus;

v Avaliar a possibilidade dos genes de AgB estarem localizados préximos aos

teldmeros;

v Verificar a ocorréncia de polimorfismo nas regides teloméricas entre diferentes

linhagens e espécies do género Echinococcus;
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3. Material e Métodos

Os meios de cultura e solugdes foram preparados com agua destilada, com excegao
dos casos em que esté especificado. O material, quando necessario, foi autoclavado durante
20 min a 120° C e 1 ATM. As solucdes e meios de cultura foram preparadas seguindo os

protocolos de Sambrook e Russel, 2001.

3.1  Material bioldgico

Os diferentes isolados de E. granulosus utilizados nesse trabalho pertencem ao
Banco de DNA de Cestddeos que esta sendo construido em nosso laboratério através de

coletas semanais realizadas em abatedouros da regido Metropolitana de Porto Alegre.

As amostras de E. multilocularis foram gentilmente cedidas pelo Dr. Bruno

Gottstein (Instituto de Parasitologia- Universidade de Berna- Suica).

3.1.1 Extracdo de DNA

Os orgdos contendo a fase larval do parasita (metacestoide) foram conduzidos ao
laboratorio para dissecacao. O liquido hidatico foi puncionado assepticamente com auxilio
de seringa e deixado em repouso para ocorrer a sedimentacdo dos protoescolices. A
fertilidade dos metacestdides foi confirmada por exame microscépico. Os protoescolices
de cistos individuais foram lavados com PBS 1X (KCI 27 mM; KH,PO, 20mM; NaCl 1,37
mM e NaHPO4(7H,0) 100mM) por, no minimo, trés vezes. Apés o PBS ser
completamente retirado os protoescolices foram estocados & —20° C até o momento da
extracdo do DNA.

O DNA gendmico de E. granulosus foi extraido seguindo o protocolo descrito por
McManus e cols., (1985) e armazenado a —20° C. Os protoescélices foram lisados em
solugdo contendo: 100mM Tris-HCI; 250mM NaCl; 0,5% SDS; 100mM EDTA e
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100ug/ml proteinase K previamente aquecida a 65°C. A solugéo de lise foi incubada

durante 2 horas a 65°C.

Apos a lise, procedeu-se uma extragdo com 1 vol de fenol-cloroférmio seguida de
duas extra¢es com 1 vol de cloroférmio. Em seguida, o0 DNA foi precipitado durante 16
horas com 2,5 vol de etanol absoluto e 1/100 vol de NaCl 5M. O precipitado foi lavado
com etanol 70% por 2X, e ap0s ser deixado sobre a bancada para secar, o DNA foi
ressuspendido em H,O, tratado com RNase A e uma aliquota de 1 pl foi observada através
de eletroforese em gel de agarose 0,8%. A concentracdo de DNA foi determinada com o

uso de espectrofotémetro.

3.1.2 Isolados utilizados

A tabela 2 apresenta uma lista dos isolados de E. granulosus que foram utilizados
neste trabalho, assim como o0s seus respectivos haplétipos para o gene mitocondrial
codificador da subunidade | da citocromo oxidase (COIl) (Jéferson Badaraco -
comunicacdo pessoal) determinado para alguns deles. Foram analisados cistos individuais

(isolados) para permitir a correta identificagdo de polimorfismos.

Tabela 2: Tabela com os diferentes haplétipos correspondentes a seqliéncia parcial do

gene mitocondrial COI dos isolados de E. granulosus utilizados nesse trabalho.

Isolado Haplotipo Isolado Haplotipo
110 G1- ovino 408 Né&o definido
173 Gla- ovelha da 417 N&o definido

Tasmania
352 G1- ovino 419 N&o definido
367 G5- bovino 422 Né&o definido
374 G1- ovino 476 Né&o definido
375 G1- ovino 507 N&o definido
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376 N&o definido 517 N&o definido

377 G1- ovino 522 N&o definido
381 G1- ovino 523 N&o definido
388 Gla- ovelha da 526 Néo definido
Tasmania
389 Gla- ovelha da 527 Ndo definido
Tasmania
301 Gla- ovelha da 531 Ndo definido
Tasmania
393 G1- ovino 533 N&o definido
395 G1- ovino 541 N&o definido
397 G5-bovino 566 Né&o definido
398 N&o definido 572 N&o definido
400 G1- ovino 0208-1 N&o definido
402 G1- ovino 0208-2 Né&o definido
405 Né&o definido 3008-1 Né&o definido
406 G1- ovino 3008-2 N&o definido

3.2  TRF (Telomere Restriction Fragment)

A técnica de “fragmento de restricdo de telémeros” (de Lange e cols., 1990) esta
baseada na clivagem do DNA gendmico com vérias enzimas de restricdo que
freglientemente clivam o “corpo” do cromossomo deixando os telémeros intactos. 1sso sé é
possivel devido a falta de sitios de restricdo nas extremidades dos telémeros que sdo ricas
em G. As fragOes resultantes da digestdo que possuem maior peso molecular devem estar

enriquecidas com telémeros.

Uma das desvantagens da utilizagdo dessa técnica € que o tamanho dos teldémeros
pode variar entre as células e entre os cromossomos, devido a diferenca de idade entre as
células. Também pode ocorrer a variacdo na localizacdo dos sitios de restricdo de um
telomero para outro. Consequentemente, as auto-radiografias produzidas pelos TRFs

apresentam um arraste (Nakagawa e cols., 2004).
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Aproximadamente 10 pg de DNA gendmico foram clivados com as enzimas de
restricdo: Alu I, Rsa I, Dde I, EcoR V, Xmn | e Hinc Il. O DNA foi clivado com Alul
durante 16 horas a 37°C, ap06s foi precipitado com 2,5 vol de etanol absoluto e deixado a -
20°C por 16 horas. Apos a etapa de precipitacao ele foi ressuspendido com 20 ul de agua
milliqui, 1ul foi checado em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. Esse
processo foi repetido para as demais enzimas utilizadas. Os produtos das digestdes assim
como 800 ng de 200 base pair DNA Step ladder (Promega) foram separados em gel de
agarose 0,8 % durante 16 horas com poténcia de 15 V e submetidos a analise por Southern
blot.

