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RESUMO 

RESUMO 

A integração de minicírculos de kDNA do Trypanossoma cruzi no genoma hospedeiro foi 

correlacionada com alterações na expressão gênica. Com a finalidade de caracterizar as regiões híbridas e 

ampliar o conhecimento biológico realizou-se os isolamentos e clonagens dos minicírculos integrados no 

genoma de macrófagos humanos em cultura e de tecidos de coelhos chagásicos. Observou-se 

instabilidade genética dos segmentos que continham as integrações. As clonagens realizadas em 

diferentes combinações de vetores e hospedeiras não evitaram os rearranjos. A análise de restrição e o 

seqüenciamento dos segmentos recuperados mostraram alterações no tamanho e na estrutura do vetor. A 

técnica de captura desenvolvida no presente estudo permitiu confirmar a instabilidade genética dos 

minicírculos preferencialmente integrados. A análise de restrição e o seqüenciamento desses fragmentos 

mostraram que os minicírculos recuperados apresentaram encurtamentos nas regiões variáveis em relação 

ao padrão descrito na literatura. Verificou-se que o encurtamento ocorreu durante ou após a integração no 

genoma. As regiões variáveis encurtadas de 50 pb foram recuperadas das linhagens subclonais de 

macrófago A11, C4, C6 e coração de coelhos chagásicos. Quando comparadas entre si essas regiões 

apresentaram similaridade na ordem de 90%. Em relação à região variável 80 pb, recuperada do 

macrófago C6, a similaridade foi em torno de 75%. O resultado sugeriu a existência de classes de 

minicírculos que se integram preferencialmente no genoma hospedeiro. Foram obtidos clones híbridos 

estáveis contendo o final da região conservada nas extremidades seguidas pela região variável truncada, 

fragmento de elemento LINE-1, com ou sem a presença de microssatélite. A origem híbrida foi 

confirmada por fragmentação do clone que foi utilizado como sonda na hibridação de macrófagos 

humanos normais e DNA de T. cruzi. O segmento B7, obtido por captura, apresentou o minicírculo de 

kDNA com 4 regiões variáveis truncadas, intercaladas por regiões conservadas normais seguidas do 

microssatélite CA e da região humana com similaridade ao clone murino AC131797.3. A análise “in 

silico” do segmento B7 mostrou a presença de seqüências regulatórias da expressão gênica. Foram 

identificadas 9 possíveis ORFs, sendo duas compreendo a região híbrida (ORF1 e 2). Verificou-se nas 

integrações recuperadas de coração de coelhos chagásicos segmentos similares à região humana 

encontrada no clone B7, indicando a recorrência dos sítios recombinativos. A análise “in silico” do clone 

B7, G10 e das regiões hospedeiras obtidas dos bancos de dados mostrou a presença de estruturas do tipo 

não B nos locais próximos ao ponto de recombinação. A presença da estrutura não B no segmento B7 foi 

confirmada pela alteração na mobilidade eletroforética. Em todos os pontos de entrada do minicírculo no 

genoma hospedeiro verificou-se a redução da tensão local e aumento da tensão global na região, 

sugerindo a possibilidade de ocorrência de novos eventos recombinativos envolvendo o segmento. O 

conjunto das informações indica que a integração é mediada por recombinação homologa mediada por 

similaridades estruturais presentes no DNA hospedeiro e minicírculo de kDNA. 
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ABSTRACT 

The integration of Trypanossoma cruzi kDNA minicircle sequences into the host cell’ 

genomemay result in alterations of genic expression. To achieve the characterization of the hybrid regions 

and enhancement of the biological knowledge the isolation and cloning of the integrated minicircles was 

made in vitro in the human macrophages and in the chagasic rabbit tissues. Genetic instability of the 

segments with the integrations was observed. The cloning made it in different combinations of vectors 

and hosts did not avoid deletion and rearrange. The capture technique developed in the present study 

showed kDNA integration events with the genetic instability. The sequencing of the kDNA integrated 

events and restriction analysis revealed that the minicircle sequences were frequently rearranged; short 

minicircle variable regions fragments were constantly found in relationship to the standard size describe 

in literature. Possibily, deletions of integrated sequences took place during or after the kDNA integration 

into the macrophage genome. Short variable regions (50 pb) was recovered from macrophages cell lines 

A11, C4, C6 and from chagasic rabbits. Those integrated kDNA minicircles shared 90% sequences 

similarities. The variable region stretches also revealed  75% similarities among them. These results 

suggest that classes of minicircles integrate preferentially in the macrophage genome. Somewhat stable 

hybrid clones were found with the final conserved region followed by a fragment of the variable region 

linked to the LINE-1 sequence, with or without the presence of microsatellites. The hybrid origin of these 

sequences was demonstrated by hybridization experiments with segment specific chimera sequence 

fragments. A capture procedure revealed a B7 fragment showing the kDNA minicircle with 4 truncated 

variable regions interspersed by CA microsatellite with similarity to the AC131797.3 murine clone. The 

“in silico” analysis of the B7 fragment showed the presence of genic expression regulatory sequences in 

the minicircle region. The identification of nine putative ORFs within hybrid regions (ORFs 1 and 2) was 

recorded. The kDNA integration events detected into the heart DNA from chagasic rabbits showed 

similar host regions to that of clone B7 clone, indicating that homologous recombination was the 

mechanism whereby the kDNA integrated into the vertebrate genome. The presence of B structures in the 

DNA sequences at the integration sites has suggested that bends formed in those sites explains the 

alterations in the eletrophoretic mobility presented in those clones. At the integration sites in the host 

genome bents formed by reduced tension forces forming torsion angles, thus indicating the possibility of 

new integration events, deletions and recombinations at the spot. These findings showing sequences 

similarities present in the host DNA and kDNA minicircle sequences have suggested that the kDNA 

integration might be mediated by homologous recombination.  
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 I. INTRODUÇÃO 

1. A DOENÇA DE CHAGAS 

A Doença de Chagas surge no homem, e em outras espécies de mamíferos susceptíveis, em 

conseqüência da infecção pelo protozoário Trypanosoma cruzi. Esta doença é transmitida pelos insetos 

vetores hematófaga da família Triatominae ou pela transfusão sangüínea. A doença tem prevalência na 

América Central e do Sul, onde aproximadamente 16 a 18 milhões de pessoa estão infectadas. No Brasil, 

em 1992, havia cerca de 5 milhões de indivíduos chagásicos (DIAS et. al., 2002). Apesar de se constatar 

uma redução significativa na transmissão vetorial pelo Triatoma infestans e melhoria dos controles nos 

bancos de sangue, 25% da população da América Latina ainda correm o risco de adquirir a doença 

(MOCAIO, 1997; STORINO, 1997; DIAS et al., 2002; DE PAULA et al., 2008). 

Existem mais de 1200 espécies de mamíferos silvestres que servem de reservatório para o 

Trypanosoma cruzi convivendo em estado de aparente equilíbrio com o protozoário (BARRETO, 1979). 

Já no homem e em vários hospedeiros domésticos, a Doença de Chagas manifesta-se em diferentes graus 

de severidade. Os mecanismos de invasão da célula hospedeira, multiplicação intracelular, e 

disseminação, são fundamentais no ciclo de vida do parasita. E como o organismo reage a cada uma 

destas etapas é fator determinante para no curso da infecção (TEIXEIRA et al., 2006). 

A infecção chagásica pode gerar quadros clínicos com características variadas, tanto na espécie 

humana, como em algumas espécies domesticas tais como coelhos e camundongos, apresentando uma 

fase aguda geralmente sem sintomas e uma fase crônica que pode permanecer muitos anos na forma 

indeterminada. Curiosamente, quando a parasitemia está mais baixa ou mesmo indetectável pelas técnicas 

de hemocultura, ou pelo xenodiagnóstico, é que surgem as manifestações clínicas denominadas “mega 

síndromes”. Os danos são irreversíveis e a gravidade do quadro depende da localização e intensidade das 

lesões (MOCAIO, 1997; GOMES et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2006). 

No Brasil, estudos em áreas endêmicas têm evidenciado que a distribuição das formas clínicas 

apresenta diferenças regionais. Na Bahia parece predominar as formas cardíacas; em Goiás, megas 

esôfago e intestino; Minas Gerais, formas mistas (cardíaco e digestivo); no Rio Grande do Sul e no Rio de 

Janeiro a maioria dos chagásicos é assintomática (COURA et al., 1983; TEIXEIRA et al., 2006). Estas 

variações também foram observadas em outros países como o Panamá e Venezuela, onde só existe a 

forma cardíaca; na Argentina e Chile, presença de diversas formas clínicas distribuídas regionalmente 
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(GUEVARA et al., 1977; MIJAREZ, 1965; MINOPRIO, 1966; ATIAS, 1969). Isto sugere que fatores 

genéticos do parasita e do hospedeiro poderiam estar associados às manifestações clínicas observadas. 

Grande parte das informações sobre a resposta do hospedeiro ao parasita provém de estudos da 

fase aguda em modelos murinos, onde a parasitemia é alta. Todavia, em humanos, esta fase é pouco 

observada, devido ao pequeno número de pacientes que procuram assistência médica neste período 

(TEIXEIRA et al., 1978a, TEIXEIRA et al., 2006). 

À medida que ocorre a progressão da doença, a parasitemia diminui. Ao atingir a fase crônica 

são freqüentes os relatos de xenodiagnósticos negativos, e ausência de T. cruzi nos sítios das lesões. 

Entretanto, as provas sorológicas persistentes positivas, e recentemente, a amplificação do DNA do 

parasita pela técnica de reação de polimerase em cadeia (“Polimerase Chain Reaction” – PCR) 

(TEIXEIRA et al., 1983; MONTEÓN et al., 1996; WINCKER et al., 1997; GOMES et al., 1998; 

TEIXEIRA et al., 2006) mostram que o protozoário pode persistir no hospedeiro cronicamente infectado 

por toda a vida.  

1.1 - A Fase Aguda 

Esta fase se caracteriza pela presença de parasitas no sangue e intensa infecção tecidual, que em 

humanos persiste por períodos de até seis meses. A destruição dos tecidos é causada tanto pela própria 

ação mecânica e/ ou tóxica do parasita, como pela resposta imunológica do hospedeiro, que neste período 

encontra-se em intensa atividade (RASSI, 1979; ROSSI, 1997; TEIXEIRA et al., 2006). 

No início da fase aguda murina, os macrófagos apresentam elevados níveis de secreção da 

interleucina INFγ. Neste estágio são capazes de fagocitar e destruir com sucesso as formas infectantes 

opsonizadas do T. cruzi (PLATA et al., 1987). A ativação de macrófagos leva ao aumento no 

metabolismo oxidativo e conseqüente formação de radicais intermediários altamente reativos e óxido 

nítrico. Não obstante o forte efeito tripanocida do óxido nítrico (NO) (VESPA et al., 1994), não se 

observa a participação deste radical nas lesões cardíacas (PETRAY et al., 1995, FLAHERTY, 1991). 

Segundo Cardoni e colaboradores (1997), os compostos oxigenados intermediários é que seriam 

responsáveis pela destruição do T. cruzi, o que indiretamente poderia provocar as lesões. 

Além dos macrófagos, observa-se uma forte expansão policlonal específica e inespecífica de 

células CD5 B, CD4αβ, CD8αβ, CD8γβ, CD8γδ, DNTγδ , NK, (TEIXEIRA et al., 1978b; PETRY; VAN 
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VOORHIS, 1991; MONTEÓN et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1996; MINOPRIO et al., 1989 e 1998; 

PYRRHO et al., 1998, TEIXEIRA et al., 2006), predominando as classes de imunoglobulinas IgG2a e 

IgG2b (MINOPRIO, 1998; PYRRHO et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2006). Esta ativação aparece 

precocemente na fase aguda, e pode persistir por um longo período da fase crônica. 

A expansão policlonal de linfócitos tem sido associada ao escape de patógenos às respostas 

imunológicas (LOCKSLEY, 1997). Além deste mecanismo de escape, outros mais são observados na 

infecção chagásica. Por exemplo, em paralelo a ativação policlonal, observa-se uma forte imunosupressão 

(TEIXEIRA et al., 1978a e b), decorrente do desbalanceamento na concentração de várias interleucinas. 

Soong e Tarleton (1992) mostraram que parte deste fenômeno decorreria dos baixos níveis de IL-2, 

conseqüente da liberação de fatores solúveis pelo T. cruzi. Estes fatores impediriam tanto a expressão do 

receptor IL-2 (BELTZ e cols. 1988), como também da própria interleucina, além de promover a redução 

dos níveis de mRNA de importantes sinalizadores intracelulares (c-myc e c-fos). 

Outro mecanismo de evasão está relacionado com a capacidade que T. cruzi possui de endocitar 

anticorpos ligados à sua superfície pela porção Fab (CICARELLI; LOPES, 1989). Após a internalização, 

estes anticorpos são completamente degradados no interior dos vacúolos fagocíticos, servindo como fonte 

de nutrição para o parasita (TEIXEIRA; SANTANA, 1989 e 1990). 

Com o transcorrer da infecção, a resposta imunológica se normaliza, observa-se uma 

significativa redução na parasitemia e o indivíduo entra na fase crônica da doença. 

1.2 -A Fase Crônica 

Em decorrência dos mecanismos de escape do parasita a infecção não é erradicada, e o 

organismo entra na chamada fase crônica indeterminada, que pode durar muitos anos. Estudos clínicos 

mostram que 27% dos pacientes evoluem para as manifestações cardíacas, 6% para as digestivas e 3% 

para as neurológicas, sendo o comprometimento desses órgãos ou estruturas variável de acordo com o 

número e localização das lesões. O tratamento com benzonidazol nas fases iniciais da doença, apesar de 

negativar a sorologia em 20% dos casos, não impede a progressão das lesões cardíacas (TEIXEIRA et al., 

1990; PARADA et al., 1997). 

O parasita, na manifestação clínica da doença de Chagas crônica, é mais difícil de ser detectado 

pelos métodos convencionais. Na maioria dos casos, há grande dificuldade de correlacionar a presença do 

T. cruzi com a intensidade das lesões cardíacas e digestivas da doença de Chagas (SANTOS-BUCH e 



6 
INTRODUÇÃO 

TEIXEIRA, 1974; FRANÇA et al., 1997). Recentemente, a presença de infecção em níveis subpatentes 

tem sido demonstrada através da técnica que amplifica seqüências genômicas específicas do parasita 

(PCR). Estes dados têm demonstrado que, apesar do tratamento com drogas tripanocidas, o parasita é 

capaz de persistir no organismo por toda a vida do indivíduo chagásico crônico (JONES et al., 1993; 

BRANDARIZ et al., 1995; MONTEÓN et al., 1996; VAGO et al., 1997). Contudo, os resultados de PCR 

que amplificam segmentos de DNA do cinetoplasto de T. cruzi precisam ser examinados com cautela 

diante dos achados de Teixeira e colaboradores (1994). Estes autores encontraram material genético do 

cinetoplasto, mais especificamente dos minicírculos, presentes persistentemente na célula hospedeira, 

mesmo após a eliminação do T. cruzi. Argañaraz (1996), em sua tese de doutorado, descreve a possível 

integração de fragmentos de minicírculos no genoma de macrófagos murinos em cultura (P388D1-IL1), 

anteriormente infectados com T. cruzi . 

a) Fatores imunitários associada à fase crônica 

As freqüentes observações de ausência de T. cruzi nos sítios das lesões motivaram muitos grupos 

de pesquisa a suspeitar da participação de componentes auto-imunitários na doença de Chagas (RIZZO; et 

al., 1989; RIBEIRO DOS SANTOS et al., 1992; CUNHA-NETO et al., 1995; KALIL; CUNHA-NETO, 

1996; NAVA, et al., 1996; ABEL et al., 1997a e b, TEIXEIRA et al., 2006), já que nestes sítios é comum 

a presença de infiltrados mononucleares, principalmente linfócitos, associados à destruição tecidual 

(SANTOS-BUCH; TEIXEIRA, 1974; FRANÇA et al., 1997; HIGUCHI et al., 1997, TEIXEIRA et al., 

2006). 

A existência de linfócitos auto-reativos e anticorpos que reconhecem não somente estruturas do 

parasita, mas também do hospedeiro (ou epítopos do parasita compartilhados nas células mamíferas), 

reforça a idéia da auto-imunidade, e sugere a existência de um mecanismo de auto-agressão imunológica 

desencadeada por um mimetismo molecular (SANTOS-BUCH; TEIXEIRA, 1974, TEIXEIRA et al., 

1978a e b; CUNHA-NETO et al., 1995; ABEL et al., 1997a e b, TEIXEIRA et al., 2006). 

Ribeiro dos Santos e colaboradores 1992, através de transplantes singenéicos, demonstraram a 

rejeição de corações de neonatos sadios implantados em orelhas de camundongo chagásicos crônicos. 

Esta observação indicaria que fatores auto-imunitários poderiam por sí só ser responsáveis pelas lesões 

cardíacas. Entretanto, Tarleton e colaboradores (1997), utilizando outra linhagem isogênica de 

camundongo, obtiveram resultados contrários aos do Ribeiro dos Santos, sugerindo que, pelo menos neste 
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caso, as lesões chagásicas decorreriam da agressão imunológica direcionada ao T. cruzi presente no tecido 

parasitado. Possivelmente, a patogenia da doença de Chagas estaria associada à ocorrência dos dois 

eventos conjuntamente (LOCKSLEY, 1997). 

1.3 - Aspectos da biologia do Trypanosoma cruzi 

O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado da família Kinetoplastidea (Chagas, 1909), e 

caracteriza-se por apresentar uma mitocôndria única denominada cinetoplasto, localizada na base flagelar. 

Na natureza o T. cruzi circula em insetos-vetores hematófagos da família Triatominiae, e em 

hospedeiros mamíferos silvestres, domésticos, e no homem (BARRETO, 1979; GARCIA; AZAMBUJA, 

1991). 

O ciclo de vida do parasita é complexo e apresenta três formas morfologicamente distinta: 

tripomastigotas sangüíneo e metacíclico, epimastigota e amastigota. 

O triatomíneo se contamina durante o repasto no animal infectado. As formas tripomastigotas 

sanguíneas, se diferenciam a epimastigotas no estômago e intestino do inseto. Após um período de 

proliferação no intestino inferior, passam para os tubos de Malpighi e intestino posterior. Nesta etapa, 

nova transformação ocorre, gerando as formas tripomastigotas metacíclicas infectantes, que são 

eliminadas nas fezes, após o repasto do inseto, permitindo a contaminação de um novo hospedeiro 

vertebrado. No mamífero, as formas metacíclicas infectam tanto células fagocíticas como não fagocíticas, 

onde se transformam em amastigotas. Depois de sucessivas divisões binárias intracelulares, ocorre 

diferenciação de amastigota em tripomastigota. Estas formas rompem a célula hospedeira e reiniciam o 

ciclo de infecção. 

Em condições laboratoriais, T. cruzi é mantido em meios semi-sólidos e líquidos, em fragmentos 

de tecidos, em cultura de células de linhagens primárias ou em linhagens estabelecidas, tais como 

coração, rim, pele, pulmão, músculo, macrófagos, entre outras. 

O T. cruzi apresenta grande diversidade genética, e freqüentemente são observadas variações na 

morfologia, virulência e tropismo tissular, o que tem motivado a busca de marcadores para prognosticar 

as manifestações da doença (LAURIA-PIRES, et al., 1996; VAGO, et al., 1996a e b; TEIXEIRA et al., 

2006). Não foi demonstrada a reprodução sexuada em T. cruzi. Acredita-se que mutações acumuladas ao 

longo do tempo sejam as responsáveis pela diversidade genética dos isolados. Comparações entre os 
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DNAs do cinetoplastos de diferentes cepas corroboram para uma natureza clonal do parasita 

(TIBAYRENC et al., 1990; SIMPSON, 1997). 

 

2. TRANSFERÊNCIA HORIZONTAL DE GENES E ESTRUTURAÇÃO DOS GENOMAS 

2.1 - Transferências horizontais de genes 

A idéia clássica de evolução propõe que todos os organismos tenham um ancestral comum e que 

a diversidade genética encontrada nas espécies seja decorrente das mutações, recombinações e seleção 

natural ocorrida ao longo dos milênios. Segundo a teoria Darwiniana de evolução, uma espécie transfere, 

verticalmente, a herança genética contida em seu genoma para a sua progênie e a diversidade e a 

variabilidade decorreriam unicamente do acúmulo de mutações e rearranjos nos genomas. Até 

recentemente, acreditava-se que uma espécie assim diferenciada teria perdido a capacidade de transmitir 

horizontalmente seqüências de DNA para outras espécies. Entretanto, com o advento da era genômica, 

verificou-se que a diversidade genética é em grande parte promovida pela aquisição de DNAs exógenos, 

fusão de genomas seguida ou não de rearranjos no material genético híbrido (HACKER; KAPER, 2000; 

GOGARTEN et al., 2002; KATZ, 2002; KURLAND et al., 2003; CHOI; KIM, 2007; GRINDLEY et al., 

2006; MARRI et al., 2007; POPTSOVA; GOGARTEN, 2007; ROGERS et al., 2007). 

Nos genomas mamíferos, grande parte do material genético compõe-se por segmentos de DNA 

repetitivos adquiridos pela integração de vírus, retrovírus e elementos transponíveis. Essas seqüências 

quando ativas, podem mobilizar segmentos do genoma tanto para outras células como para outros 

organismos, não necessariamente da mesma espécie, o que vem contribuindo significativamente para a 

evolução dos genomas e variabilidade genética (LEWIN, 2004; KIM et al., 2004; FAWCETT et al., 2006; 

CASSE et al., 2006; HAN et al., 2007).  

Todos os segmentos de DNA são potencialmente capazes de serem transferidos de um genoma 

para outro independente da participação de vírus, retrovírus ou outra partícula carreadora de material 

genético (LEWIN, 2004; LAWRENCE; HENDRICKSON, 2003). Desde que haja abundância de DNA 

no ambiente extracelular ou no citoplasma é possível a absorção de segmentos e sua incorporação ao 

genoma. Este fenômeno é comum às células procarióticas e eucarióticas e vem sendo explorado em 

muitos estudos da biologia molecular e engenharia genética (LEWIN, 2004).  
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Sabe-se que muitos genes presentes em parasitas tiveram origem nos genomas dos seus 

hospedeiros e vice-versa (DAVIS; WUDACK, 2004; MOWER et al., 2004; CHOI et al., 2007), e que 

muitos segmentos de DNAs nucleares tiveram origem nas organelas e em seus endossimbiontes (RUJAN; 

MARTIN, 2001; KATZ, 2002). A análise do genoma de Arabidopsis thaliana indicou que 400-2200 

genes dessa planta foram herdados de cianobactérias (RUJAN; MARTIN, 2001). Da mesma forma, a 

análise genealógica de dois grupos de actinas presentes em Pyrenomonas helgolandii, uma alga criptófita, 

indicou que um dos grupos originou-se da transferência horizontal de uma alga vermelha simbionte 

(STIBITZ et al., 2000; KATZ, 2002). 

A transferência horizontal não se restringe apenas à transferência de fragmentos de material 

genético de uma célula para outra. Eventualmente genomas inteiros são fundidos gerando-se um 

organismo híbrido que pode ou não ser viável e gerar descendentes férteis. Este fenômeno ocorre tanto 

em procariotos, através de conjugação interespecífica, como em eucariotos (RAVEL et al., 2000). Em 

plantas, são transferidos genomas inteiros por fecundação cruzada. A atemóia é um exemplo deste 

fenômeno e resulta do cruzamento entre Annona cherimola Mill. x Annona squamosa L (NEVES et al., 

2003; MELO et al., 2002). Em mamíferos, apesar de mais raro, existem relatos de cruzamentos 

interespecíficos, alguns aproveitados comercialmente, como no exemplo do cruzamento entre porco e 

javali (Sus domesticus X Sus scrofa scrofa) resultando no javaporco, animal servido como iguaria em 

muitos centros urbanos (LUI, 2000). 

A incorporação do DNA exógeno pela célula receptora pode ser definitiva ou transiente. A 

estabilidade da transferência dependerá do tipo e da estrutura genética do material transferido, da 

capacidade de expressão de produtos tóxicos, dos locais da inserção no genoma, dos mecanismos de 

salvaguarda do DNA e da atuação de barreiras reprodutivas (KURLAND et al., 2003; LEWIN, 2004; 

LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 e 1986; MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 

1997; Song et al., 2001; KOUPRINA et al., 2003; BACOLLA et al., 2004; LAN E MUGUIRA, 2005; 

WOJCIECHOWSKA et al., 2005; GRINDLEY et al., 2006, WANG et al.,2006; WOJCIECHOWSKA et 

al., 2006; DU et al., 2007; WANG; VASQUEZ, 2004, 2006 e 2007; MARRI et al., 2007). 

A transferência horizontal pode ocasionar instabilidade genética na célula receptora, gerando 

rearranjos variados. Após a integração, são freqüentes os relatos de duplicações, translocações ou 

deleções, envolvendo pequenos ou grandes segmentos cromossômicos, gerando novas combinações 

genômicas (Wilkie e Palmiter, 1987; Covarrubias et al., 1986; KOUPRINA et al., 2003; KIM e col., 
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2004; GRINDLEY et al., 2006; DU et al., 2007; HAN e col., 2007). O fenômeno contribuiu, e 

provavelmente ainda vem contribuindo, para o surgimento de novas combinações genômicas nos três 

grandes ramos filogenéticos Archea, Bactéria e Eukarya (HACKER; KAPER, 2000; KATZ, 2002; 

GOGARTEN et al., 2002; MOWER et al., 2004; CHOI; KIM, 2007; MARRI et al., 2007; POPTSOVA; 

GOGARTEN, 2007; ROGERS et al., 2007). 

Em termos evolutivos, a grande maioria das novas combinações resultantes de fluxo gênico seria 

neutra (GOGARTEN et al., 2005; THOMPSON et al., 2005). Contudo, é inegável a importância do 

fenômeno na adaptação das espécies a nichos ecológicos específicos, conforme indicam os estudos 

filogenéticos de determinados grupamentos protéicos (HACKER; KAPER, 2000; KATZ, 2002; 

GOGARTEN et al., 2002; MARRI et al., 2007).  

Apesar de ser um fenômeno natural aparentemente comum, o verdadeiro impacto da 

transferência horizontal na evolução dos genomas eucarióticos ainda é pouco conhecido em virtude da 

deficiência dos métodos de detecção (RUJAN; MARTIN, 2001; STIBITZ et al., 2000; KATZ, 2002; 

KURLAND et al., 2003; AZAD; LAWRENCE, 2005; ROGERS et al., 2007; POPTSOVA; 

GOGARTEN, 2007). Os métodos utilizados para identificar a transferência horizontal podem ser 

divididos em dois grupos: os paramétricos e os filogenéticos (AZAD; LAWRENCE, 2005; POPTSOVA; 

GOGARTEN, 2007). O método paramétrico baseia-se na detecção de composições atípicas de seqüências 

quando a região é comparada com o restante do genoma, enquanto que o método filogenético procura por 

conflitos entre a filogenia do segmento gênico em relação ao restante do genoma. Estas duas técnicas 

identificam regiões de transferência que muitas vezes não se sobrepõe, sugerindo a necessidade de 

desenvolvimento de ferramentas mais adequadas para estudar o fenômeno (AZAD; LAWRENCE, 2005; 

POPTSOVA; GOGARTEN, 2007). Estudos recentes empregando modelagem “in sílico” indicam que a 

taxa de transferência deva ser maior do que a estimada pelos métodos atuais (CHOI; KIM, 2007; 

POPTSOVA; GOGARTEN, 2007).  

2.2 - Transferências de minicírculos de kDNA de Trypanosoma cruzi para o genoma da 

célula hospedeira 

A progressão das lesões cardíacas em indivíduos chagásicos crônicos, a despeito da baixa 

parasitemia, motivou a hipótese elaborada por Teixeira e colaboradores (1991 e 1994) de que as formas 

amastigotas intracelulares de T. cruzi induziriam alterações no genoma hospedeiro que poderiam 
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correlacionar-se a sintomatologia característica dessa fase. As primeiras evidências da transferência de 

genes do parasita para o hospedeiro foram obtidas a partir dos estudos citogenéticos e hibridação in situ 

realizadas por esses autores. Após análise dos macrófagos peritoneais isolados de camundongos 

chagásicos verificou-se a presença de estruturas anormais nas cromatinas, que não eram observadas nas 

células dos animais saudáveis. O resultado das hibridações dos cromossomos com sondas de DNA do 

parasita sugeriram integração do material genético do T. cruzi no genoma hospedeiro. Os autores também 

mostraram que haveria maior freqüência de integração nos cromossomos 3, 6 e 11 e que o material 

genético encontrado provinha, exclusivamente, dos minicírculos do cinetoplasto. Com a finalidade de 

testar a hipótese de integração, os autores passaram a trabalhar com linhagens de macrófagos (humano 

U937) infectados com o T. cruzi e posteriormente tratadas com benzonidazol. Erradicada a infecção, as 

amostras de DNA foram colhidas para as análises do perfil de restrição e presença de sinal de hibridação 

com sonda de minicírculos. O resultado reforçou a hipótese de transferência do DNA parasita para a 

célula hospedeira.  

Argañaraz (1996) obteve linhagens de macrófago com segmentos de minicírculos de kDNA 

integrados ao genoma após infectar células humanas em cultura com o parasita. Através da amplificação 

por PCR utilizando seqüências de minicírculos como “iniciador”, esse autor obteve regiões com 

seqüências híbridas minicírculo/DNA mamífero, cuja análise em banco de dados mostrou dois eventos 

contíguos de integração de minicírculos intercalados por um fragmento de elemento transponível da 

família LINE-1. 

No estudo conduzido por Simões-Barbosa e colaboradores (1999) com soro de pacientes 

chagásicos e células murinas com e sem integração de kDNA, evidenciou-se que a transferência do 

kDNA poderia afetar a expressão gênica da célula receptora. Essa mudança no padrão de expressão foi 

observada nos primeiros três meses de repiques o que pode ser um indício de instabilidade genética na 

célula. 

Nitz e colaboradores (2004) mostraram que tanto em coelhos como em galinhas o kDNA de T. 

cruzi integra-se preferencialmente em regiões do elemento transponível LINE-1. Essas seqüências 

apresentavam estruturas de kDNA repetidas e rearranjadas, sugerindo sucessivas integrações ou 

instabilidade genética da região clonada (TEIXEIRA et al., 2006). 
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2.3 – Elementos repetitivos 

Em conseqüência do “Projeto Genoma”, sabe-se hoje que apenas 3% do material genético 

haplóide de uma célula mamífera são compostos por seqüências que codificam para cadeias 

polipeptídicas (éxons), o restante compreende os chamados “refugos”, onde estão distribuídas as diversas 

repetições de origem não viral ou viral agrupadas genericamente em satélites, minissatélites 

microssatélites, telômeros, seqüências repetitivas curtas, dentre elas SINES, ALU e MIR, e longas, tais 

como LINES, L1 e L2 LTR (LEWIN, 2004; revisto em BERNARDI, 1995; KAZAZIAN; MORAN, 

1998, INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2001; KIM et al., 

2004; HAN et al., 2007). Nos grupos de seqüências repetitivas curtas e longas encontram-se os elementos 

transponíveis (elementos móveis), as seqüências interruptoras de genes (íntrons) e os provírus, tanto de 

origem viral como retroviral (revisto em BERNARDI, 1995; BIEMONT; VIEIRA, 2003; FAWCETT et 

al., 2006; HAN et al., 2007). 

Os elementos móveis curtos e longos foram identificados em todos os genomas onde foram 

procurados. Em humanos aproximadamente 60% desses elementos estão localizados na região de 

heterocromatina (BIEMONT; VIEIRA, 2003), sendo agrupados em duas categorias de acordo com 

existência ou não de um intermediário de RNA durante o processo de mobilidade no genoma. Na primeira 

categoria estão as seqüências com capacidade de transposição direta, tais como elementos transponíveis 

de origem viral, seqüências IS, Tn, e muitos íntrons, que se mobilizam por mecanismos de recombinação 

não homóloga replicativa ou não replicativa. A segunda categoria compreende os elementos de origem 

retroviral e transposons que se locomovem via mecanismo de retrotransposição (FINNEGAN, 1983; 

WEISS et al., 1985; VARMUS, 1988; LEWIN, 2004; BUZDIN et al., 2007). Mais de 40% do genoma 

mamífero é constituído por segmentos originários de retrotransposição (BUZDIN et al., 2007). De acordo 

com a similaridade de seqüências, os diferentes elementos móveis podem ainda ser agrupados em 

superfamílias, famílias e subfamílias dentro de cada categoria (HAN et al., 2007).  

A grande maioria das partículas móveis apresenta em sua estrutura as informações necessárias 

para promover a sua expansão, ou transferência de um ponto do genoma para outro. Contudo, algumas 

famílias necessitam da expressão de enzimas de outros elementos móveis ativos para se transporem, como 

no caso dos SINES, que se movimentam por retrotransposição com o auxílio da maquinaria de outros 

retrotransposons (HAN et al., 2007; FAWCETT et al., 2006; GU et al., 2007). 
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Existe uma forte correlação entre as seqüências de bases das repetições que interrompem 

seqüências gênicas, os íntrons e as seqüências que compõe o grupo dos elementos móveis no genoma. 

Essa semelhança levou à especulação de que os íntrons e os elementos móveis poderiam estar 

evolutivamente correlacionados (LAMBOWITZ, 1989; CAVALIER-SMITH, 1991; HICKEY, 1992; 

LEWIN, 2004).  

As inserções de elementos móveis no genoma, dependendo da natureza do elemento repetitivo, 

podem alterar a expressão gênica (DEININGER et al., 2003), se rico em regiões CG, como no caso dos 

elementos Alu, podem introduzir novas ilhas CpG (Lander et. al., 2001), podem gerar deleções (HAN et 

al., 2005) ou criar novos genes ou famílias gênicas (XING et al., 2006, BUZDIN et al., 2007). 

As seqüências repetitivas semelhantes, móveis ou não móveis, podem estar arranjadas próximas 

umas das outras formando estruturas simples ou complexas, genericamente classificadas quanto as suas 

orientações na fita de DNA. Deste modo, duas repetições próximas, estando na mesma orientação, 

formam uma estrutura simples denominada de repetição direta. Igualmente, duas repetições com 

seqüências invertidas entre si, ou invertidas e complementares, são classificadas no grupo das repetições 

invertidas, ou no grupo das palindrômicas, respectivamente. Estas seqüências podem estar ligadas umas 

às outras, formando estruturas complexas, também conhecidas por “tandens”. Estruturas simples ou 

complexas são encontradas tanto dentro como fora de regiões transcritas (LEWIN, 2004). Conforme a 

organização das repetições e da natureza da seqüência em termos de composição e distribuição das bases, 

o DNA pode assumir localmente estruturas diferentes das preditas por Watson e Crick (1953), ou seja, 

pode formar estruturas diferentes das do tipo B (dupla hélice invertida e complementar de passo direito) e 

formar alça, grampos, estruturas cruciformes, estruturas do tipo Z, curvas e dobramentos, estruturas 

triplas ou tipo H, quádruplas ou tetraplex (WANG et al., 2006; KMIEC et al., 1985; STEINMETZ, 1986; 

LINIAL; SHLOMAI, 1987; KIYAMA; KIYAMA, 1996; GABRIELIAN et al., 1996; GABRIELIAN; 

PONGOR, 1996; VLAHOVICEK; PONGOR, 1996; KIYAMA et al., 1999; ZHANGA; ZHANG, 2003; 

WANG; VASQUEZ, 2004; WANG; VASQUEZ, 2004; KAUSHIK et al., 2007), que podem ser 

reconhecidas pelos mecanismos de recombinação celular e propiciar rearranjos diversos no material 

genético demonstrados em diferentes tipos de estudos (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 e 

1986; MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997; SONG et al., 2001; KOUPRINA et al., 2003; 

LAN; MUGUIRA, 2005; GRINDLEY et al., 2006; DU et al., 2007; WELLS, 2007). 
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Estruturas repetidas invertidas e diretas não móveis são encontradas flanqueando muitos 

elementos transponíveis ativos e inativos. Os tamanhos das estruturas invertidas variam 

significativamente de elemento para elemento, podendo apresentar de nove a mais de duzentos pb 

(LEWIN, 2004; DOAK et al., 1997; BENITO; WALBOT, 1997). As repetições diretas são resultantes da 

duplicação do sítio de entrada da integração. São seqüências normalmente pequenas, entre 3 a 12 bases. 

Acredita-se que as enzimas envolvidas reconheçam as seqüências do sítio de entrada e direcionem o 

evento de transposição, a exemplo do que acontece na integração do fago λ (BELFORT; PERLMANS, 

1995; BENITO; WALBOT, 1997; LEWIN, 2004). 

No genoma estão presentes milhares de estruturas que possuem capacidade de transposição, 

porém a maioria encontra-se inativa. Muitas inserções novas, a partir de estruturas transgênicas são 

silenciadas pouco tempo depois de sua integração. Acredita-se que o silenciamento seja o resultado das 

discrepâncias entre a composição de CG do elemento inserido e o ambiente do “isochore” receptor. 

Observa-se também que elementos integrados em regiões pobres em CG são mais freqüentemente 

inativados que os inseridos em regiões mais ricas em CG (BERNARDI, 1995). 

Como há uma coincidência entre os sítios inativos e grau de metilação, vários pesquisadores 

sugeriram que a metilação poderia ser responsável pelo controle da transposição ao nível de transcrição 

(BESTOR; TYCKO, 1996; YOLDER et al., 1997). O’NEILL et al. (1998) mostraram a associação entre a 

diminuição da metilação e ativação de retroelementos, correlacionando o silenciamento à estabilidade do 

genoma. 

a) Elementos repetitivos móveis longos 

Dentre os elementos repetitivos longos de origem viral os mais freqüentes em mamíferos são os 

LTR (long terminal repeats) e os não LTRs (non LTRs), onde se encontram os LINES (long interspersed 

elements) (BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). 

Os LTR caracterizam-se por apresentarem longas regiões repetidas nas extremidades de suas 

seqüências integradas, com tamanho entre de 250 a 1.400 pb flanqueadas pela duplicação de 4 a 6 bases 

correspondentes ao sítio de entrada no genoma. Esses elementos são transcritos pela RNA polimerase II 

durante o processo de mobilização. A fita de mRNA gerada não apresenta cauda poliadenilada, e 

freqüentemente possui íntrons, que são removidos antes da fita ser traduzida. De um modo geral, os 

retroelementos possuem as informações necessárias para promover a sua retrotransposição (transcriptase 
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reversa e/ ou integrase), mas ao contrário dos retrovírus, os genes do envelope viral estão ausentes, ou 

defectivos (LEWIN, 2004; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). Dentro desse grupo estão os elementos Ty 

(em levedura), copia (em drosófila), IAP (em roedores) e THE1 (em humanos) (LEWIN, 2004).  

O segundo grupo de elementos móveis longos compreende a família LINE. Inicialmente, esses 

elementos foram classificados no grupo dos retroelementos de origem não viral, devido à presença de 

seqüências poliadeniladas terminais e ausência de LTRs, entretanto as análises das fases abertas de leitura 

mostraram alta identidade com enzimas retrovirais responsáveis pela retrotransposição (LEWIN, 2004). A 

estrutura dos LINEs apresenta duas fases abertas de leitura. A primeira codifica uma proteína semelhante 

à gag com sítio de ligação com RNA e propriedade chaperônica para ácidos nucléicos (HOHJOH; 

SINGER, 1996; KOLOSHA; MARTIN, 1997; MARTIN; BUSHMAN, 2001; MARTIN et al., 2005), e a 

segunda fase aberta uma proteína do tipo polimerase com atividade endo-desoxiribonuclease e 

transcritpase reversa (MATHIAS et al., 1991; FENG et al., 1996). As análises “in silico” dos sítios de 

integração de LINEs sugerem a participação do mecanismo de reparo de dupla fita do DNA na 

transposição destes elementos (ICHIYANAGI; OKADA, 2006). 

Os LINEs compreendem pelo menos onze classes que são subdivididas em diferentes categorias. 

As categorias distribuem-se nos genomas de um grande número de espécies eucarióticas (MALIK; 

EICKBUSH, 1999; ARKHIPOVA; MESELSON, 2000). Dentre essas categorias, o “LINE-1” é a mais 

freqüente em mamíferos. Acredita-se que existam em torno de 50.000 – 100.000 cópias desse elemento 

por genoma da maioria das espécies (HWU et al., 1986; SMITH, 1996; HAN et al., 2007; BABUSHOK; 

KAZAZIAN, 2007). Devido ao grande número de cópias, são tidos como sítios preferenciais para mediar 

recombinação homóloga desigual (FANNING; SINGER, 1987; BURWINKEL; KILIMANN, 1998). 

Apenas 5% das seqüências LINEs-1 presentes estão completas, o que corresponde a 

aproximadamente 3500 cópias por genoma. Os restantes 95% encontram-se truncados na sua porção 5’ 

fosfato ou rearranjados (FANNING; SINGER, 1987; DOMBROSKI et al., 1993; BUZDIN et al., 2003; 

BUZDIN et al., 2007). Os elementos completos variam entre 6 a 7 kb, com o consenso na ordem de 6 kb. 

A grande maioria acumula códigos de terminação da tradução em suas seqüências de DNA, o que impede 

a síntese das proteínas responsáveis pela sua locomoção, sendo raros os elementos capazes de se transpor 

a outros sítios no genoma. Mesmo os elementos potencialmente capazes, grande parte encontra-se inativa 

ao nível de transcrição, provavelmente por metilação (DOMBROSKI et al., 1993; BABUSHOK; 
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KAZAZIAN, 2007). Acredita-se que existam no genoma humano apenas 20 a 40 cópias do LINE-1 aptas 

para realizar a retrotransposição (SASSAMAN, 1997; SELEME et al., 2006). 

Fragmentos de LINE-1 degenerados estão presentes nas regiões estruturais silenciosas, 

regulatórias e em regiões transcritas de muitos genes, compondo principalmente íntrons. Esse elemento é 

encontrado fazendo parte da estrutura genômica do complexo de histocompatibilidade principal (CPH) 

(emb I X87344 I), cadeia β dos receptores de linfócitos (gb I L36092), fator de coagulação (gb I M22333 

I e gb I M64554 I), receptor para interleucinas (emb I X67285 I), fatores do complemento e genes para 

βglobina (gb I UO1317 I), entre outros (KAZAZIAN et al., 1988; MIKI, 1998; KAZAZIAN; MORAN, 

1998). 

Ostertag e Kazazian (2005) mostraram maior ocorrência de integrações de LINE-1 nas 

proximidades dos genes expressos. O fenômeno foi evidenciado pelas mudanças nos padrões de 

expressão gênica nas culturas de células neuronais. Babushok et al. (2006), através de estudos com 

murinos transgênicos, também demonstraram a tendência de direcionamento das novas inserções de 

LINE-1 para as regiões intergênicas. Bernardi (1995) e Graham e Boissinot (2006), por sua vez, 

observaram que os LINEs antigos estariam localizados preferencialmente nas regiões ricas em AT e com 

baixa concentração gênica. Graham e Boissinot (2006) postularam que essa maior ocorrência decorreria 

da seleção negativa dos eventos e não propriamente da preferência por estas regiões. 

Os LINE-1 são mais abundantes nos cromossomos sexuais do que nos autossômicos 

(GRAHAM; BOISSINOT, 2006). Em humanos verificou-se que 89% dos 100 Kb do cromossomo X são 

constituídos por LINE-1. Esses elementos estão ausentes no cluster que compreende os genes homeobox 

do cromossomo (GRAHAM; BOISSINOT, 2006). 

Existem diferenças evolucionárias dos LINEs-1 entre as espécies mamíferas. A divergência entre 

o elemento LINE-1 murino e o LINE-1 humano, por exemplo, é em torno de 60% (MIKI, 1998). O 

elemento LINE-1 murino, também denominado de IAP, caracteriza-se pela presença de repetições com 

aproximadamente 200 pb na região 5’ fosfato que antecede a ORF 1. Essas repetições, ausentes em 

LINE-1 de primatas, apresentam atividade promotora e ativadora da transcrição (GOODIER et al., 2001). 

Embora a maioria dos LINE-1 tenha se inserido no genoma depois da divisão entre primatas e roedores, o 

padrão de distribuição desse elemento transponível nos dois genomas são muito semelhantes, sugerindo 
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um mecanismo de reconhecimento de sítios de integração preferencial comum (GRAHAM; BOISSINOT, 

2006). 

Entre primatas a similaridade dos LINEs-1 é elevada em relação aos demais mamíferos. 

Verifica-se, por exemplo, grande semelhança nos elementos isolados de humanos e de chipanzés. 

Contudo, os LINE-1 no genoma humano são mais ativos (LEE et al., 2007). 

A atividade do LINE no genoma não é uniforme entre os indivíduos da mesma espécie, o que 

ocasiona variações quantitativas do elemento e conseqüentes variações na estrutura do genoma (HWU et 

al., 1986; SMITH, 1996; SELEME et al., 2006; HAN e col., 2007; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). 