Os controles positivos utilizados foram 50 ng do fragmento que continha a
seqliéncia consenso de telémero e €, também utilizada, depois de marcada, como a sonda
tel; 50 ng de produto de PCR referente aos genes AgB2 e AgB4 que posteriormente foram
marcados e utilizados como sonda, e 50 ng de plasmideos contendo os insertos dos genes
AgB em E. multilocularis que foram gentilmente cedidos por Daniel Graichen, que

também foram, apds serem marcados, utilizados como sonda.

3.2.1 Southern blot

O gel contendo os fragmentos de DNA foi depurinado em solucdo de 250mM HCI
durante 30 min. Seguiu-se uma etapa de desnaturacdo por 30 min em solucdo de 1.5M
NaCl e 0.5M NaOH,; e de neutralizacdo em solucdo de 1.5M NaCl e 0.5M Tris-HCI pH 7.5
durante 30 min. Entre as diferentes solu¢bes o gel foi lavado 3X com &gua destilada
autoclavada. Em seguida, os fragmentos de DNA foram transferidos para uma membrana

d™ N*, Amersham Biosciences) por meio de capilaridade com SSC 20X

de nailon (Hybon
(NaCl 3M e Citrato de Sodio 0,3M-pH7,0). A fixacdo do DNA foi realizada através da

incubacdo da membrana, durante 2 horas a 80°C.
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3.2.1.1 Preparacdo das sondas

3.2.1.1.1 Sonda telomérica (sonda tel)

Karen L. Haag (comunicagdo pessoal) utilizando a técnica de LA-PCR para isolar a
regido 5’ flanqueadora dos genes que codificam o AgB de E. granulosus identificou um
plasmideo (ptel) que possuia uma sequéncia consenso de telémero e apresentava 50
repeticbes do tipo CCCTAA. Essa mesma seqiiéncia telomérica € descrita para Homo

sapiens.

A sonda telomérica (tel) foi obtida através da transformacao por eletroporacdo de
1ul de plasmideo contendo o fragmento de interesse e 20 ul de células eletrocompetentes
da linhagem DH10B de Escherichia coli que foram preparadas segundo Sambrook e
Russel, 2001. O produto resultante da transformacéo foi plaqueado em meio LB contendo
100 pg/ml de ampicilina. Apos a transformacéo, seguiu-se a extracdo plasmidial conforme
Sambrook e Russel, 2001. Para obtencdo do fragmento de interesse, o plasmideo foi
clivado com a enzima EcoRI, o inserto de aproximadamente 750 pb liberado e
posteriormente purificado com "GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit"
(Amersham Biosciences) seguindo o protocolo do fabricante. Aproximadamente 50 ng do

inserto foram clivados como sonda.

3.2.1.1.2 Sonda AgB

O DNA utilizado como sonda na hibridizacdo foi obtido através de PCR, usando
como molde o DNA gendmico de E. granulosus. Dois pares de oligonucleotideos foram
utilizados. O par de primers B1F (5° TCGTTCTGGCTCTCGTCTCA 3’) e B1IR (5’
GTAGATGGTTTATTGAGCAA 3’) amplifica os genes correspondentes a AgBl e a
AgB3 enquanto outro par de oligonucleotideos B2F (5 TTGCTCTCGTGGCTTTCGTGG
3)eaB2R (5 GTGTCCCGACGCATGACTTA 3°), amplifica os genes correspondentes
a AgB2 e AgB4.
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As reacdes foram realizadas num vol de 50 ul nas seguintes condi¢des: 200 uM de
dNTPs; 1 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen); 1,5 mM de MgCl,; 20 pmol de cada

primer; 50 ng de DNA molde e 1X tampéo de reacdo da enzima. As amplificacdes foram

realizadas no programa TD55/45 (tabela 3). Os produtos da PCR foram visualizados em
gel de agarose 1,0 % e purificados com "GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit"

(Amersham Biosciences) seguindo o protocolo do fabricante. Apos a purificacdo, 0s

fragmentos foram visualizados novamente em gel e quantificados visualmente. Foram

utilizados como sonda cerca de 50 ng de cada uma das reacdes de PCR.

Tabela 3: Lista dos programas de PCR utilizados.

Programas

Passos

Passo 1

Passo 2

Passo 3

Passo 4

Passo 5

Passo 6

Passo 7

Passo 8

Passo 9

Passo 10

Passo 11

Passo 12

Passo 13

TD 55/45

Temperatura
94°C

55°C — 1°C ciclo
72°C

94°C

55°C — 1°C ciclo

72°C
94°C

Volta 10X para

0 passo 2
45°C
72°C
94°C

Volta 20X para

0 passo 9

45°C

Tempo
5 min
1 min
1 min

1 min

1 min

1 min

1 min

1 min
1 min

1 min

1 min

XL-PCR %’

Temperatura
94°C
94°C
48°C
68°C

Volta 30X para

0 passo 2
68°C

4°C

Tempo
5 min

30 seg
2 min

5 min

5 min

XL-PCR 15’

Temperatura
94°C
94°C
48°C
68°C

Volta 30X para

0 passo 2
68°C

4°C

Tempo
5 min
30 seg
2 min

15 min

15 min
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Passo 14 72°C 10 min

Passo 15 4°C oc

3.2.1.1.3 Sonda pAgB
Também foram utilizados como sonda 1ug de plasmideos contendo insertos
correspondentes aos quatro genes de AgB de E. multilocularis, gentilmente cedidos por

Daniel Graichen.

3.2.1.2 Marcacéo das sondas

As sondas foram marcadas com o método de random prime com fluoresceina-11-
dUTP utilizando o kit Gene Images Random Prime Labelling Module (Amersham
Biosciences). Esse método estd baseado no fato de nandmeros de sequliéncias aleatérias
serem utilizados para iniciar a sintese de DNA em uma reagdo catalisada pela DNA
polimerase | de E. coli (Klenow). A fluoresceina-11-dUTP (FI-dUTP) substitui
parcialmente o dTTP na reacdo permitindo a formacdo de uma sonda marcada com

fluoresceina.

3.2.1.3 Pré-hibridizacdo e Hibridizacdo

Apbs a fixacdo do DNA, a membrana foi pré-hibridizada em 25 ml de solucdo pré-
aquecida a 60 °C contendo: 2,5% SDS; SSC 5X; 1,259 de Sulfato de Dextran e 1,25 ml de
liquido bloqueador (Amersham Biosciences), por no minimo 2 horas a 60 °C no forno
com leve rotacdo. Em seguida foi adicionada a sonda marcada e a etapa de hibridizacdo

ocorreu durante 16 horas a 60 °C, com rotacéo.
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3.2.1.4 Lavagens de hibridizacao

As membranas que foram hibridizadas com as sondas tel, AgB e pAgB foram

lavadas conforme a tabela 4.

Tabela 4: Seqliéncia de lavagens das membranas hibridizadas com as sondas AgB,
tel e pAgB.

Lavagem Solucédo Tempo Temperatura
1° 1 X SSC SDS 0,1% 15 min 60° C
2° 0,1 X SSC SDS 0,1% 15 min 60° C

As membranas que foram hibridizadas com sondas de AgB foram lavadas nas
mesmas condigdes descritas acima, e alternativamente utilizamos o método descrito por

Alves-Jinior (2003- tabela 5) que utilizou sondas marcadas com *%P.

Tabela 5: Sequéncia de lavagens da membrana hibridizada com a sonda AgB.

Lavagem Solucédo Tempo Temperatura
1° 5 X' SSC SDS 0,1% 5 min 42° C
2° 5 X SSC SDS 0,1% 5 min 42°C
3° 2 X SSC SDS 0,1% 10 min 42° C
4° 2 X SSC SDS 0,1% 10 min 42°C
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50

60

70

80

90

10°

1 X SSC SDS 0,1%

1 X SSC SDS 0,1%

0,5 X SSC SDS 0,1%

0,5 X SSC SDS 0,1%

0,2 X SSC SDS 0,1%

0,2 X SSC SDS 0,1%

3.2.1.5 Reacéo de deteccéo

10 min

10 min

10 min

10 min

10 min

10 min

42° C

42° C

Ambiente

Ambiente

Ambiente

Ambiente

A reacdo de deteccdo foi realizada utilizando-se o kit Gene Images CDP-Star

detection module (Amersham Biosciences). Apos a hibridizacdo, a deteccdo da regido

hibridizada acontece com a incubacdo da membrana com fosfatase alcalina anti-

fluoresceina (AP). Ap6s 0 excesso de conjugado ser retirado, a ligacdo da sonda com a AP

serve como catalisador da producdo de luz por decomposicdo enzimatica. Os

procedimentos seguiram o protocolo indicado pelo fabricante.

Apos a deteccdo a membrana foi exposta a um filme de raio —X (Kodak, Omat),

durante 20 min e entdo o filme foi revelado.

3.2.1.6 Remocéo da sonda

Para membrana ser reutilizada é necessario que a sonda antiga seja removida. Para

que isso ocorra, deve-se evitar que ela seque depois da ultima hibridizacdo, guardando-a

em um saco plastico selado. Antes de ser reutilizada, a membrana foi lavada por 2 min em
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solucdo de SSC 5X. Em seguida foi adicionado SDS 0,1% a 100°C, que ficou 15 min em

leve agitacdo no forno a 80 °C. Esse processo foi repetido por 3X.

3.3 Digestdo com Bal31

A nuclease Bal3l catalisa a degradacdo de DNA fita simples. Experimentos
utilizando essa enzima permitem saber o tamanho das seqiiéncias de repeticdo telomérica,
uma vez que essa enzima inicia a sua atividade de degradacdo em DNA fita simples.
Produtos de digestdo de alto peso molecular podem ser identificados como repeticOes

teloméricas do cromossomo, por hibridizacdo com a sonda telomérica.

Uma unidade de enzima remove 600 pb de cada extremidade do plasmideo

pBR322 linearizado em 10 min a 30° C em 20 ul de reacéo.

Para identificacdo do tamanho das sequéncias teloméricas foram utilizados 6 pg de
DNA gendmico do isolado 388 de E. granulosus e 4U de Bal31 para cada tempo de
clivagem analisado. As amostras foram incubadas a 30°C nos tempos de 0, 5, 10, 15, 20,
30, 60 e 90 minutos. A reacédo foi parada adicionando-se 0,05M de EGTA e colocando-a

no nitrogénio liquido.

Apos a clivagem do DNA com Bal 31 as amostras foram precipitadas com etanol
absoluto e ressuspendidos com agua MilliQ. As amostras foram clivadas com Rsa |, o
produto é resolvido em gel de agarose, transferido para membrana e hibridizado com a

sonda tel.

Para a marcacéo da sonda com a-*P-dATP (Amersham Biosciences), foi utilizado
Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-cCTP) (Amersham Biosciences), no qual o DNA
utilizado como sonda foi primeiramente desnaturado e entdo misturado com
oligodeoxiribonucleotideos de seqiiéncias aleatorias que servem de primers para sintese
pela DNA polimerase. Como nucleotideos marcados estdo presentes durante a reagdo de
sintese, DNA marcado radioativamente foi gerado. A reacdo foi realizada de acordo com o

protocolo descrito pelo fabricante, utilizando-se 50 uCi de a-**P-dATP.
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34 PFGE

Moléculas de DNA maiores que 40 kb ndo podem, facilmente, ser separadas
quando um campo elétrico constante é aplicado no gel de agarose. A eletroforese em campo
pulsado (Carle e Olson, 1984) gera campos elétricos em duas dire¢fes diferentes,
alternadamente. A migragdo diferencial dos fragmentos ocorre porque o tempo que as
moléculas de DNA levam para trocar de direcdo em resposta ao estimulo do campo elétrico
é proporcional ao seu tamanho. Moléculas menores alteram a sua dire¢do com maior

eficacia que moléculas maiores e conseqlientemente migram mais rapido.

Grandes moléculas de DNA séo tdo frageis que quebram por forcas mecanicas
durante o seu isolamento. Para evitar esse problema protoescolices intactos foram colocadas
em agarose para serem lisados e deproteinizados in situ. A matriz de agarose protege o

DNA e facilita a sua manipulacao.