Acredita-se que esse fator venha contribuindo para aumentar a variabilidade genética na espécie humana 

(SELEME et al., 2006; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). 

A clonagem e expressão de LINE-1 ativos vem permitindo ampliar as informações sobre o 

mecanismo de retrotransposição do elemento (MORAN et al., 1996; SASSAMAN et al., 1997; 

KOLOSHA; MARTIN, 1997; HOHJOH; SINGER, 1997; MIKI, 1998; BUZDIN e col., 2003; MARTIN, 

2005; BABUSHOK et al., 2006; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007).  

Nos elementos LINE-1 completos, a extremidade 5’ fosfato apresenta uma região de 

aproximadamente 1kb contendo vários códigos sinalizadores para final de tradução (“stop codons”) em 

todas as fases de leituras (“frames”). Woodcock et al. (1996) mostraram que esta região codifica dois 

RNAs pequenos, um de 305 e outro de 275 b, cuja função ainda é desconhecida. No LINE-1 humano a 

região 5’ não traduzida do gene apresenta um promotor interno localizado nas primeiras 100-150 bases e 

uma seqüência adicional de 670 bases responsável pela ativação do elemento, com afinidade pela RNA 

polimerase III (KUROSE et al., 1995; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). Segue-se a essa região duas 

fases abertas de leitura (ORF- open reading frame), a primeira com 1kb (ORF 1) e a outra de 4kb (ORF 

2) intercaladas por uma pequena seqüência que não codifica proteína. Após as ORFs observa-se que a 

extremidade 3’ OH que não é traduzida apresenta sinalização característica para adição de cauda poli A 

pela RNA polimerase II, seguida pela seqüência terminal rica em “A”. Nos flancos dos elementos LINE-1 

típicos aparecem repetições diretas contendo de 2 a 20 pb decorrentes da duplicação do sítio de entrada 

(FANNING; SINGER, 1987; LANKINEN et al., 1996.; MCGLYNN e col., 2002; BABUSHOK; 

KAZAZIAN, 2007). A ORF-1 carrega informações para a síntese de uma proteína tipo gag de 

aproximadamente 40 KDa (p40 ORF1), é rica em resíduos básicos e contém domínio leucina zíper. A 
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proteína possui a capacidade de se ligar em seqüências não específicas de RNAs. Em humanos e 

camundongos apresenta propriedade chaperônica para ácidos nucléicos e forma partículas de 

ribonucleoproteínas em linhagens de células teratocarcinomas de camundongo. A proteína é essencial 

para a retrotransposição, acelerando o anelamento e formação do duplex no ponto de inserção (MARTIN, 

2006; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). A ORF-2, localizada a aproximadamente 63 bases do final da 

ORF-1, codifica uma proteína de aproximadamente 150 KDa que apresenta capacidade endonucleásica, 

atividade transcriptase reversa e domínio terminal rico em Cisteína. Mutações nesse domínio reduzem 

sensivelmente a capacidade de retrotransposição sem, contudo, afetar a capacidade de retrotranscrição. O 

produto da ORF 2 tem localização predominantemente citoplasmática e a perda da região carboxiterminal 

direciona a proteína para o nucléolo (GOODIER et al., 2004; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). 

O mecanismo de transposição dos LINE-1 está em parte esclarecido. Para a mobilidade do 

elemento é necessário que as proteínas codificadas pelas duas ORFs estejam presentes e ativas 

(KOLOSHA; MARTIN, 1997; HOHJOH; SINGER, 1997; revisto por BABUSHOK; KAZAZIAN, 

2007). Ainda não está claro se o elemento é transcrito pela RNA polimerase II ou III, existindo evidências 

de que a transcrição poderia se dar por ambos os processos (KUROSE et al., 1995; revisto por 

BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). A geração da nova cópia de LINE-1 no genoma requer a ruptura e o 

reparo da fita de DNA alvo. A semelhança das retrotransposições de elementos LTR R2Bm, acredita-se 

que a ruptura no sítio alvo geraria uma extremidade 3’ OH livre que atuaria como iniciador para a síntese 

da fita de DNA complementar ao RNA pela transcriptase reversa codificada pela ORF 2 do LINE-1 

(LUAN et al., 1993; COST et al., 2001). A seqüência alvo preferencial de entrada dos LINE-1 no genoma 

compreende os nucleotídeos 5’- TTTT/AA – 3’ e suas variações (GILBERT et al., 2002; SYMER et al., 

2002; COST et al., 2002; GILBERT et al., 2005; GRAHAM; BOISSINOT, 2006; BABUSHOK; 

KAZAZIAN, 2007). A perda da capacidade endonucleásica da ORF2 gera produtos de integração atípicos 

em células deficientes no mecanismo de reparo do DNA, sugerindo que os LINE-1 poderiam também 

utilizar os cortes preexistentes nas fitas para promover a sua retrotransposição (BABUSHOK; 

KAZAZIAN, 2007). Farkash e colaboradores. (2006a e b), com base nas observações “in sílico” dos 

elementos LINE-1 truncados de Zingler et al. (2005), postularam um segundo mecanismo de integração 

com a participação de endonucleases do mecanismo reparo do DNA. 
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Recentemente verificou-se a existência de retrogenes quiméricos compostos por cópias de 

transcritos celulares fusionados com a porção 3’ de elementos de transposição. As quimeras retrovirais 

foram encontradas em genomas mamíferos e de fungos (BUZDIN et al., 2007). 

O mecanismo de formação das quimeras associa genes expressos que aparentemente não 

apresentam similaridade de seqüência com os retroelementos (BUZDIN et al., 2007). Todos os eventos 

analisados apresentaram a seqüência gênica do hospedeiro e do elemento transponível na mesma 

orientação e poliadenilação na extremidade 3’OH. Aparentemente, não existiria um ponto preferencial de 

junção entre os dois segmentos. Nos flancos da integração observam-se as repetições diretas 

características da duplicação do sítio de entrada do elemento no genoma (BUZDIN et al., 2007).  

Em mamíferos, o elemento transponível predominante nas quimeras é o LINE-1. A análise dos 

flancos dos elementos integrados mostrou as repetições características do hexanucleotídeo T2A4 e suas 

variantes, correspondentes ao sítio de entrada do elemento (BUZDIN et al., 2003; BUZDIN et al., 2007). 

As combinações de seqüências decorrentes das fusões vêm contribuindo para a formação de novos genes 

nas espécies estudadas (BUZDIN et al., 2003; BUZDIN et al., 2007). 

Inserções recentes de LINE-1 foram associadas a doenças, tanto em murinos como em humanos. 

A integração da família IAP (LINE-1 murino) foi identificada nas regiões codificadoras dos genes c-Fos, 

em plasmocitomas de camundongos, no flanco 5’ fosfato do gene c-myc, no gene Fu murino e no gene 

“reeler” (TAKAHARA et al., 1996; MIKI, 1998). Em humanos, foi descrita pela primeira vez por 

Kazazian et al. (1988) interrompendo o exon 14 do fator de coagulação VIII. Posteriormente, várias 

outras mutações foram associadas à integração “de novo” deste elemento (MIKI, 1998). CHEN et al. 

(2005), em trabalho de revisão, elencaram mais de 40 inserções de elementos LINE-1 no genoma 

associadas a doenças. Após os eventos de integração é freqüente a ocorrência de rearranjos complexos 

com duplicações e deleções variadas (CHEN et al., 2005). MUSOVA et al. (2006) mostraram a 

ocorrência de inserção de um elemento LINE-1 no exon 44 seguida de rearranjo genético que ocasionou a 

síndrome de distrofia muscular de Duchenne no paciente estudado. 

Belgnaoui et al. (2006) sugerem a ativação do LINE-1 nas células tumorais para controle da 

proliferação tumoral. Os autores observaram que a ativação de LINE-1 nesse tipo de célula gera múltiplas 

quebras na dupla fita do DNA desencadeando o processo apoptótico. 
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b) Elementos repetitivos móveis curtos 

Os elementos repetitivos móveis curtos não virais pertencem ao grupo dos non-LTRs. 

Caracterizam-se pela ausência de LTRs, duplicações de 7 a 21 pb nas extremidades do elemento 

integrado; presença de poliadenilação na extremidade 3’ OH; ausência ou poucos íntrons e transcrição via 

RNA polimerase II ou III (BLINOV 1998; LEWIN, 2004). Considerados inicialmente como elementos 

estruturais sem função, sabe-se hoje que muitos participam de sítios regulatórios, a exemplo das ilhas de 

CpG e sítios recombinativos (CHRISTMANN et al., 1991; CRAI; BICKMORE, 1994; RUBIN et al., 

1994; BERNARDI, 1995; MIGHELL et al., 1997; GRAFF et al., 1997; BLINOV et al., 1998).  

As seqüências repetitivas do tipo SINE (short interspersed elements) pertencem a esta categoria 

de elementos móveis curtos de origem não viral. Movimentam-se por retrotransposição com o auxílio de 

outros elementos móveis ativos, já que não codificam as enzimas necessárias para a sua mobilização e são 

transcritos através de um promotor interno para RNA polimerase III. (MATHIAS et al., 1991; 

WALLACE et al., 1991; BELFORT; PERLMANS, 1995; FAWCETT et al., 2006; GU et al., 2007). Em 

geral possuem tamanho entre 100 a 500 pb (YASUI et al., 2001; FAWCETT et al.,2006; GU et al., 2007). 

Em termos evolutivos, os SINES contribuíram significativamente para a história evolucionária da maioria 

das espécies eucarióticas (FAWCETT et al., 2006). Em vertebrados compõe duas superfamílias CORE-

SINE e V SINE (KAZAZIAN, 2004; GILBERT; LABUDA, 1999; OGIWARA, 2002; FAWCETT et al., 

2006). Em plantas sua distribuição é mais limitada, sendo encontradas famílias de SINES do tipo AU 

(YASUI et al., 2001; FAWCETT et al., 2006).  

Dentre os SINEs, as seqüências Alu são os mais presentes no genoma primata. Com tamanho de 

aproximadamente 300 pb, esses elementos representam 5% - 10% do genoma, o que corresponde a pelo 

menos 1 cópia a cada 6kb – 3kb. Sua distribuição não é randômica e normalmente são encontrados no 

genoma próximos uns aos outros, como observado no gene Bat2 do lócus HLA classe II que possui 42 

repetições do elemento Alu (HWU et al., 1986; MOYZIZ et al., 1989; PITTMAN; SCHIMENTI, 1998; 

BLINOV et al., 1998; MIGHELL et al., 1997, DEININGER; BATZER, 1999). A estrutura dimérica é 

exclusiva de primatas e estima-se que tenha surgido a 65 milhões de anos (BLINOV et al., 1998), mas a 

forma monomérica também está presente nestes organismos (ZUCMAN-ROSSI et al., 1997). 
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O elemento Alu, em murinos, é um monômero com aproximadamente 150 pb e é conhecido 

como elemento B (B1 e B2). Acredita-se que os monômeros tenham um ancestral comum homólogo a 

partícula 7SL de RNA nuclear. 

A família Alu é composta por várias subfamílias que apresentam identidade da ordem de 70 a 

75% (DEININGER et al., 1992; DEININGER; BATZER, 1999). Descrevem-se inserções antigas e 

recentes desse elemento, existindo subfamílias espécie específicas, a exemplo de alguns tipos de Alu 

característicos de alguns grupos de primatas (DEININGER et al., 1992; FAWCETT et al., 2006). 

O Alu dimérico possui aproximadamente 280 pb, é composto por dois monômeros ligados por 

uma região rica em A, sendo o da extremidade 3’ (braço direito) aproximadamente trinta bases maiores 

do que o da região 5’ (braço esquerdo). Apesar das diferenças estruturais entre a família B e Alu, ambos 

possuem dois sítios promotores (A e B) para RNA polimerase III (BLINOV, 1998). No Alu primata, a 

ligação da polimerase ocorre no braço esquerdo (MIGHELL et al., 1997). Em elementos de origem 

recente é possível observar pequenas regiões repetidas diretas nos flancos (WALLACE et al., 1991). A 

recombinação homóloga desigual entre elementos Alu é freqüente e não randômica, ocorrendo 

preferencialmente entre as regiões A e B nos Alus diméricos (KASS et al., 1995). 

Como esses elementos não possuem as enzimas necessárias para promoverem sua própria 

retrotransposição, contam com o auxílio de outros elementos ativos tais como LINE-1 (MATHIAS et al., 

1991; LANDER et al., 2001; DEWANNIEUX et al., 2003; HULME et al., 2007; BABUSHOK; 

KAZAZIAN, 2007). Desse mecanismo sabe-se que a proteína codificada pela ORF 2 dos elementos 

LINE-1 é requerida no processo e a transposição pode ser bloqueada pela proteína APOBEC3G, uma 

citidina deaminase que inibe a infecção pelo vírus HIV, de forma independente da expressão da proteína 

da ORF 1 do elemento LINE -1 (HULME et al., 2007). 

Cópias simples de Alu ou regiões ricas em Alu são normalmente encontradas em locais com altos 

teores de C/G, em regiões próximas a ilhas CpG e flanqueando genes, íntrons e espaços intergênicos, mas 

não dentro de regiões transcritas (GRAFF et al., 1997; BLINOV et al., 1998). Existem controvérsias 

quanto aos motivos dessa distribuição (GROVER et al., 2003; GROVER et al., 2004; JURKA, 2004; 

HACKENBERG et al., 2005; CORDAUX et al., 2006). Contudo, estudos com populações antigas e 

recentes de Alu sugerem que a entrada do elemento no genoma seria randômica havendo uma seleção 

positiva para aqueles inseridos em regiões não transcritas ricas em C/G (BELLE; EYRE-WALKER, 
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2002; CORDAUX et al., 2006; GU et al., 2007). Verificou-se que inserções novas do elemento Alu 

podem eventualmente gerar interrupção de genes ou rearranjos complexos no local da inserção 

ocasionando doenças genéticas (DEININGER; BATZER, 1999; CHEN et al., 2005; OKUBO et al., 

2007). 

Vários trabalhos indicam que os elementos Alu possam atuar na regulação da expressão gênica. 

Rubin et al. (1994) sugerem a funcionalidade das seqüências Alu em virtude da variação no seu padrão de 

metilação em diferentes tecidos. Graff e colaboradores (1997), propõem a participação das seqüências Alu 

no processo de metilação “de novo” das regiões CpG próximas. LANDER e colaboradores (2001) 

mostram que os elementos Alu podem introduzir a formação de novas ilhas CpG. Blinov e colaboradores 

(1998), com base na potencialidade dos Alus formarem estruturas triplex, sugerem que as seqüências Alu 

comporiam um código espacial formado pelas combinações das diferentes repetições completas e 

truncadas, diretas e invertidas. 

c) Estrutura repetitiva e cinetoplastos 

O cinetoplasto é a organela que contém o DNA mitocondrial dos protozoários da família 

kinetoplastidae. O DNA do cinetoplasto (kDNA) representa 10 a 15% do DNA total dos kinetoplastidea 

(Rion e Dealin, 1969) e está peculiarmente arranjado, formando uma estrutura complexa composta de 

pequenos segmentos de DNA circular catenados (minicírculos) e de segmentos circulares maiores 

(maxicírculos) (revisto em SHAPIRO; ENGLUND, 1995).  

Os maxicírculos estão presentes na organela em número de 25 a 100, conforme o 

tripanossomatídeo. Em termos de seqüência de bases do DNA, observa-se que as moléculas de 

maxicírculo apresentam um alto grau de homogeneidade entre si e carregam informações para a 

biogênese mitocondrial. Os genes presentes nessas moléculas, diferentemente de outros eucariotos, 

codificam RNAs mensageiros que apresentam discrepâncias nas fases de leitura, quando comparados às 

seqüências das suas correspondentes proteínas, sugerindo participação de mecanismos de processamento 

pós-transcricionais característicos para se tornarem ativos (BENNE et al., 1986; FEAGIN et al., 1988).  

Os minicírculos variam em quantidade e tamanho entre os cinetoplastídeos. Por exemplo, em 

Trypanosoma brucei, essas moléculas variam entre 0,5 a 2,9 kilo bases (Kb) e estão presentes em mais de 

10.000 cópias por organela. No T. cruzi, a grande maioria dos minicírculos está na faixa de tamanho entre 

1,4 - 1,5 Kb, e é composta por quatro regiões variáveis semelhantes entre si, intercaladas, a cada 90° na 
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molécula circular, por regiões conservadas com aproximadamente 120 pares de bases (pb) (revisão em 

SIMPSON, 1997). A heterogeneidade dos minicírculos de tripanosomatídeos é observada tanto entre 

espécies quanto dentro da espécie. Em T. brucei, por exemplo, estima-se que existam 300 classes de 

minicírculos diferentes, um número bastante elevado quando comparado ao da espécie Trypanosoma 

equiperdum cujos minicírculos apresentam alta homogeneidade na seqüência de bases do DNA. Os 

minicírculos de T. cruzi apresentam grau intermediário de variabilidade em relação às categorias 

estudadas (RIOU; YOT, 1977). 

As linhagens de T. cruzi podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com as 

características bioquímicas, isoenzimas e marcadores moleculares do DNA ribossomal, regiões 

espaçadoras dos mini-exons e genes de maxicírculo. Apesar da distinção filogenética entre os grupos, a 

organização geral dos minicírculos de kDNAs permanece conservada (JUNQUEIRA et al., 2005). 

Os minicírculos de kDNA são utilizados como marcadores moleculares para identificar a 

presença do parasita em testes diagnósticos e na caracterização das populações (MOREL et. al., 1980; 

STURM, 1989; revisto em SIMPSON, 1997; BARRIO et al., 2007). 

Blum et al. (1990) descreveram em T. brucei a categoria de RNAs de cinetoplasto denominada 

de “guias” (gRNAs). Esses gRNAs participam do processamento pós-transcricional dos RNAs 

mitocondriais imaturos, através de um mecanismo peculiar de edição. 

A princípio, acreditava-se que os gRNAs eram codificados pelos maxicírculos, porém Sturm e 

Simpson (1990) mostraram que provinham da transcrição dos minicírculos. Os gRNAs são normalmente 

pequenos, em torno de 50 a 70 bases, e possuem uma cauda de uridina (poli-U) no extremo 3’-OH da 

molécula. 

O processo de edição promove modificações nas seqüências de bases dos RNAs mensageiros 

imaturos (pré-mRNAs) através da inserção ou, em alguns casos, pela remoção de resíduos uridinilados da 

molécula. O mecanismo proposto para o processo prevê a existência de uma molécula de gRNA com 

seqüência complementar em sua extremidade 5´-fosfato ao pré-mRNA. Inicialmente, haveria o 

pareamento de 4 a 15 bases da região complementar, que teria a finalidade de manter as fitas unidas. As 

bases não pareadas da extremidade 3’-OH do gRNA teriam a função de direcionar a edição (BLUM et al., 

1990; HAJDUK et al., 1993; revisto em SEIWERT, 1996; LUKES et al., 2005). Vários estudos sugerem 

que a estrutura secundária do pré-mRNA a ser editado já seria suficiente para expor o sítio onde ocorreria 
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a clivagem para a inserção dos resíduos uridinilados (PILLER et al., 1995a; 1995b; 1996; LUKES et al., 

2005). Porém, existem transcritos cuja exposição do sítio é mediada pelo gRNA (KABLE et al., 1996; 

SEIWERT et al., 1996; HAJDUK, 1997; LUKES et al., 2005). Após a clivagem do pré-mRNA, as 

enzimas uridilil transferase e/ou terminal uridilil exonuclease fariam, respectivamente, a adição ou 

remoção das uridinas de acordo as informações contidas no gRNA. Findo o processo, as fitas do RNA 

mensageiro maduro seriam religadas pela RNA ligase mitocondrial (CRUZ-REYES; SOLLNER-WEBB, 

1996; KABLE et al., 1996; SEIWERT et al., 1996; ADLER; HAJDUK, 1997; LUKES et al., 2005). 

Através da edição, o mRNA pode receber códigos de iniciação, de terminação, ocorrer mudanças 

das fases de leitura ou aumento do mRNA, o que supostamente permitiria uma maior variabilidade de 

transcritos (ALDER; HAJDUK, 1994 e 1997; SEIWERT, 1996; LUKES et al., 2005). Esse processo está 

presente em vários tripanosomatídeos: Herpetomonas, Crithidia, Leishmania e cinetoplastídeos 

correlacionados, tais como o Tripanoplasma (revisto por SCOTT, 1995) e no T. cruzi (ÁVILA; 

SIMPSON, 1997; LUKES et al., 2005). 

Thertulien et al. (1991 e 1994) identificaram transcritos obtidos a partir de um banco de DNA 

complementar (cDNA) de T. cruzi que correspondiam a seqüências de minicírculos, mas sem as 

características típicas de um gRNA, sugerindo que os minicírculos seriam potencialmente capazes de 

codificar pequenos peptídeos. 

A quantidade de DNA presente no cinetoplasto varia em função do estágio de desenvolvimento 

do parasita. Essa peculiaridade é conhecida por descinetoplastidização e se caracteriza pela perda parcial 

ou total do kDNA. O fenômeno foi detectado, em condições naturais, nas formas sanguíneas das espécies 

T. equiperdum, T. evansi e T. brucei e nas formas sanguíneas de T. cruzi, mas pode ocorrer em 

conseqüência de tratamento com drogas, tais como brometo de etídio, acriflavina, diamidinas e 

compostos relacionados. Neste caso, as drogas atuariam ao nível da enzima topoisomerase II, essencial 

para o processo de replicação do kDNA (VICKERMAN; PRESTON, 1976; LUKES et al., 2005). 

Em adição, LEE et al. (1992a, 1992b, 1993) relataram o fenômeno conhecido como 

transcinetoplastidização, onde classes de minicírculos e seqüências de maxicírculo antes pouco 

representadas passam a ser majoritárias, enquanto que as inicialmente bem representadas passam a ser 

minoritárias. O fenômeno relatado para variantes de Leishmania mexicana, resistentes a arseniato e 

tunicamicina se completa em 15 gerações do parasita onde se observa populações intermediárias no 
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decorrer do processo (LEE et al., 1994). Embora não se conheçam os mecanismos de regulação que 

promovam a expansão ou perda de determinados kDNAs, acredita-se que este material genético seja de 

extrema importância na adaptação do parasita às diferentes condições do meio ambiente (LUKES et al., 

2005). 

2.4 - Instabilidades de Seqüências 

a) Instabilidade de repetições do tipo satélites  

Todos os organismos eucariotos possuem pequenas seqüências repetidas múltiplas vezes 

(TAUTZ; SCHLOTTERER, 1994). São chamadas de microssatélites as regiões que possuem de 10 a 60 

unidades de repetições seguidas de minisatélites e satélites, quando apresentam um número de repetições 

entre 60 a 180 e acima deste valor, respectivamente. Estudos mostram que essas seqüências não móveis 

são mais instáveis quando comparadas ao restante do genoma (LEVINSON; GUTMAN, 1987; 

HENDERSON; PETES, 1992; WEBER; WONG, 1993; WOJCIECHOWSKA et al., 2005), sendo a 

alteração mais comum a amplificação ou redução no número das repetições. O fenômeno foi observado 

em produtos clonados em E. coli (LEVINSON; GUTMAN, 1987; STRAUSS et al., 1997), em leveduras 

(STRAND et al., 1993 e 1995) e em mamíferos (MODRICH; LAHUE, 1996; MARCADIER; 

PEARSON, 2003; PEARSON; EDAMURA, 2005).  

Foram identificadas pelo menos 40 doenças causadas pela variação no tamanho de satélites 

(PEARSON et al., 2005; MESERVY, et al., 2003). Um exemplo é o aumento das repetições “CGG” no 

sítio X-Frágil. Nessa doença observa-se uma herança estritamente materna, onde o alelo materno se 

expande nas células somáticas do zigoto. Quando a pré-mutação é de origem paterna, a expansão não 

ocorre (MCMURRAY, 1995). Acreditava-se que defeitos na meiose fossem as principais causas da 

expansão, contudo verificou-se que o fenômeno ocorre na faze pós-zigótica da divisão celular, mais 

precisamente durante a replicação ou reparo do material genético (MARCADIER; PEARSON, 2003; 

PEARSON; EDAMURA, 2005). 

Conforme o tipo de seqüências repetitivas existe a formação de estruturas secundárias do tipo 

grampo ou alça. Baseado nessas informações, McMurray (1995) propôs mecanismos que poderiam 

explicar a expansão e/ou redução desses segmentos. A dissociação transitória das fitas moldes e cópia no 

momento da replicação poderiam ocasionar a formação dessas estruturas secundárias pela reassociação 

incorreta das repetições. Essas estruturas são normalmente reconhecidas e removidas pelos mecanismos 
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de reparo do DNA. Caso a alça se dê na fita mãe, o reparo ocasionaria a perda de parte do segmento 

repetitivo, enquanto que na fita filha, a continuidade da replicação geraria a expansão das repetições na 

fita nascente (KOKOSKA et al., 1998; MARCADIER; PEARSON, 2003). Apesar de outras teorias serem 

plausíveis, em comum a maioria teria uma etapa onde se formam quebras na dupla fita do DNA por 

endonucleases do reparo (MARCADIER; PEARSON, 2003; PEARSON; EDAMURA, 2005). 

Várias mutações que afetam o reparo de estruturas secundárias têm como conseqüência a 

elevação da freqüência de mutações em satélites. Em leveduras, a proteína Msh2 juntamente com a Msh3 

ou Msh6 e MutL, homóloga a Mlh1 e Pms1, corrige a formação de alças com até 14 nucleotídeos. Alças 

maiores são corrigidas por um mecanismo de reparo não usual, que envolve os genes Msh2 e Rad1 

(KIRKPATRICK; PETES, 1997). Aparentemente outras proteínas além das que participam do reparo 

estão envolvidas na estabilidade dessas regiões. Mutações no gene rad27 (FEN1 de mamíferos), 

responsável pela atividade 5’-3’ exonucleásica, atuam na remoção da região ribonucleotídica dos 

fragmentos de Okasaki e na DNA polimerase δ (pol3-t) promovem aumento na instabilidade de satélites 

(KOKOSKA et al., 1998). Em humanos haveria a participação do complexo Mre11-Rad50-NBS1 no 

reparo dessas alças (PAULL; GELLERT, 1999). Haveria também a participação de outras enzimas 

específicas (CONSTANTINOU et al., 2001) e de helicases (KAMATH-LOEB et al., 2001). Seqüências 

repetitivas simples quando clonadas tendem a sofrer deleções ou inversão das repetições (MARCADIER; 

PEARSON, 2003). Próximo aos sítios de quebra e junção da região que sofreu a deleção ou inversão 

observa-se, normalmente, estruturas do DNA do tipo não B (WOJCIECHOWSKA et al., 2005). 

b) Instabilidade de insertos clonados 

Observa-se que alguns segmentos de DNAs quando clonados propiciam o rearranjo do vetor. As 

análises desses fragmentos mostraram que a instabilidade estaria correlacionada à presença de seqüências 

repetidas diretas, invertidas e invertidas complementares, repetições do tipo micro e mini satélites, todas 

potencialmente capazes de promover estruturas não B no DNA (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 

1985 e 1986; em MEIMA et al., 1997; TRINH; SINDEN,1993; STRADER; HOWELL, 1997; Song et al., 

2001; KOUPRINA et al., 2003; BACOLLA et al., 2004, LAN; MUGUIRA, 2005; WOJCIECHOWSKA 

et al., 2005; GRINDLEY et al., 2006; WANG et al.,2006; WOJCIECHOWSKA et al., 2006; DU et al., 

2007; WELLS, 2007). 
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Os rearranjos podem ser complexos e resultar em perdas, duplicações, inversões, translocações 

de DNAs, com ou sem a presença de regiões de identidade nos sítios recombinativos (LEACH; STAHL, 

1983; WYMAN et al., 1985 e 1986; em MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997; LEEM et al., 

2004). Em alguns casos observa-se o comprometimento de seqüências do vetor inviabilizando a sua 

multiplicação (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 e 1986; em MEIMA et al., 1997; 

STRADER; HOWELL, 1997, LEEM et al., 2004). 

Leem e colaboradores (2004), num trabalho que envolveu sobreposições de seqüências clonadas 

em vetores bacterianos e de leveduras, verificaram que as regiões de instabilidade de quatro genes eram 

constituídas principalmente por grandes blocos de micro e mini-satélites e alta densidade de repetições do 

tipo Alu. Outras seqüências também identificadas como altamente instáveis em vetores bacterianos foram 

as repetições invertidas longas, seqüências ricas em AT e seqüências com estruturas do tipo Z-DNA 

(HAGAN; WARREN, 1982; SCHROTH; HO, 1995; KANG; COX, 1996; RAZIN et al., 2001). Em 

leveduras, tanto o tamanho das regiões repetitivas como a distância entre as mesmas estimulam a 

recombinação (LOBACHEV et al., 1998). Já a presença de origens de replicação forte entre as repetições 

diminuem a recombinação, sugerindo que essa seqüência sinal poderia romper a estrutura secundária que 

seria importante para o favorecimento dos rearranjos (LOBACHEV et al., 1998). 

Insertos ricos em CG clonados em plasmídios do tipo YACs podem ser instáveis em leveduras, 

indicando a participação de estruturas peculiares no mecanismo recombinativo (revisto em BERNARDI, 

1995). 

Plasmídios que se mantém em grande número de cópias na célula hospedeira, independente de 

presença de insertos, podem sofrer recombinação, mesmo em hospedeiras deficientes para esse tipo de 

mecanismo. Os produtos intermediários da recombinação formam estruturas do tipo cauda-cabeça, onde 

dois ou mais plasmídios ficam ligados entre si, podendo posteriormente ser resolvidos à forma 

monomérica. Observa-se que 95% dos plasmídios mantidos em E. coli estão na forma monomérica, e 5% 

na forma de dímeros, trímeros ou tetrâmeros (BOE; TOLKER-NIELSEN, 1997). 

Esses segmentos, eventualmente, são estabilizados quando a linhagem hospedeira é deficiente 

para enzimas do mecanismo de reparo e salvaguardas do DNA (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 

1985 e 1986; em MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997; KOUPRINA et al., 2003; LEEM et 
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al., 2004; INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2004; LAN E 

MUGUIRA, 2005). 

Trinh e Sinden (1993) assinalaram a influência das estruturas primárias e secundárias de insertos 

com diferentes tipos repetições diretas na estabilidade de plasmídios. Esses autores concluíram que as 

repetições são capazes de formar estruturas que podem ser removidas ou amplificadas, mesmo em 

bactérias hospedeiras deficientes em RecA (principal enzima responsável pela recombinação). Outra 

observação é a de que o número, o tamanho, a distância entre as repetições e a presença de palíndromos 

influenciam na freqüência dos rearranjos que resultam em perdas. Duplicações e inversões ocorreriam a 

uma taxa elevada, quando não houvesse uma repetição direta ou invertida no seguimento contido entre 

duas repetições diretas. 

Vetores contendo palíndromos superiores a 30 pb instáveis em plasmídios foram mantidos com 

sucesso em fago λ, utilizando hospedeiras deficientes para o gene recBC (exonuclease V) e sbcB 

(exonuclease I) (LEACH; STAHL, 1983). 

Repetições superiores a 300 pb mantiveram-se estáveis quando clonadas em fago λ na 

hospedeira E. coli recA+ deficientes para recB, recC, e sbcB ou recD (WYMAN et al., 1985 e 1986). 

Verificou-se também que a utilização de vetores com sítios chi, e/ou gene gam funcional podem, 

eventualmente, estabilizar seqüências com problemas de clonagem (WYMAN et al., 1986). 

Apesar do grande número de vetores e linhagens hospedeiras geradas para acomodar segmentos 

instáveis, a não clonabilidade ainda representa obstáculo para o conhecimento pleno dos genomas tidos 

como completos (KOUPRINA et al., 2003; LEEM et al., 2004; INTERNATIONAL HUMAN GENOME 

SEQUENCING CONSORTIUM, 2004; LAN E MUGUIRA, 2005). Estima-se que 1% das seqüências 

eucarióticas é de difícil clonagem e as regiões reconhecidas como instáveis permanecem nos rascunhos 

dos bancos genômicos até sua plena elucidação (LEEM et al., 2004). 

c) Instabilidade e estruturas não B 

O material genético, segundo o modelo predito por Watson e Crick (1953), é constituído por 

duas fitas de DNA pareadas de formas invertidas e complementares unidas por ligações de hidrogênio, 

que formam uma estrutura dupla hélice com giro passo direito, denominada B. Essa é a conformação 

predominante do material genético, contudo, de acordo com distribuição de bases púricas e pirimídicas ao 
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longo das fitas, a dupla hélice pode assumir estruturas diferentes das preditas por Watson e Crick e 

apresentar dobramentos (bend) e curvaturas (LINIAL; SHLOMAI, 1987; KIYAMA; KIYAMA, 1996; 

GABRIELIAN et al., 1996; GABRIELIAN; PONGOR, 1996; VLAHOVICEK; PONGOR, 1996; 

KIYAMA et al., 1999, VLAHOVICEK et al., 2003), modificar o giro da hélice para passo esquerdo 

formando a estrutura tipo Z (WANG et al., 2006; WANG, e VASQUEZ, 2006), parear em hélices triplas, 

denominadas estruturas triplex ou DNA tipo H (WANG, e VASQUEZ, 2004, 2006 e 2007) ou quádruplas 

(tetraplex) (KAUSHIK et al., 2007), ou não parear com a fita complementar e sim com segmentos na 

própria fita formando alças, grampos ou estruturas cruciformes (LEWIN, 2004). Essas estruturas 

alternativas foram demonstradas “in vitro” e em muitos casos se correlacionam a fenômenos biológicos 

“in vivo”, associados ou não a quadros clínicos (KIYAMA; KIYAMA, 1996; SAMADASHWILY et al., 

1997; WANG, e VASQUEZ, 2004; WOJCIECHOWSKA et al., 2005; WANG et al., 2006; WELLS, 

2007; KAUSHIK et al., 2007). 

Nas últimas duas décadas muitos esforços procuraram elucidar os mecanismos que promovem a 

recombinação através da identificação de enzimas envolvidas e assinaturas genéticas dos pontos de 

rearranjo (PITTMAN; SCHIMENTI, 1998; GRINDLEY et al., 2006; DU et al., 2007). E apesar da 

complexidade dos mecanismos de recombinação, foi possível identificar a existência de um padrão: em 

todos os casos relatados de segmentos instáveis verificou-se que a região era propensa a formar estruturas 

do tipo não B (MARCADIER; PEARSON et al., 2003; DERE et al., 2004; BACOLLA et al., 2004; 

WOJCIECHOWSKA et al., 2005; WOJCIECHOWSKA et al., 2006; WANG et al., 2006;), sugerindo que 

a conformação do DNA seria um aspecto preponderante no processo (BACOLLA et al., 2004). 

O efeito recombinogênico foi descrito para repetições tipo satélite (SAMADASHWILY et al., 

1997; MARCADIER; PEARSON et al., 2003; DERE et al., 2004; WOJCIECHOWSKA et al., 2005, 

WANG, e VASQUEZ, 2004, 2006 e 2007) regiões com expectativa de estrutura Z e regiões R.Y do gene 

PKD1 (WANG et al., 2006; WANG; VASQUEZ, 2004; WANG; VASQUEZ, 2007), regiões do tipo 

curvatura e dobramento (LINIAL; SHLOMAI, 1987; KIYAMA; KIYAMA, 1996; KIYAMA et al., 1999; 

BACOLLA et al., 2004), estrutura H, hélices triplas ou quádruplas (tetraplex) (KAUSHIK et al., 2007; 

WANG; VASQUEZ, 2004), repetições diretas, invertidas e invertidas complementares (LEACH; 

STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 e 1986; em MEIMA et al., 1997; TRINH; SINDEN,1993; 

STRADER; HOWELL, 1997; Song et al., 2001; KOUPRINA et al., 2003; LAN E MUGUIRA, 2005; 

GRINDLEY et al., 2006; WOJCIECHOWSKA et al., 2006; DU et al., 2007; WELLS, 2007). 



30 
INTRODUÇÃO 

Existe uma correlação entre os pontos de recombinação e bandamento cromossômico. Bandas R 

e regiões de interseção R/G são sítios preferenciais nos processos de trocas (incluindo translocações 

espontâneas, trocas de cromátides irmãs, aberrações cromossômicas, quiasmas mitóticos) e sítios frágeis. 

A análise da composição de bases dos quiasmas mostra alta concentração de CG (EYRE-WALKER, 

1993). Dentre elas seqüência do tipo Alu, CpG, minisatélites e teloméricas (CHRISTMANN et al., 1991; 

CRAIG; BICKMORE, 1994; FERRARO et al., 1993; KORENBERG; RIKOWISKI, 1988; ROYLE et 

al., 1988; KATINKA; BOURGAIN, 1992). 

Acreditava-se inicialmente que a integração de DNAs exógenos não virais ocorresse 

aleatoriamente pelo genoma, porém são muitas as evidências de sítios e cromossomos preferenciais 

(RIJKERS et al., 1994). Milot et al. (1994) observaram que 9 dentre 10 seqüências provenientes de sítios 

de integração de retroelementos virais estavam correlacionados à presença de estruturas do tipo bend, 

conforme mostrado pela mobilidade anormal destes DNAs em gel de agarose e acrilamida. 

O DNA exógeno pode entrar em cópia simples ou formar regiões com múltiplas cópias, sendo 

normal a orientação cauda-cabeça. MacFarlane et al. (1996) correlacionaram os consensos encontrados 

nos sítios de recombinação com os da seqüência Chi de bactéria e propuseram a participação da enzima 

topoisomerase I no mecanismo de integração. Da mesma forma, Macleod et al. (1991) sugeriram que a 

topoisomerase I poderia favorecer a integração de uma marca de resistência clonada. Além do mais, a 

semelhança de uma pequena região nas extremidades da construção direcionaria a entrada para regiões 

internas ou adjacentes a ilhas CpG presentes em promotores ativos. Bullock et al. (1985) também 

mostraram a associação entre sítios para topoisomerase I e a recombinação não homóloga de fagos. 

Seqüências repetitivas do tipo micro e minissatélite apresentam modificações na mobilidade 

eletroforética e são potencialmente capazes de formar estruturas do tipo não B. Regiões que 

compreendem segmentos repetitivos do tipo CTG/CAG, CCTG/CAGG e GAA/TTC podem adotar 

estruturas do tipo desligamento transientes, grampo, alças, assumir estrutura do tipo triplex, tetraplex, 

cruciforme, zDNA e “sticky DNA” (WELLS, 2007).  

Wahls et al. (1990) sugerem que microssatélites poderiam servir como sítio específico de 

clivagem do DNA e promover a recombinação, após analisar a influência de uma região consenso de 

microssatélite clonado e o efeito na freqüência da recombinação. 
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Sarkar et al. (1988) mostraram que a estabilização do microssatélite (CTG)35-50 em hospedeiras 

mutantes para SbcB, uma proteína que modula a clivagem da fita simples do DNA ou degradação de 

segmentos de DNA duplex a partir de quebras na dupla fita, sugerindo a formação de estruturas 

secundárias não B. 

Dere e colaboradores (2004) mostraram que a estrutura repetitiva microssatélite (CAGG)26 adota 

estruturas não B do tipo grampo, enquanto que a fita complementar com a repetição (CCTG)26 não possui 

essa propensão. 

Seqüências de bases potencialmente formadoras de estruturas do tipo Z-DNA in vitro, são 

reconhecidas pela proteína rec1 (KMIEC et al., 1985; STEINMETZ, 1986). As repetições CAGG 

presentes na região Eβ no sítio recombinativo do complexo de histocompatibilidade principal 

assemelham-se às estruturas Z formadas pelas repetições CGGG (STEINMETZ, 1986). 

Sítios preferenciais de recombinação (hotspot) foram caracterizados em alguns genes. No 

cromossomo 17 murino, a região que compreende o complexo de histocompatibilidade principal 

apresenta 4 regiões com alta freqüência de recombinação (STEINMETZ et al., 1982 e 1986; SHIROISHI 

et al., 1995). Duas dessas regiões estão bem caracterizadas. A primeira localiza-se na porção 3' do 

segundo íntron do gene Eb e compreende uma região de 1kb. O sítio recombinativo apresenta algumas 

estruturas que podem atuar como ativadoras da recombinação. A primeira delas é uma seqüência 

repetitiva que contém 10 a 18 unidades de "AGGC" denominada MT, que aparece a uma freqüência de 1 

para cada 100 kb (KOBORI et al., 1986; BRYDA et al., 1992). Essa unidade de repetição lembra a 

seqüência Chi, que em bactérias estimula a recombinação e integração de bacteriófagos (LEWIN, 2004; 

BRYDA et al., 1992; PITTMAN; SCHIMENTI, 1998). Na mesma região existiriam outras duas 

seqüências freqüentemente associadas a sítios recombinativos: um fragmento de um retroelemento de 

origem viral (LTR) e um minissatélite. Acredita-se que a ligação de fatores de transcrição pode 

influenciar a atividade de recombinação em sítios específicos próximos (revisto por PITTMAN; 

SCHIMENTI, 1998). Nessa região, estão presentes também dois sítios de ligação de fatores de 

transcrição: a seqüência B, que é reconhecida pelos fatores H2TF1/ KBF1, e NFkβ, e um domínio 

octâmero de ligação. A sensibilidade à DNAse também está associada a sítios recombinativos e é um 

indicativo da presença de estruturas não B do tipo bend (GABRIELIAN et al., 1996). Vizinhos ao 

“hotspot” existiram dois pontos de hipersensibilidade a DNAse I, sendo um específico do paquíteno na 

meiose. O segundo "hotspot" é uma região de 2 kb localizada adjacente ao gene Lmp2. Como na situação 
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anterior, foram encontradas várias seqüências que favorecem a recombinação no local, tais como uma 

repetição (CAGA)4-6, uma região semelhante a um LTR e uma seqüência medianamente repetitiva, mas 

não foi encontrado sítio de hipersensibilidade a DNAse (revisto por PITTMAN; SCHIMENTI, 1998). 

Observa-se em regiões com repetições formadoras de estruturas não B a presença de quebras na 

dupla fita nos pontos de formação dessas estruturas entre repetições. Acredita-se que as quebras estariam 

relacionadas à instabilidade da região (SARKAR et al., 1998; BACOLLA et al., 2004; WELLS; 

ASHIZAWA, 2006, WOJCIECHOWSKA et al., 2006). Supõe-se que a baixa estabilidade dessas 

conformações poderia dificultar ou impedir a replicação (SAMADASHWILY et al., 1997) e ou 

transcrição (BOWATER; WELLS, 2001; MIRKIN; MIRKIN, 2005). 

Visando dar continuidade aos estudos da integração de minicírculos de kDNA de Trypanosoma 

cruzi no genoma hospedeiro, no presente trabalho estudou-se a instabilidade genética das regiões 

genômicas contendo minicírculos de kDNA clonadas em diversos vetores e hospedeiros bacterianos e a 

presença de alterações estruturais nos possíveis pontos de integração e regiões rearranjadas obtidas de 

bancos de dados. 
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II. OBJETIVO  

 

1. OBJETIVO GERAL 

 
Caracterizar as regiões de integração de minicírculos de kDNA no genoma hospedeiro.  

 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
a) Identificar sítios de integração de kDNA de T. cruzi em macrófagos humanos pela infecção 

natural in vitro. 

b) Seqüenciar os sítios de integração e verificar as características estruturais dos eventos. 

c) Analisar a periodicidade dos fragmentos de kDNA, e do DNA da célula hospedeira, 

covalentemente ligados e suas características pela modelagem molecular. 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

1. CULTURAS DE CÉLULAS 

1.1 - Cultura de macrófagos humano linhagem U937, e obtenção de linhagens clonais 

kDNA integrada 

Macrófagos humanos da linhagem clonal U937 foram cultivados em meio RPMI1640, pH 7,2 

(Sigma Chemical Co), suplementados com 10% de soro fetal bovino livre de vírus e micoplasmas 

(Laborclin Curitiba Brasil), 100 IU/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina e 250 mM L-

glutamina (Sigma Chemical Co.), numa atmosfera de CO2 a 5%. Esta linhagem foi adquirida da coleção 

de cultura de células, Fundação Bio-Rio, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Recentemente, foi feita 

autenticação da linhagem U937 tendo sido confirmada sua origem de humano (SIMÕES-BARBOSA et 

al. 2006). 

Os clones celulares A11, C4 e C6 de macrófagos transfectados com minicírculos de kDNA, 

foram obtidos por Argañaraz (1996) a partir da erradicação da infecção de macrófagos U937 com formas 

tripomastigotas do estoque Berenice de T. cruzi. A infecção foi feita observando-se a relação de 1:5. Dez 

dias após a infecção, as culturas foram tratadas com três doses de 100 µg/mL da droga tripanocida 

benzonidazol (Roche Ind. Farmacêutica -Suíça), em intervalos de 5 dias alternados. Após o tratamento, a 

erradicação da infecção foi conferida pela ausência de T. cruzi no meio de cultura após repiques 

sucessivos. As células passaram por sucessivas etapas de diluição e cultivo para a obtenção dos clones 

celulares. As células tratadas foram também semeadas no meio de cultura LIT (ARGAÑARAZ, 1996). 