3.4.1 Preparacdo dos blocos de agarose

A analise da viabilidade dos protoescélices foi realizada através de exame
microscopico. Para confeccdo dos blocos foi adicionado 1vol de protoescdlices diluidos em
PBS 1X (KCI 27 mM; KH2PO4 20mM; NaCl 1,37 mM e NaHPO4(7H20) 100mM) a 1 vol
de InCert®Agarose (1.2%) (LabTrade). Apos serem resfriados, os blocos foram retiradas
do molde e incubados por 2 vezes a 50°C durante 24 horas em solucdo: 1% N-lauroil-
Sarcosina (Sigma); 0.5M EDTA pH 8.0 e 2mg/ml proteinase K (Invitrogen) que foi
adicionada no momento da incubacdo. Seguiram-se 2 lavagens em solucdo de hTE (50mM
EDTA pH 8.0 e 10mM Tris HCI pH7.5~8.0) por 10 min. No fim das lavagens os blocos

foram conservados a 4°C em solugéo de hTE.

Para sabermos quantos protoescélices eram necessarios para obtermos a
quantidade de DNA suficiente para realizacdo da técnica, foram realizados testes com 6
diferentes quantidades de protoescdlices (5, 10, 50, 100, 500 e 1000) por bloco.
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As coletas permitiram a obtencdo de 6 blocos de 5 diferentes isolados. Sao eles:
507, 0208-1, 0208-2, 3008-1, 3008-2 (tabela 2).

3.4.1.1 Digestao dos blocos

As digestdes foram realizadas com leve agitacdo e em temperatura ambiente por
45 min em solucdo: 0.05M EDTA pH8.0; 0.01M Tris-HCI pH7.5 e ImM PMSF; 30 min em
solucdo: 0.05M EDTA pH8.0; 0.01M Tris-HCI pH7.5 e 1ImM PMSF; 3X durante 45 min
em solugéo contendo 0.05M EDTA pH8.0 e 0.01M Tris-HCI pH7.5; 3X durante 30 min em
0.001M EDTA pH8.0 e 0.01M Tris-HCI pH7.5; apds essas lavagens cada bloco foi
transferido para um tubo de microcentrifuga; seguida por 2 lavagens de 30 min no tampao
de restricdo da enzima; finalmente as amostras foram incubadas por 4 horas em solugédo de
vol final de 400ul contendo: 25 U da enzima. Os isolados 507, 0208-1, 0208-2, 3008-1,
3008-2 foram clivados com a enzima Eco RI. Adicionalmente, blocos contendo o isolado
3008-01 foram clivados com as enzimas Alul, Ddel, Hincll e Rsal individualmente, ou seja,
cada bloco foi clivado com apenas uma enzima. Apds as clivagens os blocos foram
armazenados em solucéo de hTE (0.495M EDTA pH8.0 e 0.01M Tris-HCI pH7.5) a 4° C.

3.4.2 Condigdes de migracao

Os blocos contendo os 6 diferentes isolados de E. granulosus foram digeridos
com EcoRI e posteriormente realizou-se uma corrida de 72 horas nas seguintes condi¢oes:
24 horas: 5,5 V/cm com 90-300 switch ramp e angulo de inclinacdo de 120°; 24 horas: 4
V/cm com 300- 700 switch ramp e angulo de inclinagéo de 120°; 24 horas: 2,5 V/cm com
700- 1200 switch ramp e angulo de inclinacdo de 120°. Ap6s a corrida o gel foi corado com

brometo de etidio e visualizado em transluminador de luz ultravioleta.

Uma nova clivagem com EcoRI foi realizada seguida por uma eletroforese nas

seguintes condi¢6es: 20 horas: 5 V/cm com 2,5-12 switch ramp
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Para obtermos fragmentos com tamanhos menores testamos as enzimas: Alul,

Ddel, Hincll e Rsal utilizando apenas o isolado 3008-1.

3.5 XL-PCR (Extra Long Polimerase Chain Reaction)

Para verificar se os genes do AgB estéo localizados préximos a regido telomérica,
foi realizada uma PCR utilizando primers especificos para AgB e contendo o motivo
telomérico (veja a seguir). O XL-PCR é uma PCR que utiliza uma mistura de DNAs

polimerases capazes de amplifi
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B4F3: 5’ CGAGAGATGCAAGTGCCTCAT 3’

B1F4inv: 5 ACTTCACTTCGCCAAACATTT 3’
B2F3inv: 5 CACTTGCCCCATGTGTGCTTT 3’
B3F3inv: 5 ATGGCCTTCATCACACCCTTC 3’
B4F3inv: 5 ATGAGGCACTTGCATCTCTCG 3’

Os primers contendo a terminacdo inv correspondem a seqliéncia senso invertida,
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4  Resultados

4.1 Co-localizacao do AgB e da seqliéncia telomérica

Para andlise utilizando TRF, foram testados 5 diferentes isolados de E.
multilocularis. Ap6s as amostras serem transferidas, a membrana foi hibridizada
inicialmente com a sonda tel, desibridizada, e em seguida, re-hibridizada com a sonda AgB.
A anélise da auto-radiografia indicou que as amostras poderiam estar degradadas, embora
um isolado apresentasse clivagem parcial. Uma nova digestdo foi realizada e a nova
membrana, ao contrario da anterior, foi hibridizada inicialmente com a sonda AgB e

posteriormente com a sonda tel.

O exame da auto-radiografia (figura 5) demonstrou que as amostras estavam
degradadas, ou apresentavam clivagem parcial. O isolado Em 77 evidenciou clivagem
parcial, enquanto o isolado Em 57 estava totalmente degradado e os isolados Em 6a, Em 7

e Em 11 demonstraram sinais de degradacéo.

Figura 5: Southern blot com 5 diferentes isolados de E. multilocularis hibridizados. Em A a
membrana foi hibridizada inicialmente com a sonda AgB. Em B a membrana foi hibridizada
inicialmente com a sonda tel. A figura A mostra: 1: 50 ng do amplicon do AgB2 2: Em 77.
3:Em57 4: Em 115: Em 7 6: Em 6a 7: 200 pb DNA Step ladder. A figura B apresenta: 1:
200 pb DNA Step ladder 2: Em 77 3: Em 57 4: Em 11 5: Em 7 6: Em 6a 7: Em 7 sem
clivagem 8: inserto telomérico que posteriormente foi marcado e utilizado como sonda 9:
ladder 100 pb. O isolado Em77 apresenta clivagem parcial, enquanto o isolado Em57 esta
totalmente degradado e os isolados Em6a, Em7 e Em11 apresentam sinais de degradagé&o.
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Para E. granulosus foram testados 35 diferentes isolados dos quais 27
apresentaram clivagem parcial ou degradacéo (figura 6). Todas amostras foram testadas,
no minimo, 3 vezes com o0 objetivo de comprovar os resultados obtidos. Os isolados 395 e
402 claramente apresentaram variacdo no tamanho do telémero quando digeridos com 5
enzimas de restricdo (Alul, EcoRV, Ddel, Hincll e Xmnl). Para avaliar a possibilidade de
uso de uma Unica enzima de restricdio na analise do polimorfismo no tamanho dos
telomeros, as amostras 395 e 402 que tiveram padrdes de TRF distintos, foram digeridas
com enzimas individuais e submetidas a analise por Southern blot. As diferentes digestdes
apresentaram o mesmo padrdo quando hibridizadas com a sonda tel, evidenciando a

impossibilidade de emprego de uma Unica enzima.