Alíquotas desse meio foram examinadas por microscopia óptica, após 30 dias de cultivo a 27 °C, e foram 

utilizados na inoculação de camundongos recém-nascidos. Xenodiagósticos e subculturas do sangue 

destes animais foram persistentemente negativos. A erradicação do T. cruzi foi confirmada por Argañaraz 

(1996), também, pela ausência de amplificação das amostras celulares por PCR com iniciadores (primers) 

para seqüências repetitivas específicas do DNA nuclear do parasita (Tcz1 e Tcz2; Pon1 e Pon2). As 

linhagens celulares negativas para seqüências nucleares de T. cruzi, mas que apresentaram amplificação 

por PCR com iniciadores de minicírculo de kDNA (SK35 e SK36; SK34 e SK67) foram expandidas e 

mantidas por repiques sucessivos em cultivo. 
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1.2 - Cultivo de bactérias e de Trypanosoma cruzi 

No cultivo das bactérias Epicurian coli foram empregados os meios NZY e Luria Broth Base - 

LB (Gibco – BRL). O meio sólido foi preparado com a adição de 1,5% de agar-agar bacteriológico 

(Merck) purificado e isento de inibidores, e nas infecções virais, e o meio “top agar” com 0,72% Agar 

Noble Sigma Chemical Inc. De acordo com a recomendação de cultivo de cada vetor, os meios foram 

suplementados com 50 a 100 µg/mL de ampicilina (Biobrás). Nos experimentos de expressão, a indução 

foi feita pela adição de 100 µg/mL de IPTG (isopropiltiol-β-D-galactosídeo) – Gibco-BRL. 

Salvo alguma recomendação específica do protocolo, as bactérias foram cultivadas a 37 °C, 

durante 14 a 18 h, em meio líquido sob agitação de 220 rpm. O cultivo em meio sólido foi realizado a 37 

°C até a visualização de colônias com diâmetro aproximado de 1 mm, o que corresponde a período de 

incubação entre 14 a 18 h, conforme as características genotípicas da hospedeira. 

Formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) 

suplementado com 5% de soro fetal bovino, contendo 100 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de 

estreptomicina, sob agitação a 28 °C (Camargo, 1964). 

1.3 - Clones bacterianos contendo segmentos vindos de regiões de kDNA integrados no 

genoma mamífero 

Partindo da premissa de que DNAs exógenos se incorporariam ao genoma em múltiplos sítios, 

geralmente próximos uns aos outros (MCFARLANE; WILSON, 1996), Argañaraz (1996) amplificou por 

PCR o DNA mamífero transfectado com minicírculos de kDNA, utilizando individualmente os 

iniciadores SK36 e SK35, que anelam especificamente nas regiões conservadas destas moléculas. Os 

produtos obtidos foram clonados no vetor PCRII, mantidos na bactéria hospedeira E. coli – DH5α. A 

seleção dos insertos híbridos kDNA/DNA hospedeiro foi feita por meio da técnica de Southern blot, 

conforme descrito por Argañaraz (1996): os insertos foram liberados do plasmídio por digestão 

enzimática com a enzima EcoR I, isolados do gel de agarose, e radiomarcados para servirem como sonda 

na hibridação dos DNAs de macrófago normal e de T. cruzi. Desta forma foram selecionados os insertos 

A, B, C, D, E, F e G, que apresentaram duplo sinal de hibridação. Estes clones foram cedidos para 

seqüenciamento e análise, sendo que os clones A e B foram apresentados por Argañaraz (1996), enquanto 

que os demais fazem parte do presente trabalho de tese. Por esta estratégia, também foi obtido o clone 
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M1, resultado da amplificação do DNA de macrófago de coelho com iniciadores SK36, por Nadjar Nizt e 

cedidos para seqüenciamento e análise. 

2. GENÓTIPOS E ORIGEM DAS BACTÉRIAS 

a) Fago 

λgt10 – Huynh et al., 1985 (em Sambroock et al.,1989) 

λsrIλ1° b527 srIλ3° imm434 (srI434+) srIλ4° srIλ5° 

b) Escherichia coli 

DH5αααα (Focus, 1986 - Gibco – BRL) 

recA1, endA1 gyrA96, relA1, thi-1, supE44, hsdR17(rk
-, mk

+), λ-, deoR, φ80lacZ∆M15, 

∆ (lacZYA-argF), phoA. 

INVααααF’ (Invitrogen) 

recA1, endA1, gyrA96, relA1, thi-1, supE44, hsdR17(rk-, mk+), λ-, φ80lacZ∆M15 ∆ 

(lacZYA-argF) U169, F’. 

DH5ααααMCR (Jeesse and Bloom, 1988 – Gibco – BRL) 

recA1, endA1 gyrA96, relA1, thi-1, supE44, λ- , deoR, φ80lacZ∆M15 ∆ (lacZYA-

argF) U169, F-, mcrA, ∆(mrr - hsdRMS- mcrBC-). 

XL1-blue MRF’ (Stratagene) 

recA1, endA1, gyrA96, relA1, thi-1, supE44, [F’proAB, lacqZ∆M15 Tn10 (Tetr)], 

∆(mcrA)183, ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 

XL1gold 

Tetr (mcrA) 183 D (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 A1, supE44 thi-1, recA1, gyrA96, relA1, 

lac Hte [FproAB, lacIqZDM15, Tn10 (Tetr), Amy, Camr] 

SURE Cells (Stratagene) 

endA1, gyrA96, relA1, thi-1, supE44, [F’proAB, lacqZ∆M15 Tn10 (Tetr)], e14- 

(McrA-), ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, lac,  recB,  recJ,  sbcC, uvrC umuC::Tn5 (Kanr)  
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CES201 (CGSC strains #### 6821E. coli Genetic Stock Center – Yale University - USA) 

∆ (gpt-proA) 62, lac Y1, tsx-33, gal k2 (Oc), λ-, rac -, sbc B15, his G4 (Oc), rfbD1, 

∆(recA – srl) 306, srlR301::Tn10, recC22, recB21, rpsL31 (strR), kdgK51, xylA5, mtl-1, argE3 

(Oc), thi-1, hsdR- 

C600hfI 

 e14- (McrA -) supE44 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA21 hfla150::Tn10 

3. CONFIRMAÇÃO DA NÃO REVERSÃO DA MARCA GENÉTICA RECA, NA LINHAGEM 

BACTERIANA XL1-BLUE MRF’ 

A confirmação da presença da mutação foi realizada através do método descrito em 

SAMBROOK et al. (1989). O pré inóculo bacteriano teste XL1-Blue MRF’ e o controle C600hfI foi 

cultivados em meio líquido NZY durante a noite e em seguida semeados em placa contendo o meio de 

cultura sólido. Segmentos das placas foram cobertos de forma a não permitir a incidência de radiação 

ultravioleta. As placas foram expostas a esta radiação pelos tempos de 10, 20 e 30 segundos, sendo 

posteriormente incubadas durante a noite a 37 °C, para visualização do resultado. 

4. EXTRAÇÃO DE DNA 

4.1 - Genômico 

Os DNAs genômicos, tanto de macrófagos normais, de suas linhagens subclonais e T. cruzi 

foram extraídos pelo método descrito por Gross-Berllard et al. (1972) com modificações. As células em 

cultura foram quantificadas, e centrifugadas a 500 x g x 5min para sedimentação e remoção do meio de 

cultivo. Em seguida o material foi lavado por duas vezes a 500 x g x 5 min. com 10 mL de tampão PBS 

gelado. O sedimento foi então ressuspenso em 0,3 mL ou em 1 mL de tampão de digestão por cada 3 x 

107 ou acima deste valor, respectivamente (tampão de digestão: 100 mM NaCl; 10 mM Tris HCl pH 8,0; 

25 mM EDTA pH 8,0; 0,5% p/v SDS; 0,1 mg/mL de proteinase K). 

A mistura foi incubada a 50 °C por 12 h a 18 h com leve agitação. No dia seguinte, adicionou-se 

igual volume de clorofane (24 partes de fenol tamponado pH 8,0, 23 partes de clorofórmio, 1 parte de 

álcool isoamílico), fez-se a homogeneização, e a centrifugação a 1700 x g x 10min, sendo esta etapa 

repetida pelo menos mais uma vez. Adicionou-se ½ volume de acetato de amônia 7,5 M e 2 volumes de 

etanol 100%. Neste ponto obteve-se a precipitação do DNA na altura do meio frasco, que foi enrolado em 
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bastão de vidro novo e estéril, lavado em etanol 70% e dissolvido em TE (10 mM Tris HCl pH 8,0; 1 mM 

EDTA, ajustado para pH 8,0). Adicionou-se 0,1% de SDS e 1 µg/mL de RNAse (livre de DNAse), e o 

material foi incubado por 1 a 2 h a 37°C. A mistura foi então dualizada a 4 °C com 100 volumes de TE, 

por pelo menos 24 h. O DNA foi aliqüotado para 5 mL e mantido a 4 a 8 °C para evitar quebras das fitas 

comuns durante os processos de congelamento e descongelamento. O material extraído por este método 

guardado nestas condições foi estável por mais de um ano. 

4.2 - Extração de kDNA 

A extração do kDNA foi feita pelo método descrito por Perez-Morga e Englund (Cell, 1993). 

Os epimastigotas foram cultivados conforme descrito anteriormente e centrifugados para retirada do meio 

de cultivo. As células foram lavadas por duas vezes com PBS (1 X) gelado. Ressuspendeu-se então as 

células em tampão NET100 (0,1 mM de NaCl, 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris HCl pH 8,0) na proporção de 

630 µL de tampão para cada 3 x 107 células. Acrescentou-se à mistura 71 µL de SDS 10% e 7 µL de 

proteinase K (20 mg/mL), sendo incubada por 1 h a 37 °C, sob leve agitação. Em seguida a mistura foi 

vigorosamente homogeneizada com a pipeta e transferida para um colchão de sacarose 20 em tampão 

NET100, e centrifugado a 14.000 rpm em microcentrífuga Eppendorf modelo 5415C. O precipitado foi 

ressuspenso em 30 µL do sobrenadante, acrescido de 680 µL de NET100 e mais uma vez centrifugado. 

Repetiu-se este procedimento mais uma vez, sendo que no final ressuspendeu-se em 50 µL em invés de 

30 µL. A mistura foi então dialisada a 4 °C com 100 volumes de TE, por 24 h com pelo menos duas 

trocas do tampão. O kDNA foi mantido em boas condições de uso a 4 a 8 °C por de até 6 meses, alíquotas 

que não seriam usadas a curto espaço de tempo foram guardadas a –20 °C, por até 2 anos. 

4.3 - Extração de Plasmídios 

As extrações de plasmídios foram feitas por diferentes métodos de acordo com a destinação 

posterior do material. Nas triagens, foram empregadas as mini-extrações alcalina descrita por Ish-

Horowicz e Burke (1981) citados em SAMBROOK et al. (1989). Para clonagens e seqüenciamento os 

plasmídios foram extraídos pelo kit de purificação Wizard (Promega), conforme recomendação do 

fabricante, ou por maxiprep, quando os testes requeriam várias etapas de manipulação. 

Lise Alcalina: O método de extração por lise alcalina foi empregado para 3 mL de cultura de 

bactéria no final da fase exponencial (14 a 16 h de crescimento da cultura de bactéria). O meio de cultura 
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foi removido por centrifugação e o sedimento ressuspenso em 200 µL de tampão TE mantido no gelo por 

5 min. Em seguida, sempre retornando o tubo ao gelo, adicionou-se 360 µL de solução de lise (0,4 M 

NaOH, SDS 2% em água), preparadas no momento do uso, sendo a mistura homogeneizada, 

delicadamente, por inversão do tubo. Em seguida, adicionou-se 310 µL de NaOAc 3 M pH 4,0 e realizou-

se nova homogeneização. A partir desta etapa todos os procedimentos foram feitos à temperatura 

ambiente, a mistura foi então centrifugada por 5 min. a velocidade máxima em microcentrífuga. O 

sobrenadante foi removido para outro tubo e acrescido de 750 µL de isopropanol, nesta etapa ocorreu a 

precipitação do DNA plasmidial, que foi coletado por centrifugação a 14.000 rpm por 5 min. Com a 

finalidade de remover as proteínas contaminantes, os plasmídios foram ressuspensos em 200 µL TE, 

sendo adicionado 110 µL de acetato de amônia 7,5 M. A mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 15 

min. e o sobrenadante transferido para outro tubo. Após acréscimo de 750 µL de etanol 90% (em água), 

procedeu-se a centrifugação a 14.000 rpm por 5 min., descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o 

precipitado em 200 µL de TE. Os plasmídios purificados foram precipitados pela adição de 10 µL de 3 M 

NaOAc pH 4,0 e 450 µL de etanol, seguido de centrifugação a 14.000 rpm por 5 min. O sedimento foi, 

então, lavado com etanol 70%, secado por 5 min. no vácuo, e ressuspenso em 40 µL de TE com 1 µL de 

RNAse (10 mg/mL). As preparações plasmidiais foram mantidas à temperatura de 4 a 8 °C. 

Maxiprep: A extração de plasmídio em grande escala foi feita pelo método de purificação em 

polietileno-glicol PEG, de acordo com protocolo de Treisman descrito em SAMBROOK (1989). 

5. DIGESTÃO DO DNA E TRATAMENTO COM FOSFATASE ALCALINA 

Os DNAs genômicos, plasmidiais e kDNAs foram digeridos de acordo com a especificação do 

fabricante de cada enzima, com os tampões compatíveis e nas temperaturas recomendadas. No caso de 

DNA genômico foram feitas digestões que continham de 16 a 60 µg DNAs por tubo, ajustadas para um 

volume final de reação de 200 a 1000 µL, com 1 a 3,5 U de enzima/µg de DNA de acordo com a 

especificação da enzima, sendo incubadas durante 16 horas. No caso de plasmídios e kDNA a mistura foi 

feita para 0,3 a 1 µg de DNA em volumes não superiores a 20 µL. 

Os plasmídios e fagos destinados a clonagens foram tratados com a enzima fosfatase alcalina 

(CIAP - Pharmacia) para aumentar a eficiência da ligação inserto/vetor, de acordo com a recomendação 

do fabricante para aquela enzima. 
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Após os tratamentos enzimáticos, as enzimas ou foram inativadas por aquecimento, ou extraídas 

com 1 volume de clorofane, seguida de uma segunda extração com 1 volume clorofil, sendo o DNA 

precipitado com 1/10 volumes de 3 M NaOAc pH 4,0 e 2 volumes de etanol 100%, lavado com etanol 

70%, e ressuspenso em TE ou H2O, conforme a necessidade de cada experimento. 

6. ANÁLISE ELETROFORÉTICA: PURIFICAÇÃO DO DNA A PARTIR DE GÉIS 

6.1 - Agarose 

Os DNAs obtidos de diferentes origens foram visualizados em géis com porcentagens de agarose 

que variaram em função do tamanho esperado do inserto (SAMBROOK et al.,1989). De um modo geral, 

os genômicos foram analisados em géis contendo 0,6% de agarose, sendo corados posteriormente em 

solução do tampão com brometo de etídio (0,5 µg/mL). Os géis para DNAs menores, tais como 

plasmídios e insertos, foram visualizados em agarose a 1% previamente misturada ao brometo de etídio 

(0,5 µg/mL). O tampão empregado no preparo dos géis e na eletroforese foi o TBE 1X (90 mM Tris Base; 

90 mM de ácido bórico; 2,5 mM EDTA).  

As bandas viisualizadas no gel foram isoladas com o kit QIAEx da QIAGEN (Alemanha), 

conforme recomendação do fabricante. Em seguida, o DNA foi estocado em TE ou água miliQ, de acordo 

com as necessidades dos protocolos experimentais. 

6.2 - Acrilamida 

Os géis de acrilamida foram empregados nas análises das reações de seqüenciamento, no 

isolamento de bandas, verificação da qualidade dos iniciadores e marcações radioativas. As soluções 

foram preparadas a partir de estoques de acrilamida 20% (95 g de acrilamida; 5g de bisacrilamida; 8 M de 

uréia; 50 mL de TBE 10X - qsp 500 mL com água bidestilada) e TBE uréia (8 M uréia; 50 mL TBE 10X - 

qsp 500 mL com água bidestilada), nas proporções adequadas para preparar géis a 6% e a 8% de 

acrilamida, respectivamente, para as corridas longas (de 6 a 8 h, 80 W constantes, limitados a 2000 V – 

sistema GIBCO-BRL, modelo S2) e curtas (2 até 6 h, nas mesmas condições) e análise de iniciadores ou 

produtos marcados radioativamente por PCR.  

Os géis para análise e isolamento de bandas em poliacrilamida foram produzidos de acordo com 

o protocolo do manual técnico do GenePrint STR Systems, Promega, com modificações nas 

concentrações dos géis (3 e 3,5%). As soluções foram preparadas no momento do uso, com uréia a 7 M 
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(15, 75 g), e 3,75 mL de TBE 10X, 2, 28 ou 3,28 mL de acrilamida 40% (acrilamida 19 : bisacrilamida 1), 

e 19, 07 mL ou 18,6 mL de água bidestilada (géis 3 ou 3,5%). Após duas filtragens, acrescentou-se 250 

µL de persulfato de amônia 10% e 25 µL de TEMED, sendo o gel vertido imediatamente nas placas 

pequenas do sistema GIBCO-BRL modelo SA previamente preparadas. A corrida foi feita a 35 W 

constantes limitados a 1500V, por 1 h e 40 min., em média. 

As bandas foram isoladas pelo método descrito no protocolo para DDRT-PCR elaborado pela 

prof.a Ildinete Pereira do Laboratório de Biologia Molecular (UnB). No nosso laboratório foram feitas 

modificações de forma a atender as necessidades deste trabalho. Após a corrida do DNA marcado 

radioativamente, o gel foi aderido a uma folha de papel de filtro, e seco no sistema calor-vácuo, a 80 °C, 

por 30 min. Em seguida, foi exposto a um filme de Raio-X por 1 a 3 dias a –80 °C. O filme foi sobreposto 

ao gel aderido ao papel para que fossem recortadas as regiões de interesse. Os recortes foram transferidos 

para tubos de microcentrífuga e imersos em quantidade suficiente de água miliQ (normalmente entre 200 

a 500 µL), incubados durante 30 min. à temperatura ambiente (TA) sendo em seguida fervidos a 100°C 

por 15 min. Após a fervura, os tubos foram passados imediatamente para o gelo e centrifugados por 5 

min. a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, adicionando-se 1/10 do volume de 3 

M NaOAc (pH 4,0), 5 µL de glicogênio e 3,5 volumes de etanol 100%, para promover a precipitação do 

DNA. As misturas foram incubadas, preferencialmente durante a noite, a -20°C, e centrifugadas por 30 

min. a 14.000 rpm. O sedimento foi lavado com etanol 80%, seco por 5 min. no vácuo e ressuspenso em 

20 µL de H2O miliQ. O DNA mantido a -20°C permaneceu estável por no máximo 1 mês.  

7. INICIADORES, ADAPTADORES E SONDAS  

Os oligonucleotídios utilizados como iniciadores para seqüências conservadas de minicírculos 

foram derivados dos publicados por STURM et al. (1989): SK35 – 5’ ATA.ATG.TAC. 

GGG.(T/G)GA.GAT.GC 3’; SK36 – 5’ GGT.TCG.ATT.GGG.GTT.GGT.G 3’; SK67 – 5’ GGT.TTT. 

GGG.AGG.GG(C/G).(G/C)(T/G)T.C; SK34 – 5’ ACA.CCA.ACC.CCA.ATC.GAA.CC 3’. 

Foram desenhados três oligonucleotídios derivados de LINE-1 a partir da seqüência obtida do 

clone HUMCl1, genbank acesso - gbIL19088I: L1Rta1: 5’ – CTG.GCC.AGA.ACT.TCC.AAC.AC – 3’; 

L1Rta2: 5’ – GTT.TGT.AGT.TCT.CCT.TGA.AGA.G – 3’, L1RTs1: 5’ – CAA.GCC.GGG.CAG. 

AGA.CAC – 3’, que anelam no clone genbank HUMCL1 (DOMBROSKI et al.,1993), respectivamente, 

nas posições: fita negativa, bases 4000 a 4002, e bases 4323 a 4348, e na fita positiva, bases 3542 a 3523.  
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As seqüências obtidas dos diversos segmentos de DNAs clonados a partir do genoma de 

macrófagos transfectados e do T. cruzi, originaram os oligonucleotídios: M6a1: 5’ – 

CCT.TTG.ACA.AAA TTC.AACAACC – 3’ (posição 3801 a 3821 do clone genbank HUMCL1); TcVA: 

5’ - GCA.CCT.CCA.TTT.ACC.ATA.AAA.CA – 3’ ; TcVS: 5’ – GAG.AGT.TGG.TGA.TAG.TTG.TGG 

– 3’; C6.80s: 5’ – GAG.AGT.GGT.GGT.AGT. GCT.TTG – 3’; C6.80a: 5’ – 

CCA.CTC.CAA.CCC.ACT.CCA.AC – 3’; IS: 5’ – GTG.GCA.TAG TTC.CCA.ACT.TCG – 3’; Sat2: – 

5’ – GTGT.GTG.TGT.GTG.TGT GTG.TAT.AC – 3’; S1: 5’ – CGA. ATC.CAC.TCC. ACT.CCC.AC – 

3’; S2: 5’ – GAG.TTG.AGT. GAA.GAA.TGG.AAT.G – 3’; M9S2:  5’- GCC.CAT.TCA. 

GTA.TGA.TAT.TGG – 3’; L1hinf : 5’ – AAA CCG.AAT.CCA.GCA.GCA.AAT.C – 3’; MA: 5’ – AAC. 

TCA.GTT.CTG.GGA.GGC.A – 3’; A1: 5’ – ATG. TTC.AGG.GAA.AGG.GAC.TGT – 3’; A2: 5’ – TTC 

AGG.GAA.AGG.GAC.TGT.CTC – 3’; A3: 5’– TGT.TCA. GGG.AAA.GGG.ACT.GTC – 3’ ; A4 – 5’ 

GTT.CAG.GGA.AAG.GGA.CTG.TCT – 3’. 