Figura 6: Southern blot com diferentes isolados de E. granulosus hibridizados com a sonda
tel 1: 200 pb DNA Step ladder; 2: fragmento de aproximadamente 700 pb contendo a
sequéncia consenso de teldmero C3TA2; 3: E. granulosus isolado 110 4: E. granulosus
isolado 393 5: E. granulosus isolado 395 6: E. granulosus isolado 402 7: E. granulosus
isolado 406.
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Das 35 amostras analisadas apenas 8 ndo apresentaram clivagem parcial e/ou
degradacéo e exibiram variacdo quando hibridizadas com a sonda tel. No entanto, quando
re-hibridizadas com a sonda AgB proveniente de PCR ou a sonda pAgB (plasmidio
contendo o inserto referente ao AgB), as amostras ndo apresentaram sinais de hibridizacdo

em nenhum dos testes realizados.

Esses experimentos tinham como objetivo testar a hipotese de co-localizacdo dos
genes de AgB e da sequéncia consenso de teldmero isolada anteriormente (ver material e
métodos) no genoma de Echinococcus. Para tanto seria conveniente re-hibridizar a mesma
membrana com ambas as sondas, mas nossos resultados com experimentos de re-
hibridizacdo foram negativos e em alguns casos ndo foi possivel desibridizar a primeira

sonda nas condicOes descritas.

4.2 ldentificacdo do tamanho da regido telomérica

A enzima Bal31 é amplamente utilizada para identificacdo do tamanho da regido

telomérica, pois degrada DNA a partir da sua extremidade fita simples.

O DNA gendmico do isolado 388 foi clivado com Bal31 nos tempos de 0, 5, 10, 15,
20, 30, 60 e 90 min (figura 7). A analise do Southern blot demonstrou que os tempos
utilizados ndo foram suficientes para digestdo total da regido telomérica. No entanto,
sabendo-se que 1 U de enzima degrada 600 pb em 10 min, podemos concluir que a regido

telomérica do isolado 388 apresenta tamanho superior a 2700 pb.
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Figura 7: Clivagem do DNA gendmico do isolado 388 de E. granulosus com a nuclease
Bal 31. 1:Marcador de peso molecular. Clivagem do DNA nos seguintes tempos: 2: 0 min 3:
10 min 4: 20min 5: 30min 6: 45 min 7: sonda tel.

Um exame mais detalhado na auto-radiografia permitiu a identificacdo de uma
banda de aproximadamente 800 pb em todos os tempos testados, indicando a presenca de

repeticdes consenso de teldmero na regido intracromossoémica.

4.3 Separacdo de grandes fragmentos cromossémicos

Diferentes quantidades de protoescolices foram testadas (5, 10, 50, 100, 500 e 1000
por bloco) com o objetivo de identificar quantos protoescélices seriam suficientes para
atingirmos a quantidade de DNA necessaria para realizacdo do PFGE. Apds uma serie de
testes concluimos que o numero ideal estava entre 500 e 1000 protoescolices por bloco.
Foram construidos 6 blocos a partir de 5 diferentes isolados contendo 1000 protoescdlices

am cada bloco.

Ap0ds os testes 0s blocos de agarose contendo os protoescdlices de cinco isolados de
E. granulosus digeridos com EcoRI foram submetidos a eletroforese por 72 horas. Com o
objetivo de evitar a contaminacdo do aparelho, o gel foi corado com brometo de etidio
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somente apos a corrida e posteriormente visualizado no transluminador. A analise do gel

demonstrou que as amostras haviam migrado durante muito tempo.

Foi realizada uma nova eletroforese durante 20 horas, na qual pudemos observar
que os cromossomos de E. granulosus de diferentes isolados clivados com EcoRI
apresentam tamanho superior a 2 Mb (figura 8). Por esta razdo foram realizados testes
com outras enzimas para obtencdo de fragmentos menores. Os blocos do isolado 3008-2
foram entdo, clivados com outras 4 enzimas de restrigdo: Alul, EcoRV, Ddel e Rsal
(figura 9). Os resultados indicam que a enzima Rsal foi a que apresentou 0s menores

fragmentos.

Figura 8: PFGE de diferentes isolados de E. granulosus digeridas com Eco RI. 1: DNA
Size Standard S. cerevisae 2 507 3: 0208-1 4: 0208-2 5: Marcador de peso molecular 6:
3008-1 7: 3008-2 8: DNA de .

Figura 9: PFGE do isolado 3008-2 de E. granulosus clivado com as enzimas Alul, Ddel,
EcoRV e Rsal. 1: DNA Size Standard S. cerevisae 2: Alu | 3: Dde | 4: Eco RV 5: Rsa l.
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4.4 Produtos de XL-PCR

A localizagdo sub-telomérica dos genes que codificam AgB foi testada através da
técnica de XL-PCR. Para isso foram utilizados os primers de AgB especificos para os
quatro genes ja descritos em duas orientacGes e da regido telomérica (Telechino) e uma

polimerase capaz de amplificar fragmentos de 30 kb.

Embora o protocolo do fabricante sugira que se deve utilizar 1 min de extensdo
para cada 1 kb que se deseja amplificar, a utilizacdo dos tempos de 5 min e 15 min néo
gerou amplicons de tamanhos diferentes. A reacdo que utilizou os primers B3F3 e
TelEchino produziu trés amplicons, sendo que 0 menor possui tamanho aproximado de
1300 pb, o maior possui aproximadamente 3500 pb e o outro fragmento possui tamanho
aproximado de 1600 pb. A combinacdo dos primers especificos para AgBl (B1F4 e
B1F4inv) com o primers contendo o motivo telomérico (TelEchino) nédo foi capaz de gerar
um amplicon. Todas as demais rea¢Ges apresentaram um Unico fragmento com tamanho

aproximado de 3500 pb (figura 10).