Os oligonucleotídios utilizados como iniciadores na amplificação do gene mamífero β-actina 

foram desenhados a partir da seqüência acesso MMACTBR depositada no genebank. O produto esperado 

da amplificação gerou um fragmento com 800 pb, correspondente ao gene sem o íntron: ββββAs: 5’ – 

ATC.TGG.CAC.CAC.ACC.TTC.TAC.AAT.GAG.CTG.CG – 3’ - desenhado a partir da posição 364 pb 

fita negativa, do acesso MMACTBR; MββββAa: 5’ – CAT.CGT.ACT. 

CCT.GCT.TGC.TGA.TCC.ACA.TCT.GC – 3’, iniciadores desenhado a partir da posição 1139 pb da fita 

positiva do acesso MMACTBR - βactina murina;  

Oligonucleotídios desenhados para a formação de adaptadores para as capturas foram: LinkCla: 

5’ – CGA.TGC.GGC.CGC.TCG.AGA.G – 3’; Pcla: 5’ – CTC.TCG.AGC.GGC.CGC.AT – 3’, o 

anelamento deste par de iniciadores forma o adaptador LCla. MrCla: 5’ - CCT.TCA.GGA.AAC. 

AGC.TAT.GAC.AT - 3’; Cmrc: 5’ - CGA.TGT.CAT.AGC.TGT. TTC.CTG.AAG.G - 3’ , o anelamento 

do par forma o adaptador Mcla, que é compatível com extremidades geradas pela digestão de DNAs com 

Taq I. pEco: 5’ - AAT.TCT.CTC.GAG.CGG.CCG.CAT.CG - 3’, o anelamento deste iniciadores com o 

Linkcla forma o adaptador LEco. 

Todos os oligonucleotídios foram analisados quanto a auto complementaridade, temperatura de 

anelamento, pelo programa DNAmam. No seqüenciamento, os iniciadores desenhados a partir de DNAs 

clonados foram analisados, também, quanto a complementaridade com o vetor, e com o segmento já 
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seqüenciado, utilizado-se o mesmo programa. Nos experimentos de amplificação por PCR, os pares de 

iniciadores foram desenhados de forma a evitar a auto amplificação.  

As sondas de kDNA foram obtidas pela extração e digestão com EcoR I do kDNA do T. cruzi 

estoque Berenice. A sonda 122 também foi obtida do estoque Berenice de T. cruzi, a partir da clonagem 

do produto de amplificação, entre os iniciadores SK67/SK34 correspondentes a região conservada de 

minicírculo de kDNA. 

As marcações radioativas foram feitas com α e γ P32 ATP e αS35 ATP (3000 Ci/mMol) 

procedentes da Amersham (UK). As sondas α foram marcadas com kit “Random Iniciadores DNA 

labelling system” e dNTPs da Gibco–BRL. As sondas γ foram marcadas com enzima PNK 

(polinucleotideo kinase) e seu respectivo tampão da Promega. As sondas purificadas através de coluna 

contendo Sephadex G-50, apresentaram atividade específica média de 1 – 5 x 108 cpm/µg de DNA. 

A marcação de fragmentos de tamanho intermediário, como no caso da sonda 122 pb, se deu 

pelo método de PCR quente, onde o dATP foi substituído pelo γ P32 ATP, com o intuito de melhorar a 

atividade específica da marcação. Neste caso a marcação foi monitorada também em gel de acrilamida 

desnaturante. 

8. SOUTHERN BLOT 

Após eletroforeses em gel de agarose, os DNAs de interesse foram transferidos por capilaridade 

para a membrana de “nylon Byodine B”, pelo método alcalino, conforme orientação do fabricante (Pall 

Bio Suport. East Hills, NY 11548). Resumidamente, o protocolo consistiu de uma etapa de depurinização 

com HCl 0,2 N por um período não superior a 10 minutos, seguida de uma lavagem rápida em água 

destilada e incubação com 0,4 M de NaOH por 30 – 40 min. A membrana encharcada com SSC 2X (0,3 

M NaCl, e 0,03 M de citrato de sódio), em seguida, era posta para secar a temperatura ambiente. Quando 

o DNA era menor que 4 kb omitiu-se a depurinização. 

A solução de pré-hibridação foi a mesma da hibridação [12 mL PEG 8000 50%, 20,4 mL dH2O, 

21 mL SDS 20%, 4,5 mL SSPE 20X (175,3 g NaCl, 27,6 g, NaH2PO4.H2O, 7,4 g EDTA para 1000 mL 

dH2O, ajustado o pH para 7,4)]. 

As membranas foram pré-hibridizadas durante pelo menos 30 min. a 65 °C, e hibridizadas 

durante a noite a 64 °C. As lavagens foram feitas pelo método descrito no manual do fabricante, sem 
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modificações, com graus crescentes de estringências conforme descrito a seguir: duas vezes: SSC 2X , 

0,1%SDS, durante 15 min. à temperatura ambiente; e uma vez: SSC 0,1X , 0,1% SDS, durante 20 min. à 

65 °C. Removido o excesso de líquido, a membrana úmida foi envolta em filme de PVC, e acondicionada 

com filme de raio-x (Kodak X- OMAT) em cassetes contendo intensificador de sinal, sendo o conjunto 

mantido a temperatura de -80 °C durante o período de exposição. No caso de reaproveitamento da 

membrana para nova hibridação, a sonda anelada ao DNA fixado foi removida segundo recomendação do 

fabricante, após incubação a 65 °C por 60 min. com 20 mL de solução de formamida (110 mL de 

Formamida, 20 mL de SSPE 20 X, 10 mL de SDS 20%, 60 mL de água deionizada estéril) para cada cm2 

de membrana. Realizado o tratamento, a membrana foi mergulhada no mesmo volume de uma solução 

contendo 0,1 X de SSC e 0,1% de SDS, durante 1 min. à temperatura ambiente. Em seguida a membrana 

dehibridada, ainda úmida, foi novamente envolta no filme de PVC para nova exposição, durante um 

período de pelo menos 10 dias, com a finalidade de verificar a eficiência da remoção da sonda, antes da 

nova hibridação. 

9. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR – POLIMERASE CHAIN REACTION) 

As PCRs foram utilizadas para as confirmações da presença do kDNA nas linhagens subclonais 

de macrófagos, na obtenção de segmentos de minicírculos a partir de T. cruzi, em diferentes ocasiões, 

para amplificação de bandas isoladas de géis, ou de bancos genômicos, nas estratégias de PCR inversa, 

amplificação de flancos de kDNA clonado em vetores, no método de captura, e na obtenção de sondas. A 

quantidade de DNA usados nas amplificações com diferentes iniciadores foram: 50ng de DNA 

provenientes de bandas genômicas isoladas; 2.107 pfu banco genômico em fago previamente fervidos por 

5 min. em água; 100 pg de kDNA de T. cruzi. Estas quantidades foram definidas em função do teste de 

sensibilidade otimizado por Argañaraz (1996), para iniciadores de kDNA. 

De um modo geral as reações foram feitas para o volume final de 50 µL por amostra, com 0,5 U 

de enzima Taq-polimerase, ou Tth, e respectivo tampão, 0,2 mM de cada dNTP e 20 pMoles do par de 

iniciadores. No caso da enzima Tth (Promega), foi feita a padronização da quantidade de Mg (OAc)2 

necessária para a reação, que no nosso caso foi de 3 µL de uma solução 25 mM.  

Como a maioria dos iniciadores foi desenhado para serem compatíveis em amplificações com os 

iniciadores de kDNA, empregou-se o programa abaixo: 
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Programa kDNA: 

- 94 °C /2 min.; 

- 32 ciclos: 64 °C/1min; 72 °C/1 min.; 94 °C/30s; 

- 64 °C/1 min.; 

- 72 °C/5 min.; 

- Refrigeração a 4°C; 

Nas situações onde iniciadores dos vetores participavam das amplificações foram usados os 

programas: 

Programa λgt10 

- 94 °C /2 min.; 

- 30 ciclos: 53 °C/1min; 72 °C/2 min; 94 °C/1min; 

- 53 °C/1 min.; 

- 72 °C/10 min.; 

- Refrigeração a 4°C; 

Programa plasmídio 

- 95 °C /2 min.; 

- 30 ciclos: 95 °C/1min; 46 °C/30s; 70 °C/1 min.;  

- Refrigeração a 4°C; 

Nas amplificações de linkers com a enzima Tth: 

Programa XLCla 

- 94 °C /1 min.; 

- 32 ciclos: 94 °C/30s; 68 °C/5min;  

- 70 °C/10 min.;  

- Refrigeração a 4°C; 

10. CLONAGENS 

10.1 - Plasmídios 

As clonagens de produtos de PCR foram feitas com o auxílio do kit TA (Invitrogen) no 

plasmídios PCRII e PCR 2.1. Nas construções genômicas enriquecidas e nas subclonagens, os plasmídios 

foram cortados com as enzimas de restrição apropriadas e tratados com fosfatase alcalina, conforme 

descrito anteriormente. Na elaboração do banco enriquecido usou-se a relação de 200 ng de inserto para 

200 ng de plasmídio tratado, e em subclonagem 100 ng de plasmídio e inserto, na relação dada pela 

fórmula abaixo: 

 
(tamanho do plasmídio em pb) 

(tamanho do inserto em pb) x (100 ηg do vetor) 
X ηg (inserto) = 
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As misturas de ligação foram feitas para um volume final entre 10 – 20 µL com 5 a 10 unidades 

weis de enzima T4 DNA ligase (Pharmacia) e seu tampão a 1X de concentração, 1 mM de ATP e os 

DNAs. A mistura foi incubada a 14 °C durante a noite, sendo inativada, posteriormente, por aquecimento, 

conforme orientação do fabricante. 

10.2 - Transformação 

As transformações foram feitas com 25 a 50 ng de plasmídio ligado para cada 100 µL de células 

competentes preparadas de acordo com protocolo descrito em SAMBROOK et al.(1989) ou 10 ng no caso 

de células ultra-competentes adquiridas da GIBCO-BRL, de acordo com protocolo do fabricante. Após a 

mistura das células ao DNA, foi feita a incubação em gelo durante pelo menos 30 min. Transcorrida a 

incubação, fez-se o choque térmico a 42 °C, por 2 min., e transferiu-se o tubo novamente para o gelo por 

mais 2 min. Em seguida foi adicionado 300 µL de meio de cultura NZY, e a mistura foi levada para 

incubar por 1 h a 37 °C com agitação de 225 rpm. Alíquotas de 50 µL – 100 µL foram semeadas em 

placas de Petri contendo meio NZY sólido com ampicilina, e incubados a 37 °C conforme descrito no 

item: 2-Culturas de Células. 

Como sítio de clonagem da maioria dos vetores escolhidos está dentro do gene β galactosidase, o 

meio de cultivo sólido foi acrescido de 50 µg/mL de X-gal durante o preparo das placas, o que permitiu a 

seleção das bactérias que receberam plasmídios com insertos, em detrimento das que receberam apenas o 

vetor vazio. 

No caso da bactéria Sure cells a transformação foi feita também por eletroporação, conforme 

descrito em SAMBROOK (1989), sendo as alíquotas plaqueadas e cultivada como anteriormente. 

11. CONFIRMAÇÃO DA ORIGEM HÍBRIDA DOS CLONES DO GRUPO A (A, C E D) 

Segmentos de DNA com sinais positivos quando hibridados com DNA de macrófago normal, e 

com kDNA, foram clonados por Argañaraz (1996), em plasmídio PCRII mantidos em E. coli DH5α. Três 

dos 5 clones (A, C, e D), cedidos para seqüenciamento e análise, apresentaram seqüências de bases de 

DNA, com os iniciadores (iniciadores) SK36 presentes em ambas às extremidades do segmento, em 

orientação invertida e complementar quando comparados entre si. Após o iniciador, seguiu-se uma 

seqüência de 5 bases com correspondência ao final das regiões conservadas de minicírculo, e mais 

internamente, uma seqüência de DNA do hospedeiro correspondente a elemento da família LINE – 1 
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(L1), flanqueado por uma repetição do tipo satélite III e uma região com identidade não definida, 

conforme mostrado na Figura 7. Com a finalidade de confirmar a suposta origem indicada pela análise 

em banco de dados, o clone A foi subdividido enzimaticamente conforme estratégia experimental 

apresentada na Figura 1 e itens 12.1, 12.2. e 12.3. Os fragmentos radio marcados foram empregados 

como sonda na hibridação por Southern de 25 ug de DNA genômico de macrófago normal DNA e de 16 

ug DNA total de T. cruz, digeridos com a enzima de restrição EcoR I, sendo as condições de transferência 

dos DNAs para as membranas, hibridações e lavagens realizadas de acordo com o procedimento padrão 

descrito no item 9. 

11.1 - Isolamento da região satélite (MAS) 

Inicialmente, foi feita a amplificação do inserto a partir dos iniciadores do vetor, sendo em 

seguida purificado do gel de agarose por QIAEx, conforme mostrado na Figura 1. O material obtido foi 

digerido com as enzimas Taq I e Hinf I, sendo isolada do gel de agarose a banda de 100 pb 

correspondente a região satélite. Esta banda foi então diluída para 0,01ng e amplificada com os 

iniciadores sat1/sat2, novamente isolada do gel e marcada radioativamente por Random iniciador e PCR.  

11.2 - Isolamento da Região L1A 

A região L1A foi isolada a partir da amplificação do segmento m9s2/iniciador vetor (sp6) do 

clone A (Figura 1), seguido de purificação e digestão com a enzima Hinf I. A banda de 280 pb foi então 

isolada em gel de agarose 2% e marcada por Random iniciador. 

11.3 - Isolamento da Região HVA 

A região variável foi isolada conforme mostrado na Figura 1, a partir da digestão do inserto Hinf 

I / Taq I com a enzima Rsa I seguido da purificação em agarose 2% e marcação da banda de 89 pb por 

random iniciador. 
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Figura 1. Sondas geradas a partir da subdivisão do clone A para confirmação da origem híbrida dos
clones da família LINE-1. Linhas: preta, vetor; vermelha, região conservada de minicírculo de kDNA;
azul, região variável do minicírculo; amarela, satélite; verde, fragmento do elemento LINE-1. Estratégia
experimental para obtenção da sonda MAS, L1A e HVA. 
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12. AMPLIFICAÇÃO DAS REGIÕES DE INTEGRAÇÃO COM INICIADORES DE LINE-1 E 

DE MINICÍRCULO DE KDNA 

A partir das informações dos seqüenciamentos do grupo A, elaborou-se a estratégia experimental 

apresentada na Figura 2, partindo do pressuposto de que a integração teria ocorrido dentro de um 

segmento de LINE-1. Portanto, foram desenhados os oligonucleotídios: M6a1, L1RTa1, L1RTa2 e 

L1RTs1, que em combinação com os iniciadores, Sk35 e Sk36, amplificaram, por PCR, os DNAs moldes 

isolados da primeira partida de macrófagos transfectados “A” e “G” , e normais, bem como o de T. cruzi. 

As reações de amplificações foram feitas de acordo com o protocolo padrão descrito no item 10 e o 

programa utilizado foi o “kDNA”. Os produtos obtidos das amplificações, após visualização em gel de 

agarose 1%, foram transferidos para membrana de “Nylon”, para hibridação com os oligonucleotídios 

radio marcados: SK35, SK36, ou M6a1, segundo a técnica de Southern blot descrita anteriormente, com a 

finalidade de verificar a especificidade da amplificação. Após a análise da auto-radiografia resultante, da 

primeira hibridação, a membrana foi dehibridada, e em seguida rehibridada com o segundo 

oligonucleotídio, e posteriormente com o terceiro, conforme procedimento detalhado no capítulo 

Southern blot. Confirmado o sinal positivo nas três hibridações, a banda de interesse foi isolada do gel de 

agarose por QIAEx, ligada ao vetor PCRII, para transformação da bactéria hospedeira INVαF’, de acordo 

com os protocolos padrões. Os transformantes foram selecionados como descrito no item: “Hibridação de 

Colônia”. 

Estratégia semelhante foi empregada para analisar amostras de DNA isoladas do sangue 

proveniente de humanos chagásicos. O DNA foi obtido de acordo com o protocolo descrito em 

SAMBROOK et al., 1989 e gentilmente cedido por Socorro Braga, para realização da amplificação do 

kDNA integrado através da mesma abordagem experimental. No caso, foram empregados os iniciadores 

SK36, de região conservada de minicírculos de kDNA, em combinação com o iniciador M6a1, desenhado 

a partir do LINE-1 do grupo A, de acordo com o protocolo padrão usado nas PCRs, e programa kDNA. A 

especificidade da amplificação foi confirmada por Southern blot com a sonda de 122 pb de kDNA. O 

produto amplificado foi clonado no vetor PCR2.1 e utilizado para transformar a hospedeira DH5α, 

conforma protocolos já descritos. Os insertos recuperados dos clones foram novamente hibridados por 

Southern blot, e submetidos a seqüenciamento. 
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13. CONSTRUÇÃO DO BANCO GENÔMICO ENRIQUECIDO 

13.1 - Abordagem I: Construção do banco enriquecido em Fago λλλλ gt10. 

Uma alíquota contendo 10 µg de DNA do fago foi digerida totalmente com a enzima EcoR I, e 

tratada com fosfatase alcalina conforme protocolo padrão. O DNA de macrófago transfectado, utilizado 

neste experimento, foi isolado da terceira partida de células em cultura, aproximadamente dois anos da 

obtenção das linhagens subclonais. A ligação com o DNA de macrófago enriquecido da região positiva na 

hibridação com kDNA foi feita de acordo com a recomendação descrita no kit λgt10-EcoR I-CIAP-

Treated vector kit (Stratagene) para um volume final de 5 µL. Em resumo, as regiões kDNA-positivas em 

Southern blot, proveniente das linhagens subclonais A11 e C4 digeridas com a enzima EcoR I , foram 

isoladas do gel de agarose por QIAEx e quantificados por espectrofotometricamente a 260 ηm. Para cada 

construção, 0,1 µg de DNA isolado foram misturados a 1 µg de DNA de fago tratado. Adicionou-se o 

tampão de ligação, o rATP, para as concentrações finais de 1X e 1 mM respectivamente, 2 U de T4 DNA 

ligase, e água miliQ suficiente para completar o volume de reação. A ligação foi incubada 4°C durante 

48h. Após este período, os DNAs virais reanelados foram empacotadas com o auxílio do kit GIGAPAK 

III Gold (Stratagene) de acordo com procedimento descrito no manual. 

a) Preparo das Bactérias  

As células utilizadas nas infecções virais foram preparadas a partir de colônias de bactérias 

colhidas de placas com dois dias de semeadura, em 5 mL de meio LB acrescido de 10 mM de MgSO4 e 

0,2% (p/v) de maltose. O cultivo foi realizado durante a noite a 30 °C com 200 rpm de agitação. Na 

manhã seguinte, fez-se as leituras da densidade óptica a 600 ηm, sendo removido o meio de cultura , por 

centrifugação 500 xg por 10 min., quando o valor da OD600 = 1,0. O sedimento foi ressuspenso para a 

OD600 = 0,5 com 10 mM de MgSO4 (estéril) gelado, e mantido no gelo até o momento do uso.  

b) A infecção viral  

O banco foi titulado e amplificado de acordo com manual publicado no kit λgt10/EcoR I /CIAP-

Treated vector kit (Stratagene). Na titulação uma alíquota de 200 µL de células preparadas conforme 

descrito no item anterior foram misturadas a 1 µL do fago empacotado e outra alíquota a 0,1 µL, sendo 

incubadas por 15 min. a 37 °C. Após este período, foram adicionados 3 mL de top agar-NZY a 48°C, 

misturados por inversão do tubo, e, imediatamente vertidos para placas de 90 mm com NZY. O meio foi 
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solidificado após por 10 min. a temperatura ambiente, sendo posteriormente incubados a 37° por 14 a 18 

h, até boa visualização das placas de lise. Na amplificação, foram misturados aproximadamente 5.104 pfu 

de bacteriófagos para cada 600 µL de células preparadas, e incubados conforme anteriormente. Em 

seguida, adicionou-se 7 mL de top agar,-NZY que foram vertidos em placas de 150 mm com meio NZY. 

Após solidificação do meio de cultura, as células foram incubadas a 37 °C, até as placas de lise 

alcançarem diâmetros entre 1 a 2 mm. Então, 8 a 10 mL de solução tampão estéril de SM (5,8 g NaCl; 2,0 

g do Mg SO4.7 H2O, 50 mL de 1 M Tris-HCl pH 7,5; 5,0 mL de gelatina a 2% - p/v; água deionizada para 

completar o volume de 1litro), foram adicionados às placas, que, por sua vez, foram incubadas com leve 

agitação, a 4 °C durante a noite. Na manhã seguinte, foram coletadas as soluções para um tubo estéril, 

sendo feito uma lavagem adicional com mais 2 mL de tampão SM, para coletar os fagos restantes. Ao 

tubo com os fagos, foram adicionados 5% do volume final com clorofórmio, que foi incubado com 

agitação leve por 15 min. à temperatura ambiente. Por fim, o material foi centrifugado 500 x g por 10 

min., para remover resíduos celulares. Acrescentou-se ao sobrenadante transferido para novo tubo, 0,3% 

de clorofórmio, para estocagem a 4 °C.  

Os bancos foram construídos utilizando-se as E. coli : XL1Blue MRF’, CES 201 e C600. 

Seleção dos fagos com sondas kDNA. 

O banco foi diluído e titulado, como descrito anteriormente, para escolha da diluição de trabalho, 

de forma que a quantidade de fago nas placas, durante o 1° seleção (screening) ficasse em torno de 5.000 

– 10.000 pfu. Então, 2 a 5 µL da diluição escolhida foram usadas para infectar 600 µL de células, 

plaqueadas e incubadas conforme descrito na preparação do banco.  

A seleção dos fagos foi feita pelo método radioativo, em membrana de Nylon BIODINE A (Pall 

Bio Suport. East Hills, NY 11548) de acordo com a recomendação descrita no protocolo do fabricante da 

membrana. Resumidamente, na primeira etapa, as placas contendo os fagos foram incubadas a 4 °C por 

30 min. Membranas esterilizadas foram, então, colocadas em contato com as placas de lise na superfície 

do top agar-NZY, e marcada a posição, para incubação por mais 1h à temperatura ambiente. Após este 

período, as placas foram refrigeradas a 4 °C durante 15 min., para facilitar a remoção das membranas. Os 

fagos aderidos às membranas foram incubados por 5 min. em soluções de desnaturação (0,5 M NaOH; 1,5 

M NaCl), e de neutralização (0,5 M Tris-HCl pH7,4; 1,5 M NaCl), sendo o DNA fixado pela secagem ao 
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ar e posterior incubação a 80 °C por 30 min. em forno a vácuo. Concluído o tratamento, as membranas 

foram pré-hibridadas, hibridadas, lavadas e expostas conforme descrito na sessão Southern blot. 

Os plaques positivos foram extraídos da agarose por incubação com 500 µL tampão SM a 

temperatura ambiente, sob agitação de 225 rpm por 2 h, e submetidos a segunda etapa de isolamento. 

Nesta etapa os fagos foram diluídos e titulados para a obtenção de plaques mais isolados (200 a 600 

placas de lise por placa), sendo que a diluição mais freqüente para a obtenção deste resultado foi a de 1:10 

em tampão SM. 2 a 5 µL da diluição foram empregados na infecção de 200 µL das bactérias, que, por sua 

vez, foram incubadas e plaqueadas como descrito, visando nova seleção de positivos. Estas etapas foram 

repetidas até a confirmação do isolamento do fago selecionado. 

c) PCR para a confirmação do enriquecimento promovido pela seleção. 

Foram retiradas alíquotas do banco total, e de plaques positivos obtidos da primeira e segunda 

etapa seleção, com a finalidade de confirmar o enriquecimento dos fagos contendo os segmentos kDNA-

positivos. As alíquotas foram tituladas e diluídas de forma a conterem aproximadamente 10.000 pfus/µL. 

Em seguida, foram adicionados a cada 10 µL de amostra, 90 µL de H2O miliQ, para incubação a 70 °C 

por 1 h. Posteriormente, as amostras foram transferidas para o gelo e submetidas à centrifugação para a 

coleta do material condensado nas paredes do tubo.  

Uma alíquota de 2 µL de cada amostra foi utilizada nas reações de PCR com o par de iniciadores 

SK34/SK67 de acordo com protocolo descrito no item correspondente. Neste experimento foram 

empregados o tampão e a enzima Taq-polimerase da Pharmacia. 

14. ABORDAGEM II - CONSTRUÇÃO DO BANCO ENRIQUECIDO EM PLASMÍDIO E 

SELEÇÃO DOS CLONES POSITIVOS POR SOUTHERN BLOT COM SONDA DE KDNA . 

A mesma preparação de bandas genômicas utilizadas no experimento anterior, de A11 e C4, 

foram ligadas aos plasmídios e transformadas nas diferentes hospedeiras, de acordo com a metodologia 

descrita em Clonagem e transformação. Os transformantes que apresentaram coloração branca foram 

palitados em duplicata para placas contendo NZY e ampicilina, e incubados durante a noite a 37 °C. 

Os transformantes foram selecionados pela técnica de hibridação de colônia descrita em 1975 

por Grunstein e Hogness (em SAMBROOK et al., 1989), adaptado para membranas de Nylon BIODINE 
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A (Pall Bio Suport. East Hills, NY 11548). O protocolo de transferência, fixação, pré-hibridação e 

lavagem foram idênticos ao descrito para a seleção de fagos.  

Os bancos foram construídos nas hospedeiras: DH5αMCR, XL1Blue MRF’, Sure Cells e 

CES201. 

15. ABORDAGEM III – PCR INVERSA 

A técnica de PCR inversa foi feita de acordo com protocolo apresentado por Ochman et al. 

(descrito em Innis et al., 1990). Em uma primeira etapa, o DNA genômico da linhagem subclonal C6, 

isolado da primeira partida de cultivo desta célula, foi digerido com a enzima EcoR I. Em seguida a banda 

2,4 kb, positiva para kDNA, com aproximadamente 1µg de DNA, foi isolada em gel de agarose 1%. O 

material foi purificado, circularizado e novamente precipitado, de acordo com a recomendação do 

protocolo.  

A PCR foi feita com os iniciadores SK35/SK36 de acordo com protocolo e programa padrão já 

descritos. As bandas superiores a 1,4 kb, visualizas em gel de agarose 1%, foram ligadas ao vetor PCRII e 

transformadas na bactéria hospedeira DH5α e INVαF’. Os clones positivos por hibridação de colônia, 

foram amplificados e tiveram os plasmídios extraídos por lise alcalina. O tamanho dos insertos foi 

determinado por digestão com a enzima EcoR I e visualização em gel de agarose 1%. Os dois maiores 

clones escolhidos aleatoriamente foram seqüenciados e analisados em banco de dados e com o auxílio do 

programa DNAmam. 
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16. ABORDAGEM IV - PRC COM INICIADORES DE KDNA EM ASSOCIAÇÃO COM 

INICIADORES DOS VETORES 

A Figura 3 mostra um resumo da estratégia experimental usada nesta abordagem para a 

obtenção do flanco de integração clonado em banco genômico construído no vetor λgt10. Nas 

amplificações foram empregados os pares de os iniciadores: SK34/λ gt10R; SK34/λ gt10F; SK35/λ 

gt10R; SK35/λ gt10F. Uma alíquota de 10 µL do banco foi preparada com 90 µL de água miliQ, 

conforme descrito na PCR quantitativa. Em cada tubo foram colocados 2 µL da amostra, tampão, demais 

reagentes e Taq-polimerase da Pharmacia, para um volume final de 50 µL, segundo descrito no item 

PCR. O programa empregado para os quatro sistemas de amplificação foi o λgt10. Os produtos 

amplificados foram clonados no vetor PCR2.1 e transformados na bactéria XL1BlueMRF’. A seleção foi 

feita por hibridação de colônia com sonda 122 (região conservada de kDNA). Os clones positivos foram 

amplificados, sendo feita a extração de plasmídios, a determinação do tamanho dos insertos clonados por 

análise em gel de agarose do produto da digestão dos clones com a enzima EcoR I, conforme protocolos 

já descritos. A confirmação da positividade dos insertos foi feita por Southern blot com as sondas de 122 

pb e iniciadores internos às amplificações. Os clones foram seqüenciados como descrito anteriormente e 

submetidos análise. 

17. ABORDAGEM V - MÉTODO DE CAPTURA DO KDNA INTEGRADO NO DNA 

GENÔMICO. 

O Método de Captura apresentado neste trabalho está baseado nos princípios da cromatografia de 

afinidade entre DNAs, onde uma sonda de DNA é ligada a uma superfície sólida (membrana de nylon) 

enquanto que a mistura de DNAs permanece em solução. Havendo complementaridade do DNA em 

solução com a sonda, ocorre a ligação entre os mesmos. A especificidade da ligação permite que somente 

o DNA complementar permaneça aderido a membrana, sendo as ligações inespecíficas removidas durante 

as lavagens com soluções de estringências crescentes.  

A Figura 4 mostra de forma esquemática a estratégia de captura. Em uma primeira etapa 

realizou-se a digestão do DNA genômico e a ligação do mesmo aos adaptadores (a); Em seguida, a sonda 

foi imobilizada na membrana de nylon (b); Depois se fez a hibridação do DNA com a sonda imobilizada 

(c). Nas etapas seguintes realizaram-se as lavagens e eluição do DNA específico (d).
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CLONAGEM  

TRANSFORMAÇÃO  

Figura 3. Estratégia experimental empregada na obtenção e subclonagem dos segmentos híbridos kDNA/DNA 
hospedeiro. Amplificação do banco genômico construído no vetor λgt10, por PCR, com iniciadores do vetor e da região 
conservada dos minicírculos.  
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O material capturado foi amplificado por PCR a partir de iniciadores desenhados para anelar nos 

adaptadores (e). O DNA específico amplificado foi purificado em gel de acrilamida (f). Por último, foi 

feita clonagem e seqüenciamento (g). 

Os adaptadores e iniciadores foram desenhados contendo múltiplos sítios de clonagem múltiplos, 

e foram testados quanto à especificidade de anelamento. A síntese dos adaptadores foi realizada no 

Laboratório Multidisciplinar de Pesquisa em Doença de Chagas - UnB, com eficiência superior a 90% 

(GENE Assembler  Special - Pharmacia), sendo posteriormente purificados em coluna NAP, de acordo 

com a orientação do fabricante. A qualidade dos oligonucleotídios foi confirmada em gel de acrilamida-

TBE conforme protocolo em SAMBROOK et al. (1989). 

17.1 - Padronização da ligação dos adaptadores ao DNA 

Em uma primeira etapa, foram testados 4 tipos de abordagem para a ligação dos adaptadores ao 

DNA genômico digerido, que diferiam quanto à forma de realizar a defosforilação, se do adaptador ou do 

DNA genômico, se do genômico se havia diferença se a defosforilação fosse realizada na banda isolada 

ou no DNA total digerido. Assim foram montados os seguintes experimentos: 1) remoção do fósforo 

terminal dos fragmentos digeridos de DNA genômico, seguindo-se o anelamento e ligação dos 

adaptadores aos fragmentos genômicos, eletroforese em gel de agarose e isolamento da região kDNA-

positiva; 2) remoção do fósforo terminal dos fragmentos de DNA genômico digeridos, isolamento da 

região kDNA-positiva; anelamento e ligação dos adaptadores ao DNA; 3) remoção do fósforo terminal 

dos adaptadores, ligação ao DNA genômico digerido, isolamento da região kDNA-positiva; 4) isolamento 

da região kDNA-positiva, ligação dos adaptadores defosforilados. 

O tratamento com a fosfatase alcalina foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido pelo 

fabricante da enzima, em função do cálculo estimado do número de extremidades de segmentos de DNA. 

Nestes experimentos foram utilizadas 10 µg de DNA genômico obtidos da terceira e quarta partida de 

cultivo da linhagem sublclonal A11, digeridos com a enzima EcoR I. A relação molar de ligação ao 

adaptador foi de 1 de DNA para 100 de adaptador. A eficiência e qualidade da ligação dos sistemas foram 

monitoradas pela presença de sinal de hibridação com a sonda do adaptador e pela capacidade de 

recuperação do sinal kDNA-positivo, por Southern blot, após a amplificação de uma alíquota do material 

com os iniciadores dos adaptadores. 
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O resultado deste teste permitiu estabelecer o procedimento a seguir, adotado em todas as 

capturas. 

17.2 - Tratamento dos adaptadores com fosfatase alcalina e anelamento. 

As fitas complementares de cada adaptador foram misturadas a razão molar de 1:1 em um tubo 

microcentrífuga de 1,5 mL.  Aproximadamente 10 µg da mistura foram tratadas com fosfatase alcalina, de 

acordo com o protocolo do fabricante da enzima (CIAP-Pharmacia). Após o período de incubação, foi 

acrescentado tampão de anelamento (1 M Tris-HCl pH 7,6, 100 mM MgCl2, e 160 mM de DTT, 

Pharmacia), na proporção de 1 µL do tampão para cada 6 µL da reação. O tubo foi transferido 

imediatamente para um Becker contendo 1,5 l de água fervente e deixada esfriar até a temperatura 

ambiente. O tempo de esfriamento da água foi suficiente para inativar CIAP e promover o anelamento do 

iniciador.  

17.3 - Ligação do adaptador ao DNA digerido 

O DNA digerido com a enzima apropriada foi ligado ao adaptador de acordo com o protocolo 

padrão descrito anteriormente. A proporção do número de extremidades das moléculas DNA/adaptador 

no sistema de ligação foi otimizado para a relação molar de 1:100 a 1:1000. 

17.4 - Imobilização da sonda em membrana de “nylon” por “dot blot” 

Foram testados dois protocolos de imobilização de DNAs em membranas de nylon. No primeiro 

as membranas Biodine B foram imersas na solução contendo o DNA, e levadas a secar a temperatura 

ambiente. Em seguida as membranas foram colocadas sobre papel de filtro com 0,4 M de NaOH, por 5 

min. e transferidas para SSC 2X onde foram incubadas por mais 2 min. e novamente secas. No segundo, o 

DNA foi desnaturado por fervura e levado ao gelo, antes de ser transferido para as membranas. 

17.5 - Experimento piloto 

Foi escolhido para este teste o clone 1C6, resultado da clonagem no vetor PCRII de uma 

seqüência de minicírculo de kDNA de 600 pb. Este clone foi escolhido por apresentar na sua estrutura a 

região conservada 122 pb. Este piloto teve como objetivo verificar a especificidade da captura do kDNA 

na mistura inserto/plasmídio, tendo como sonda a região 122 pb. 

Deste modo, 2 µg dos vetores contendo as seqüências 122 e 600 pb foram digeridos com EcoR I 

separadamente. As seqüências 122 pb foram isoladas do gel de agarose por QIAEx e imobilizadas em 8 
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cm2 da membrana BIODINE B pelo método alcalino de dot blot. A membrana foi cortada em 8 pedaços 

de 1 cm2. 

Já a mistura de digestão do vetor, contendo o segmento 600 pb, foi dividida em duas alíquotas de 

1 µg cada. Uma das alíquotas foi aplicada no gel de agarose para o isolamento, por QIAEx, do fragmento 

600 pb liberado e do plasmídio vazio. Adaptadores foram ligados aos extremos dos DNAs isolados por 

QIAEx e às extremidades dos DNAs da outra alíquota. 

Para o monitoramento da hibridação, os segmentos ligados aos adaptadores tiveram as 

extremidades radio marcadas com 3 µL de γP32, e 10 U de PNK, para um volume final de 50 µL 

incubados por 1 hora a 37°C. Enquanto transcorria a marcação, as membranas foram incubadas com a 

solução de PEG descrita no item Southern blot, a 65 °C por 1 hora. Após esta etapa de pré-hibridação, 

acrescentou-se o DNA marcado e fervido por 5 min. à solução e o material foi hibridado durante a noite a 

64 °C. 

No dia seguinte a solução foi coletada e as membranas lavadas conforme segue: 1) lavagem com 

100 volumes de SSC 2X e SDS 0,1% /cm2 de membrana, por 15 min. a temperatura ambiente, sendo a 

solução posteriormente descartada; 2) lavagem com 1 volume de SSC 2 X e SDS 0,1% /cm2 de 

membrana, por 30 min., a temperatura ambiente; 3) lavagem com 1 volume de SSC 1 X e SDS 0,1% /cm2 

de membrana por 30 min. a 64 °C; 4) lavagem com 1 volume de SSC 0,1 X e SDS 0,1% /cm2 de 

membrana, por 1 hora a 64 °C; 5) lavagem com 1 volume de água miliQ /cm2 de membrana, por 1 hora a 

64 °C. As soluções colhidas nas etapas 2 a 5 foram concentradas individualmente em centricon 100 

(blue), conforme protocolo do fabricante. As amostras foram, em seguida, lavadas com 2,5 mL com água 

miliQ, para remover o excesso de sal, e coletadas em tubo de microcentrífuga. O material foi mais uma 

vez concentrado em “speed vac”, a 37 °C, até o volume de 20 µL, o que em média era alcançado após 40 

min. de tratamento. 2 µL de cada material capturado foram empregados na amplificação com iniciadores 

do adaptador, de acordo com o protocolo padrão para PCR, utilizando-se as enzimas e tampão da 

Pharmacia. As amplificações foram visualizadas em gel de agarose 1%, transferidas para membrana de 

Nylon Biodine B, e hibridadas com a sonda 122 pb marcada radioativamente por random iniciador. 
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17.6 - Nível de detecção 

Com a finalidade de se verificar o nível de detecção da técnica, 5 ng, 50 ng, 500 ng, e 5.000 ng 

de DNA genômico de T. cruzi do estoque Berenice foram digeridos com a enzima Pst I e ligados com o 

adaptador compatível. Foram imobilizados na superfície de 9 cm2 de membrana, 50 ng /cm2 de segmentos 

de 250 pb de cDNA, provenientes do gene Fosforilase, presente em cópia única no genoma do 

protozoário, gentilmente cedido pelo prof. Jaime Martins Santana Membranas. Estes DNAs foram 

hibridados, conforme descrito anteriormente.  As membranas foram lavadas, inicialmente com SSC 2X a 

temperatura ambiente, por 15 min., e transferidas diretamente para SSC 0,1 X e SDS 0,1%, a 64 °C por 

60 min. Por último, foram lavadas com água miliQ a 64 °C por 60 min. As soluções foram concentradas 

como anteriormente, e analisada por PCR e Southern blot. 

17.7 - Captura a partir do DNA do clone celular A11 

Foram realizados dois tipos de capturas, o primeiro, a partir do DNA genômico total, obtido da 

quarta partida de cultivo da linhagem subclonal A11, digerido com a enzima EcoR I e ligado ao 

adaptador; o segundo a partir da região 1 a 3 kb kDNA positiva, isolada do mesmo DNA genômico 

digerido com a mesma enzima, igualmente com o adaptador. Em ambos os casos, foram empregados 10 

µg dos DNAs na hibridação de 18 cm2 de membranas, sobre a qual foram imobilizados 50 ng/cm2 de 

kDNA digerido com EcoR I, incubadas como descrito anteriormente. 

As membranas foram lavadas conforme de acordo com o experimento piloto, sendo colhidas as 

soluções: 1) 2a lavagem com SSC 2X e SDS 0,1%; 2) SSC 0,1X e SDS 0,1%, a 64 °C por 15 min., 3) 

água miliQ, durante 1 h. Foram também coletadas as soluções provenientes da incubação: 4) com água 

miliQ, durante a noite; 5) formamida (110 mL de formamida, 20 mL 20X SSPE, 10 mL 20% SDS, 60 mL 

ddH2O) 1 volume/cm2 de membrana 70 °C por 1 h. Da mesma forma que das vezes anteriores, o material 

foi concentrado para 20 µL, sendo 2 µL usados nas amplificações com iniciador do adaptador. Foram 

testados os sistemas de PCRs: com a enzima Tth (programa Xcla), com as enzimas Taq-polimerase 

CenBio e Pharmacia (programa kDNA), conforme protocolos de cada enzima. O resultado foi analisado 

com sondas de kDNA radio marcadas. 

A região de 1 a 3 kb do produto de amplificação do DNA genômico enriquecido, provenientes da 

coleta em H2O, foi isolada e submetida à nova amplificação com iniciadores do adaptador. As bandas da 

região 1 kb foram, então, radio marcadas pelo protocolo γATP, como descrito anteriormente, purificadas 
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em gel de acrilamida, e novamente amplificadas com os iniciadores do adaptador. Cada banda isolada a 

partir deste gel, foi analisada por Southern blot com sonda de kDNA, e re-isolada do gel de agarose, para 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Etapas experimentais realizadas para a captura e isolamento da região de integração do kDNA no
genoma hospedeiro murino para clonagem e seqüenciamento. 
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clonagem no vetor PCR 2.1. Após a transformação da hospedeira DH5αMCR, foram isolados os 

plasmídios de 6 a 18 clones provenientes de cada uma das bandas. O tamanho dos insertos liberados dos 

plasmídio pela digestão enzimática com a enzima EcoR I, foi determinado por análise em gel de agarose 

1%. Os clones foram seqüenciados de acordo com protocolo padrão, e as seqüências fornecidas 

comparadas às demais já obtidas e analisadas em banco de dados. 

17.8 - Captura da banda de 7 kb contendo kDNA, a partir da digestão do clone A11 com 

Cla I  

O DNA genômico da quarta partida de cultivo da linhagem subclonal A11, digerido com Cla I, 

foi ligado ao adaptador Lcla, conforme descrito anteriormente. O produto da digestão foi submetido à 

eletroforese em gel de agarose. Em seguida a região correspondente à faixa de peso molecular de 6,5 a 7,5 

kb, positiva em Southern blot com sonda de kDNA, foi isolada com o auxílio do kit QIAEx. A banda foi 

eluída num volume final de 20 µL em água. Foi realizada uma amplificação por PCR do kDNA 

integrado, com a finalidade de confirmar a presença de kDNA no material eluído. Para tanto foram 

utilizados 2 µL do eluído no QIAEx da banda positiva, e também das bandas negativas desta digestão e os 

iniciadores SK34 e SK 67 de minicírculo de kDNA, sendo utilizado como controle negativo da 

amplificação o do DNA de macrófago normal.  

Confirmada a presença do minicírculo de kDNA na região coletada, os 18 µL restantes da 

eluição foram utilizados na estratégia de captura, onde foram empregados 18 cm2 de membrana contendo 

50ng/cm2 de kDNA imobiliza na hibridação.  

Como descrito anteriormente, o DNA capturado foi concentrado e 2 µL da captura foram 

utilizadas na amplificação com o iniciador do adaptador. Os produtos amplificados foram transferidos 

para membrana, visando à análise por Southern blot, com sonda de kDNA. 

Outros 10 µL da captura foram separados em gel de agarose 1%. As regiões menores e maiores 

que 3 kb foram isoladas por QIAEx, digeridos com a enzima Taq I (para cortar também dentro da região 

conservada do kDNA) e ligados a 100 ng do adaptador o Mcla. O volume final foi ajustado para 15 µL. 

Após a incubação de 48h a 4°C, o volume foi elevado para 500 µL com água miliQ para remoção do 

excesso de adaptador em microcon 100®. A mistura foi então concentrada para 10 µL em speed vac 

(aproximadamente 37° por 40 min.). Realizada nova PCR neste material com o par de iniciadores dos 

adaptadores Lcla e Mcla, e as enzimas Tth e Taq-polimerase CenBio. O mesmo procedimento de 
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isolamento das bandas maiores e menores a 3 kb, seguido de ligação do segundo adaptador, purificação e 

amplificação por PCR foi feito com o 5 µL (aproximadamente 50 ng) do produto amplificado da captura 

em H2O, para controle positivo das etapas. 

18. ANÁLISE COMPUTACIONAL DAS SEQÜÊNCIAS CLONADAS 

Os insertos seqüenciados foram analisados pelo programa DNAman quanto ao número de bases, 

seqüências repetitivas diretas, invertidas, formação de alças e proporção das bases nitrogenadas na 

molécula. Pelo mesmo programa, as seqüências foram comparadas entre si, compondo um banco de 

dados próprio, que continha também seqüências de minicírculos de kDNA de T. cruzi (STURM et al., 

1989; acessos, X04680; U38184; M18815; M18816; M19176; M19179; X56188), regiões Alu (R88864; 

T99987; W01741; M21251;J04070), provenientes de bancos de dados e da literatura. Utilizou-se também 

para a comparação de seqüências clustal w (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). 

Os segmentos também foram comparados às seqüências depositadas em banco de dados do 

sistema BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os clones foram analisados em partes e como um todo, de 

forma a identificar regiões com menor e maior significância em relação aos segmentos depositados. 

Seqüências regulatórias foram analisadas pelo programa signal scan: 

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html; Para as análises de conformação espacial dos segmentos 

de DNA utilizou-se os programas: a) Presença de curvaturas e dobramentos: 

http://hydra.icgeb.trieste.it/~kristian/dna/bend_it.html. b) Visualização da conformação: 

http://hydra.icgeb.trieste.it/~kristian/dna/plot_it.html e http://hydra.icgeb.trieste.it/~kristian/dna/model_it.html. 