Figura 10: XL-PCR do isolado 541 de E. granulosus.: 1: marcador de peso molecular.
Foram utilizados os seguintes pares de primers em cada reacdo 2: B1F4 + TelEchino; 3:
B2F3 + TelEchino; 4: B3F3 + TelEchino; 5: B4F3 + TelEchino; 6: Controle Negativo; 7:
B1F4Inv + TelEchino; 8: B2F3Inv + TelEchino; 9: B3F3Inv + TelEchino; 10: B4F3Inv +
TelEchino; 11: Controle Negativo sem DNA; 12: Controle negativo utilizando o DNA de
pacientes com maléria

Os trés produtos de PCR referentes ao gene AgB3 foram purificados com silica

segundo Boyle, 1995, seguidos de clonagem utilizando-se o Kit TOPO TA Cloning ® Kit
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for Sequencing (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos a clonagem
seguiu-se a extracdo do DNA plasmidial segundo Sambrook, 2001. Os plasmideos

recombinantes foram enviados para seqiienciamento.
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5 Discussao

O AgB é um dos principais componentes antigénicos do liquido hidatico. Ele é
codificado por uma familia multigénica da qual foram descritos cinco genes até o
momento. Trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa tém demonstrado uma alta
variabilidade intragénica nos genes desta familia. Embora a funcdo do AgB ainda seja
desconhecida para nés, algumas evidéncias demonstram que ela deva estar relacionada

com a evasao da resposta imune do hospedeiro.

As regides teloméricas e sub-teloméricas de diversos organismos possuem genes
que séo beneficiados por uma maior capacidade de diversificagdo génica. Entre os genes
que estdo, normalmente, localizados na regido sub-telomérica estdo os genes de
contingéncia que sdo responsaveis por superar a resposta imune do hospedeiro e
apresentam taxas de mutagdo espontanea mais altas que as outras regides do genoma. Os
provaveis beneficios da localizacdo sub-telomérica dos genes de contingéncia sdo: a
reversibilidade do silenciamento génico, que contribui para o switching dos genes; e a

recombinacdo ectopica, que pode levar a familia génica a um alto grau de polimorfismo.

A localizagdo sub-telomérica dos genes AgB poderia explicar a alta variabilidade
observada nessa familia, assim como a dificuldade de isolar esses genes a partir de

bibliotecas genémicas.

Sendo assim, com o objetivo de testar a hipdtese de co-localizagdo cromossémica
dos genes de AgB e da sequiéncia telomérica foram realizados estudos utilizando a técnica
de TRF onde foram analisados 40 diferentes isolados de E. granulosus. No entanto, apenas
8 isolados E. granulosus ndo apresentaram clivagem parcial ou degradacdo, permitindo a
sua analise. E importante destacar que as clivagens, e hibridizagdes foram realizadas em
pelo menos trés experimentos diferentes para confirmar os resultados obtidos. A
reprodutibilidade dos experimentos tem como objetivo evitar que os dados gerados sejam
derivados de erros de manipulacdo, falhas durante a realizacdo dos experimentos, ou falsos

positivos/ negativos.
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O baixo numero de isolados cuja preparacdo de DNA genbmico tinha boa
qualidade para permitir sua utilizacdo em estudos de TRF indica a presenca de impurezas
ou residuos das solucdes utilizadas durante a extracdo, ou falha na eliminacdo da fracédo

protéica do lisado do parasita.

Quando hibridizadas com sonda de AgB, provenientes de PCR, e com a sonda
pAgB as amostras de E. granulosus ndo apresentaram sinal de hibridizacdo. Em todos os
experimentos foram utilizados controles positivos apropriados, ou seja, o fragmento que
posteriormente foi marcado e utilizado como sonda foi aplicada no gel. No entanto nao foi
possivel detectarmos sinal de hibridizacdo em nenhuma das diferentes estringéncias de
lavagens utilizadas. Esses dados nos levam a sugerir que as condi¢cdes empregadas para
hibridizacdo e lavagem das membranas ndo foram as ideais. N&o podemos, no entanto,
descartar a hipotese de ndo marcacdo da sonda, uma vez que nao foram realizados os testes
de Dot blot recomendados pelo fabricante para verificar a eficiéncia da marcagdo. A
utilizacdo de uma técnica mais sensivel como a radioativa pode ser uma alternativa para

futuras anélises com E. granulosus.

A membrana com os isolados de E. multilocularis foi inicialmente hibridizada com
a sonda AgB, lavada e re-hibridizada com a sonda tel. Contudo, quando analisamos a auto-
radiografia, podemos perceber uma banda na regido correspondente ao amplicon de AgB
mesmo quando a membrana foi re-hibridizada com sonda tel. Esses dados sugerem que as
lavagens realizadas com o objetivo de retirar a sonda que havia sido utilizada
anteriormente, ndo foram eficazes. A existéncia dessa hibridizac&o nos leva a sugerir que a
membrana sempre deve ser checada antes de ser re-hibridizada como objetivo de evitar

resultados falsos positivos.

A heterogeneidade observada entre os 8 diferentes isolados de E. granulosus
(isolados: 377, 388, 389, 393, 395, 402, 405 e 422) pode ser resultado de uma variacao real
no numero de repeticbes dos teldmeros individuais dos cromossomos dos parasitas
(polimorfismo). Contudo, o tamanho dos telémeros também pode variar entre as células e
entre os cromossomos devido a diferenga de idade entre as células pois, a cada novo ciclo
celular, pode ocorrer um encurtamento no tamanho da extremidade telomérica. Ja que a

TRF utiliza-se da digestdo do DNA gendmico, a ocorréncia de variacdo na distancia dos
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sitios de restricdo de um telébmero para outro acarretara variagdo no tamanho dos
fragmentos, sem, no entanto haver uma variacdo real no tamanho das extremidades

teloméricas (Zijimans e cols., 1997).

Alguns organismos apresentam repeticdes do motivo telomérico na regido
intracromossémica. A técnica de TRF baseia-se na auséncia de sitios de restricdo de
sequéncias ricas em CG, ap6s o DNA ser clivado com diversas enzimas a regidao que
apresentar maior peso molecular sera a regido rica em CG. Uma vez que 0 genoma
apresente repeticGes teloméricas intracromossémicas, uma parcela das TRFs observadas
pode ser devido a essas repeticdes e ndo a repeticbes teloméricas localizadas na

extremidade dos cromossomos.

Um achado interessante nos estudos com Bal 31 foi a identificacdo de uma banda
com aproximadamente 800 pb em todas as reacBes de clivagem testadas. A ocorréncia
dessa banda sugere a existéncia de repeticdes teloméricas intersticiais (ITRs). ITRs ja
foram descritas para uma grande variedade de espécies como humanos (Weber e cols.,
1990, ljdo e cols., 1991), Iémures (Go e cols., 2000), porcos (de la Sefa e cols., 1995),
camundongos (Yen e cols., 1997), girafas (Vermeesch e cols., 1996) e galinhas (Nanda e
Schmid, 1994).

Entretanto, a origem dessas repeticGes ainda ndo foi elucidada. Alguns sugerem
uma origem devido a mutagdo (Wiley e cols., 1992; Vermeesch e cols., 1996 e Sharma e
Sharma 1998). Outros estudos sugerem que elas teriam se originado de vestigios de
telomeros resultantes de arranjos cromossdmicos como inversdes, fusdes céntricas ou em
tandem, que ocorreram durante a evolucdo do cariotipo (Lee e cols., 1993; Fagundes e
cols., 1997; Pellegrino e cols., 1999; Tek e Jiang, 2004).

A ocorréncia mais comum das repeticdes intracromossdmicas € na regiao
pericéntrica, o que poderia explicar o fato dessas sequéncias serem componentes de DNA
satélite de algumas espécies de mamiferos (Garagna e cols., 1997). Agudo e cols. (1999)
sugeriram que as repeticdes teloméricas estejam envolvidas em fungbes centroméricas,
pois as repeticdes teloméricas nas extremidades dos cromossomos de Caenorhabditis
elegans e Schizosaccharomyces pombe sdo responsaveis pela fixacdo do fuso durante

préfase da meiose.
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A existéncia dessas repeti¢fes intersticiais em E. granulosus pode estar associada a
imensa heterogeneidade encontrada na analise das TRFs, uma vez que elas apresentam as
mesmas caracteristicas das sequéncias telomeéricas. As ITRs podem ser responsaveis por

parte da heterogeneidade encontrada na analise do tamanho dos telémeros.

As analises das hibridizacbes obtidas nos experimentos utilizando a nuclease Bal
31 sugerem que o tamanho do telébmero do isolado de E. granulosus analisado seja
superior & 2700 pb. E importante destacar a ocorréncia de uma grande heterogeneidade
entre os diferentes isolados, o que indica que o tamanho superior a 2700 pb observado
nesse experimento refira-se apenas ao isolado 388. Esses dados corroboram os resultados

obtidos com TRFs que mostram uma grande variagdo no tamanho dos teldmeros.

A utilizacdo da técnica de TRF mostrou-se onerosa, além de necessitar de uma
grande guantidade de DNA de o6tima qualidade. Ndo obstante, a identificacdo, nesse
trabalho, de repeticBes teloméricas intersticiais nos leva a sugerir que os sinais de
hibridizacdo observados podem ser, em parte repeticdes teloméricas intracromossémicas e
ndo s6 devido a seqléncias teloméricas existentes na extremidade do cromossomo. A
ocorréncia dessas repeticdes intracromossdmicas dificulta a analise da heterogeneidade
observada pois o sinal de hibridizacdo detectado é, na verdade, uma mistura de repeticdes

teloméricas intracromossémicas e repeti¢cdes que ocorrem na extremidade do cromossomo.

O tamanho exato do genoma de E. granulosus ndo é conhecido. Porém, acredita-se
que ele esteja entre 10° e 10° kb, levando-nos a crer que 0 DNA gendmico integro de E.
granulosus é grande demais para apresentar uma boa resolucao na eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE). Sendo assim, os blocos contendo os diferentes isolados foram

submetidos a clivagem com diferentes enzimas antes de serem aplicados no gel.

A condicdo utilizada para os primeiros testes foi a mesma empregada por del
Portillo, (2001) para separar os cromossomos de Plasmodium vivax. No entanto, as 72
horas de corrida foram excessivas e 0s fragmentos cromossémicos digeridos com EcoRl
migraram muito no gel. Durante essa eletroforese o tempo de pulso foi aumentado a cada
24 horas, para que as moléculas menores fossem inicialmente separadas e posteriormente,

com o aumento do tempo de pulso, as moléculas grandes foram separadas.
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Outras condicBes de migracdo também foram testadas, mas a separagdo observada
ainda ndo foi a ideal, pois as amostras também ndo apresentaram a resolucdo desejada.
Optou-se por testar outras enzimas de restricdo com o objetivo de verificar se elas seriam
capazes de gerar fragmentos menores. Os menores fragmentos obtidos foram gerados a

partir da clivagem com Rsal.

Os cromossomos de E. granulosus sdo pequenos e as mitoses sdo raras, 0 que
dificulta os estudos de citologia com esse organismo. Portanto, a padronizacdo da técnica
de PFGE pode ser muito atil no estudo de seus cromossomos. Em tese, o Pulse Field é
capaz de separar cromossomos, permitindo, assim, a hibridizacdo de sondas especificas
em cromossomos individuais. Outros testes utilizando diferentes condi¢des de migragéo e
outras enzimas deverdo ser realizadas com o intuito de obter uma melhor resolugéo na

separacdo cromossdmica das amostras de E. granulosus por PFGE.

Com o objetivo de testar a hipotese de localizacdo sub-telomérica dos genes que
codificam o AgB foram realizadas reacfes de XL-PCR utilizando primers especificos para
0s genes ja descritos de AgB e um primer contendo a sequéncia consenso de telémero
TelEchino. Essa reacdo difere das demais reacdes de PCR por utilizar uma enzima capaz

de amplificar fragmentos de alto peso molecular.

A utilizacdo dos primers especificos para o gene AgB1 (primers B1F4 e B1F4inv)
em conjunto com o primer da sequéncia consenso de teldmero (primer TelEchino) nédo
amplificaram nenhum fragmento (figura 9) em nenhuma das reag0es testadas. Esses dados
indicam que o gene que codifica AgB1 deve estar a mais de 15 kb de distancia da
sequéncia consenso de telébmero, uma vez que o maior tempo de extensdo utilizado
permitia a amplificacdo de produtos de PCR com tamanho molecular de aproximadamente
15 kb.

A combinacdo dos demais primers especificos para cada um dos outros trés genes
de AgB (B2F3, B3F3, B4F3, B2F3inv, B3F3inv e B4F3inv) em combinagdo com o primer
consenso de seqiiéncia telomérica (TelEchino) amplificaram produtos de
aproximadamente 3500 pb de tamanho. Esses amplicons podem indicar que esses genes
devem estar localizados na mesma regido, em cromossomos diferentes, uma vez que 0s

primers utilizados geram fragmentos especificos para cada um dos genes. Um fato
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interessante foi a amplificacdo de fragmentos de mesmo tamanho molecular quando
utilizados os primers no sentido senso e no sentido senso invertido, levando-nos a sugerir

que os genes devem estar em diferentes orientacbes em cromossomos diferentes.

E importante destacar que esse trabalho identificou seqiiéncias teloméricas
intersticiais, ou seja, sequéncias que possuem o motivo telomérico C3TA; repetido na
regido intracromossomica. Os produtos obtidos nessas reagdes podem ser derivados do
anelamento do primer TelEchino nas repeticdes teloméricas internas e ndo do anelamento
nas extremidades dos cromossomos. Estudos de hibridizacdo in situ com cromossomos
metafasicos de E. granulosus poderiam identificar mais precisamente em que regido

cromossOmica os genes estdo localizados.

A reacdo que utilizou o primer de AgB3 (B3F3) em conjunto com o primer
TelEchino gerou trés fragmentos de tamanhos distintos. Aléem do fragmento comum as
demais reagGes com tamanho aproximado de 4 kb, um fragmento de aproximadamente
1200 pb e outro de aproximadamente 1600 pb também foram observados. Esses resultados
sugerem que o gene AgB3seja repetitivo. A ocorréncia desses eventos poderia explicar a
existéncia de redundancia no gene AgB3. Esses dados corroboram estudos anteriores
(Haag e cols., 2004) que sugerem que 0s genes de AgB estdo representados em multiplas

copias no genoma de E. granulosus

A analise preliminar do seqlienciamento indicou que a sequéncia analisada
apresentou 0 mesmo valor de E para trés dos genes AgB3 descritos anteriormente e
depositados no GenBank com os nimeros de acesso AY 871010, AY871012 e AY871015
na banda de tamanho aproximado de 1600 pb. O valor de E indica o quéo aleatério foi o
alinhamento. Quanto menor esse valor, menor a probabilidade desse alinhamento ter
ocorrido ao acaso. O completo seqlienciamento deste clone pode fornecer mais informacéo

sobre a distribuicdo desses genes nos cromossomaos.

Os amplicons resultantes das reacfes que utilizaram os primers especificos para
AgB2, AgB3 e AgB4 juntamente com o primer que continha seqliéncia consenso de
teldmero evidencia que esses genes estdo proximos de uma repeticdo telomérica. A
ocorréncia de repeti¢bes intersticiais do motivo telomeérico sugere que o genoma de E.

granulosus sofreu rearranjos cromossémicos durante a sua evolucdo. Esses rearranjos
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podem ter originado novas coépias dos genes que codificam AgB em regides

intracromossoémicas.

5.1 Conclusoes

Tendo em vista os dados gerados durante a realizacdo dessa dissertacdo podemos

concluir que:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

A analise das auto-radiografias dos TRFs revelou a ocorréncia de
heterogeneidade no tamanho da regido telomérica em E. granulosus;

Os amplicons obtidos nas reac6es de XL-PCR indicam que repeticdes de
sequéncias teloméricas estdo a aproximadamente 4 kb de distancia dos
genes que codificam o AgB2, AgB3 e AgB4;

Os trés produtos de amplificacdo obtidos para AgB3 sugerem que esses
genes sdo redundantes e apresentam uma distribuicdo diferente dos
demais genes no genoma de E. granulosus;

AgBl1 deve estar afastado a mais de 15kb das repeticfes teloméricas;

Os estudos realizados com a nuclease Bal31 demonstram que a regido
telomérica de E. granulosus pode apresentar um tamanho superior a 2700
pb;

O genoma de E. granulosus deve conter repeticbes teloméricas

intracromossdmicas de aproximadamente 800 pb;

5.2 Consideracg0es finais e perspectivas

Uma abordagem que seria de grande interesse para esse e outros estudos

envolvendo E. granulosus seria a construgdo de uma biblioteca de DNA gendmico de E.

granulosus em BACs, uma vez que a biblioteca permite a realizacdo de screening dos

genes de interesse, permitindo que possamos isolar grandes fragmentos que possuam 0

inserto que queremos estudar. A utilizacdo dessa técnica permitiria identificarmos através

de uma sonda contendo a sequéncia telomérica, que esta flanqueando essa regido,

facilitando a andlise dos recombinantes. Esse experimento ja foi iniciado no laboratério. O

plasmidio pBeloBacll (gentilmente cedido pelo professor Gabriel Padilla Maldonado
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(Departamento de Microbiologia- USP)), foi linearizado com a enzima Sacl, que gera
fragmentos com extremidades cegas e possui sitio Unico de clivagem, e desfosforilado com
a enzima SAP (Shrimp Alkalina Phosphatase (Invitrogen). Apo6s a desfosforilacdo do
plasmideo foi realizada uma série de testes para comprovar a eficiéncia da desfosforilacéo.
Também j& possuimos as células de E. coli da linhagem DH10B que s&o as recomendadas

na literatura para serem utilizadas com o pBeloBac11.

Outra abordagem que poderia ser utilizada € a de hibridizacdo in situ. Essa técnica
permite visualizar a regidao do cromossomo em que a sonda hibridiza. Assim poderiamos
confirmar se uma sonda contendo o motivo telomérico C3TA; hibridiza também na regido
intracromossdémica. Uma posterior hibridizagdo com uma sonda contendo os gene do AgB
permitiria testar a hipdtese de co-localizacdo de ambos os genes. Entretanto, dada a
dificuldade de obtencdo de cromossomos deste organismo, as perspectivas de utilizacdo de

hibridizacdo in situ para esta finalidade sdo poucas.
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Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