 

19. ANÁLISE DO SEGMENTO B7 

19.1 - Anotação genômica complementar 

Além das análises “in silico” descritas no tópico 19, verificou-se no segmento B7 a presença de 

fases abertas de leitura, similaridades com seqüências de regiões promotoras e presença de regiões 

regulatórias da expressão gênica. O estudo foi realizado com o auxílio dos programas ORF Search, 

Sequence Scan, Promoter Scan, e Signal Scan, respectivamente. 
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19.2 - Confirmação da integração 

Foram desenhados 2 iniciadores, IS e S2 localizados nos flancos da região murina do clone B7. 

Estes iniciadores foram empregados nas amplificações de 100 ng dos DNAs genômico intactos 

provenientes das células de macrófagos normais, subclone A11 (segunda, terceira, e quarta, partida de 

cultivo e isolamento) e de T. cruzi cepa Berenice, conforme a estratégia experimental mostrada na Figura 

5. 

20. IDENTIFICAÇÃO DA ORIGEM DAS REGIÕES DE 50 A 80 PB OBSERVADAS 

INTERCALANDO AS REGIÕES CONSERVADAS DE MINICÍRCULO 

A Figura 6 mostra a estratégia experimental usada para a obtenção da sonda da região 50 pb, 

observada nos clones de kDNA recuperados dos diferentes macrófagos, e da região 80 pb, atribuídas à 

região variável de minicírculos de kDNA. Primeiramente foram desenhados os iniciadores em orientações 

invertidas das regiões terminais do segmento 50 pb, TcVa e TcVs, sendo o mesmo realizado para a região 

80 pb, (iniciadores C6.80a e C6.80s). Paralelamente, foram isolados os insertos que continham a região 

variável de 50 pb e 80 pb respectivamente dos plasmídios 1C6 e 2C6. Para tanto 500 ng dos plasmídios 

foram digerido com a enzima de restrição EcoR I de acordo com as especificações do fabricante. A 

mistura plasmídio inserto foi submetida à separação eletroforética em gel de agarose 1,0%. As bandas 

correspondentes aos insertos foram isoladas do gel de agarose e os DNAs purificados pelo sistema 

QIAEx, de acordo com protocolo do fabricante. Em torno de 100 ng de insertos foram digeridos com a 

enzima Taq I, que corta no final da região conservada. Os fragmentos foram diluídos para a concentração 

de 0,001 ng, e usados nas reações da PCR (2 µL da solução diluída para 50 µL de mistura de final de 

reação). Após a amplificação, 1/3 do volume da PCR foi aplicado em gel de agarose 2%. Os fragmentos 

de tamanho esperado foram isolados por QIAEx. Aproximadamente 2 ng dos isolados foram empregados 

na marcação radioativa por PCR, onde também os iniciadores estavam previamente marcados com γP32. 

As sondas foram utilizadas em Southern blot com membranas contendo 50 µg de DNA de macrófago 

normal e 7µg de kDNA de T. cruzi, ambos digeridos com EcoR I. A hibridação também foi repetida 

somente com os iniciadores marcados. As membranas foram expostas por um prazo de até 3 e 30 dias, 

para garantia da especificidade do sinal. 
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Figura 5. Estratégia experimental para a confirmação da presença da região de integração no clone 
celular A11, através da amplificação por PCR do DNA hospedeiro normal, clone celular A11, e T. 
cruzi. A) tamanho esperado da sequência amplificada com os iniciadores IS / S2; B) tamanho esperado 
da amplificação com o iniciador hospedeiro IS e de kDNA sk36. 
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21. VERIFICAÇÃO DO TAMANHO DA REGIÃO VARIÁVEL 50 PB ANTES DA 

INTEGRAÇÃO. 

21. 1 Construção do Banco de kDNA e seleção do clone portador da região 

Uma alíquota contendo 1 ug de kDNA foi digerida com a enzima de restrição EcoR I. O produto 

digerido foi ligado ao fago λgt10 e empacotado, conforme orientação do fabricante. As partículas virais 

foram utilizadas na infecção das hospedeiras XL1BlueMRF’ e CES201. As placas de lise foram 

transferidas para a membrana de Nylon Biodine A para a realização da hibridação de colônia com a sonda 

TcVA (sonda de 20 mer desenhada para anelar com a seqüência 50 pb, das regiões variáveis dos 

minicírculo de kDNAs recuperados das regiões de integração). 

Foram analisadas aproximadamente 600.000 placas de lise de cada banco sendo coletados 

plaques com sinal positivo de hibridação somente na hospedeira XL1BlueMRF’. A exemplo do ocorrido 

com a clonagem da região de integração houve perda da positividade das 14 placas de lise selecionadas e 

aumento significativo de fagos sem inserto durante o processo de enriquecimento. 

21.2 - Captura e clonagem dos minicírculos de kDNA com a seqüência 50 pb 

Para a captura dos minicírculos de kDNA portadores da região variável 50 pb foram utilizados 

um total de 18 cm2 de membrana contendo 150 ng/cm2 do iniciador TcVA. Esta membrana foi 

hibridizada com 1µg de kDNA digerido com a enzima EcoR I e ligado ao adaptador Eco, de acordo com 

protocolo padrão descrito anteriormente. As diferentes lavagens foram coletadas, concentradas, 

amplificadas com iniciador do adaptador, e hibridizadas por Southern blot com o TcVA marcado 

radioativamente. Depois de confirmada a presença do sinal positivo com a sonda TcVA no kDNA 

capturado, o produto foi clonado no vetor PCR 2.1 e utilizado para transformar a bactéria hospedeira 

DH5α, conforme protocolos descritos anteriormente. Foram analisados 360 transformantes por hibridação 

de colônia com a sonda TcVA, . 

21.3 - Amplificação da região variável 50 pb do kDNA 

Os iniciadores TcVA e TcVS foram utilizados para estimar o tamanho da região variável do 

minicírculo antes da integração. Para tanto 100 pg de kDNA do estoque Berenice foram amplificados 

pelo programa kDNA, com Taq-polimerase da Pharmacia de acordo com recomendações do fabricante. O 

produto foi hibridado com os iniciadores TcVa, e SK35. Este produto também foi clonado no vetor PCR 

2.1, na hospedeira DH5α. 
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22. PADRÃO DE MIGRAÇÃO DO CLONE B7 EM GEL DE AGAROSE E ACRILAMIDA NÃO 

DESNATURANTE 

O segmento B7 foi liberado do vetor pela digestão com as enzimas EcoR I e/ou Not I realizadas 

segundo recomendação dos fabricantes. Alternativamente, o mesmo inserto foi obtido pela amplificação 

com iniciadores do adaptador, conforme protocolo padrão. Após isolamento em gel de agarose por 

QIAEx, os fragmentos obtidos por PCR foram submetidos a uma etapa adicional de restrição com as 

enzimas citadas, e eletroforese em gel de agarose para reisolamento, com a finalidade de eliminar 

eventual contaminação com o plasmídio. Estes insertos foram novamente submetidos à eletroforese em 

gel de agarose 1% e transferidos para a realização de Southern blot com sonda de kDNA, de como 

descrito anteriormente. Os insertos repurificados também foram analisados em gel não desnaturante de 

acrilamida-TBE 5%, corado com prata posteriormente a eletroforese a 600 V/50 min. a 4 °C sistema 

horizontal LKB (em Sambroock, 1989).  

23. COMPARAÇÃO ENTRE AS SEQÜÊNCIAS DAS REGIÕES VARIÁVEIS DE 

MINICÍRCULOS DE KDNA DEPOSITADAS EM BANCO DE DADOS. 

Os minicírculos de kDNA obtidos dos bancos de dados do sistema BLAST, foram analisados 

pelo programa DNAmam. Foi identificada cada uma das seqüências das regiões variáveis, que por sua 

vez, compuseram arquivos individuais, analisados quanto à proporção entre de bases. Os resultados foram 

comparados à mesma análise realizada dos segmentos obtidos dos das regiões de integração. 

24. NORTHERN BLOT E RT PCR PARA A ANÁLISE DE EXPRESSÃO DO PRODUTO DE 

KDNA INTEGRADO 

O RNA total do clone celular A11 foi extraído com o reagente Trizol (Gibco) de acordo o 

protocolo do fabricante. A RT-PCR foi feita com o iniciador poli-A em combinação com os iniciadores 

IS, Sat2, MA, SK35, SK36, SK34, de acordo com protocolo descrito SAMBROOK (1989), tendo como 

controle a amplificação da β-actina murina com o iniciador MβAa/βAs. 

25. SUBCLONAGEM DA FASE DE LEITURA 2 (ORF2) EM VETOR DE EXPRESSÃO 

PGEX4T3 

A ORF2 foi obtida pela amplificação do clone B7 com os iniciadores MA e SK36, e clonagem 

em vetor PCR 2.1 em DH5α. Selecionou-se os transformantes que continham a banda de 450 pb. Esta 

região compreende toda a ORF mais uma pequena região supostamente não traduzida em ambos os 

flancos. 



69 
MÉTODOS 

O clone foi digerido com a enzima EcoR I e o inserto transferido para o mesmo sítio no vetor 

pGEX4T3. Foram analisados 65 transformantes, por análise de restrição com a enzima Nsi I/Bam H, para 

determinar a orientação do inserto no vetor. Em 20 dos casos, as análises foram feitas também por PCR 

com os iniciadores do vetor e inserto, e, em 4 casos, os insertos foram seqüenciados por uma das 

extremidades. 

26. SUBCLONAGEM DA FASE DE LEITURA 2 (ORF2) EM VETOR DE EXPRESSÃO PPIC9 

DE LEVEDURA. 

Foram desenhados 4 oligonucleotídios (iniciadores 1, 2, 3 e 4), que amplificaram o clone B7 a 

partir do código de iniciação da tradução da ORF 2 em conjunto com o iniciador o SK36, conforme 

protocolo padrão, e programa kDNA. Deste modo, foram obtidos quatro tipos de seqüências, que diferiam 

quanto às fases de leitura e presença do sinal de início da tradução. Os produtos correspondentes ao 

menor segmento contendo a ORF 2 de cada amplificação, foram isolados do gel de agarose 2%, por 

QIAEx. Após 48 h, os segmentos foram quantificados e ligados a 200 ng do vetor de expressão pPIC9, 

previamente digerido com a enzima Snab I e tratado com fosfatase alcalina, de acordo com os protocolos 

descritos anteriormente. Metade de cada mistura de ligação foi individualmente empregada para 

transformar as células competentes XL1gold, apropriadas para amplificar este tipo de vetor, e outra 

metade para transformar a DH5α. A presença e orientação dos insertos clonados foram determinadas pela 

amplificação por PCR com iniciadores da subclonagem e do vetor. 
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IV. RESULTADOS 

1. CLONES COM SEQÜÊNCIAS DE MINICÍRCULO DE KDNA E ELEMENTO LINE-1 

OBTIDAS POR AMPLIFICAÇÃO COM INICIADORES SK36 

A amplificação de integrações contíguas com iniciadores da região conservada de minicírculos 

resultou em cinco clones que quando usados como sonda geraram sinais de hibridação positivos por 

Southern blot em DNAs de macrófago humano normal e de T. cruzi. Dois dos clones, “A” e “B”, foram 

apresentados por Argañaraz (1996) e os demais, “C”, “D” e “E” compõem o presente trabalho de tese 

(Figura 7). Os insertos apresentaram tamanho entre 300 a 1100 pb, e mostraram a presença dos 

iniciadores da região conservada do minicírculo invertidos e complementares entre si nas extremidades, 

seguidos de 5 a 9 bases correspondentes ao final da região conservada (Figura 7 e 8). Subseqüente a estas 

bases, em pelo menos um dos flancos, verificou-se uma desproporção entre purinas e pirimidinas entre as 

fitas de DNA, o que é sugestivo da presença de conformação não B. Parte dos resultados foi apresentada 

na publicação em anexo. 

Os clones C, D, e E apresentaram seqüências de elemento repetitivo LINE-1. O clone E mostrou 

93% com de identidade entre as bases 17 e 350 com a fita positiva do acesso do genebank 

ref|NW_925351.1|HsCraAADB02_460, e 89% entre as bases 349 a 981 com a fita positiva do acesso 

ref|NW_921918.1|HsCraAADB02_151, pertencentes aos cromossomos 4 e 12, respectivamente. As bases 

331 a 1040 apresentam similaridade de 82% com o LINE-1 do clone HUMCL1 bases 4903-5585 (acesso 

gbIL19088I). Seguiu-se a esta região um segmento com identidade não significativa em relação às 

seqüências depositadas nos bancos de dados. 

As seqüências C e D apresentaram identidade aproximada de 90% em comparação ao clone A, 

descrito por Argañaraz (1996). Estas seqüências foram agrupadas e analisadas conjuntamente e o 

agrupamento foi denominado de seqüências do grupo A. Neste grupo, subseqüente ao final da região 

conservada (Figura 7) verificou-se a presença de aproximadamente 340 pb com identidade de 70 a 90 % 

com a região 3611 a 3954 pb (gbIL19088I) do elemento LINE–1, um microssatélite com repetições do 

tipo satélite III (clone hssat13, acesso gbIX82942I) e uma região com identidade não definida na análise 

de similaridade com segmentos depositados nos bancos de dados, cuja origem foi atribuída à região 

variável do minicírculo integrado. 
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1.1 Confirmação da origem híbrida humana/Trypanosoma cruzi dos clones pertencentes ao 

grupo A.  

As análises dos DNAs de macrófagos normais e de T. cruzi com as sondas: LINE-1 (L1A), de 

região de microssatélite humano (MAS) e da suposta região hipervariável de minicírculo (HVA) (Figura 

8) obtidas pela estratégia experimental apresentada na Figura 1 confirmou a origem híbrida dos clones do 

grupo A. A região LINE-1 estava presente em múltiplas cópias no DNA do macrófago humano e ausentes 

no T. cruzi. Os dois genomas continham a seqüência de microssatélite e que a região com identidade 

desconhecida estava presente somente no T. cruzi, com provável origem em uma região hipervariável de 

minicírculo de kDNA.  

2. AMPLIFICAÇÃO DA REGIÃO DE INTEGRAÇÃO COM OS INICIADORES DE LINE-1 E 

DE MINICÍRCULO DE KDNA 

As amplificações das regiões de integração presentes nos macrófagos infectados e tratados e 

linhagens clonais A e G (Argañaraz, 1996), segundo estratégia detalhada na Figura 2 (2a, b, c, d) e 

hibridação por Southern blot com as sondas: de LINE-1 (M6a1, L1RTa1, L1RTa2 e L1RTs1,) e kDNA 

(Sk35 e Sk36) geraram fragmentos. Contudo somente os segmentos provenientes do DNA infectado e 

tratado amplificado com o par de iniciadores SK35/ L1RTa1 apresentaram sinal positivo de hibridação por 

Southern blot com a sonda interna, SK36 (Figura 9). O resultado sugere a presença de pelo menos uma 

região conservada de minicírculo de kDNA no produto amplificado. Este mesmo segmento apresentou 

sinal positivo de hibridação obtido com a sonda do iniciador L1Rta1 indicando a presença de um flanco 

humano. As bandas positivas obtidas da amplificação, isoladas do gel de agarose e clonadas no vetor 

PCRII na hospedeira bactéria INVαF’, contrariamente ao esperado, não geraram colônias com insertos 

positivos para kDNA em Southern blot, em 1000 transformantes analisados. 

A mesma estratégia repetida com as amostras de DNA de sangue obtidas de pacientes 

chagásicos, gentilmente cedidas por Socorro Braga, não geraram sinal de amplificação com os iniciadores 

SK35, SK36 e L1hinf. Contudo, o par de iniciadores SK36 e M6a1 produziu segmentos positivos com a 

sonda de minicírculo 122 pb (Figura 10). A clonagem destas bandas em DH5α e CES201, gerou 

seqüências que não apresentaram características atribuíveis a minicírculos de kDNA ou a LINE-1. Frente 

ao resultado sugestivo de instabilidade dos insertos clonados, realizou-se nova abordagem para a 

clonagem das regiões híbridas. Optou-se, portanto pela construção e seleção de bancos genômico 

enriquecidos da integração, elaborados em diferentes vetores e bactérias hospedeiras. 
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 Clone A: 638 bp; 
1     GTTCGATTGG GGTTGGTGTA ATTAGGAGGA GTTGAGTGGA AGGGAAATGG AGTTGAGTGA AGGATGGAAT 
71 GGAATGAGAT GGAATGGAAT GGAATGGAAT GGAATGGAAT GGAATGGAAT GGAATGGAAT GAAAGGAGTG 
141 GAGTGGAGTG GGAGTGGAGT GGATTCGAAA TCCTCAATAA AATACTACCA AACCGAATCC AGCAGCAAAT 
211 CAAAGCTTAT CCACCATGAT CCAAATGGGC TGCATCCTGG ATGCAGGATG CAGCTGTCAC ATCACATCTC 
281 ACATAATCAG CCATTCNNNA TCAAACCCAC GTCCAAAACT CAATGATATG TCAATGATGC AGAAAGCCTT 
351 TTGACAAAAT TCAACAACCT TCATTGCCTA AAACTCTCAA TAAATTAGAT ATTGATGGGA TTGGTATCTC 
421   AAAATAATAA GAGCTATTTA TGTCAAACCC ACAGCCAATA TCATACTGAA TGGGCTTTTC CTGGAAGCAT 
491 TCCCTTTGAA AATCTCAGTT ACCTTTCTTT TGGATATGTG TGTGAGGAAA GAGTACCTAC AAACTACCCT 
561 TTTAGTTAAA TGCCATATAC AATAAATATT AATACCTACA GTCCTCATGT TGTATATTAC ACCAACCCCA 
631 ATCGAACC 
 

Clone  C: 662 bp; 
1     GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATTAGGAGG AGTTGAGTGG AAGGGAAATG GAGTTGAGTG AAGGATGGAA 
71  TGGAATGAGA TGGAATGGAA TGGAATGGAA TGGAATGGAA TGGAATGGAA TGGAATGGAA TGGAATGGAA 
141 AGGGAAGGTA AGGGTGGTGG GAAGTAAGGT GGTGCGCTAA TCCTCAATAA AATACTACCA AACCGATCCA 
211 GCAGCAAATC AAAAAGCTTA TCCACCATGA TCCAAACTGG GCTGCATCCC TGGGGTCGAA GGCTGGTTCA 
281 CATCACAATC AATCAATCAC ATATCCCAAA CCCACGTCCA AAACTCAATG ATATGTCAAT GATGCAGAAA 
351 GCCTTTTGAC AAAATTCAAC AACCTTCATT GCCTAAAACT CTCAATAAAT TAGATATTGA TGGGATTGGT 
421   ATCTCAAGGG ATGTATCTCT AATATTAAGA GTCATTTAGT CAAACCCACA GCCAATATCA TACTGAATGG 
491 GTNAAAAACC TGGAAGGCAT TCCCTTTGAA AATCTTCAGT TACCTTTCTT TTGGATATGT GTGTGAGGGA 
561 AAGAGTACCT ACAAACTACC CTTTTAGTTA AATGCCATAT ACAATAAATA TTAATACCTT ACATGTCCTC 
631 ATGTTGTATA TTACACCAAC CCCAATCGAA CC 
 

Clone D: 625 bp; 
1     GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATATAGTGG AGTTGAGTGG AAGGGAATGG AATGGAATGA GATGGAATGG 
71 AATGGAATGG AATGGAATGG AATGGAATGG AATGGAATGG AATGGAAATG GAAGATGGAG TGGAGTGGAG 
141 TGGAGTGGAT TGNGAAATNT CAATCTTCCA CTACCAAACC GAATCCAGCA GCAAATCAAA GCTTATCCAC 
211 CATGATCCAA ATGGGCTGCA TCCTGGATGC AGGATGCAGC TGTCACATCA CATCTCACAT AATCAGCCAT 
281 TCNNNATCAA ACCCACGTCC AAAACTCAAT GATATGTCAA TGATGCAGAA AGCCTTTTGA CAAAATTCAA 
351 CAACCTTCAT TGCCTAAAAC TCTCAATAAA TTAGATATTG ATGGGATTGG TATCTCAAAA TAATAAGAGC 
421   TATATATGGC ATTATGTCAA CCACAGCAAT TTCATACCTG AATGGCAAAC CTGGAAGCAT CCCTTTGAAA 
491 ATCTCAGTAC CTTTCTTTTG GATATGTGTG TGACCAAAGA GTACCTACAA CTACCTTTTA GTTAAAATGC 
561 CATATACAAT AAATATTAAT ACCTACAGTC CTCATGTTGT ATATTACACC AACCCCAATC GAACC 
 

Clone E: 1067 bp; 
1     GTTCGATTGG GGTTGGTGTA TATACAGCCT ACCATGATTC CAAGTGGTAC AAGTATTTTT TTCCAAATGC 

71 CTTAAAAAAT ATTTTGGCTT ATTTTTGAAT ATATTCCAGA AAAAAGCAAT GTCACCCAAG TCTCCCAACA 

141 TCTCTCTAAA TATATACTTG TGTACGGGTT CAAAATGTAA ATAAAAACCT AAGACTATTT CCTACTTCTG 

211 ATGAGAGGCT ATATCTCATG CCTTTGTTTC CCTTAACACC TGGCCAAAAA TGCAGTCCTG GTGCATGGTT 

281 AGCATTCATG TAATGTGTGC CAAATTGGAA AAGGAATGAA AAGTGGGAAA GGTCAAAGCT CTGGAAACCC 

351 TGGAAGCAAG CCTAGGCAAT CCTTCCTGGA CCCTAAGGAA CAGGTAAAAG ATTTCATGGA CAAAGATACC 

421   AAAACCAATT GCAACAAAAA CAAAAATTGA CAGGTGGGAT CTAATTAAAC CTAAAAGCTT GCACACAGCA 

491 AAAGAAACTA TCAACAGAGT AAACAGACAA CCTACAGGAA GTGTGAAAAA CATTTACAAA CTATGCATCT 

561 GACAAAGGTC TAATATCCAG CATTTATAAG GAACTTAGCA AATTTACAAA AGAAACAACC CCATTAAAAA 

631 GTGGACAAAG GACATGAACA GACACCTCTC AAAAGATGAC ATACGTGCAG CCAAGGAGCA TATGAAAAAA 

701 ATTCCATATC ACTAATCATT AGAGAATTGC AAATCGAAAC CACAATGAGA TACCATCTCA CGCCAGTCAG 

771 AATGGTGATT ATTAAAAAGT CAGGAAACAA TAGATGCTGT GGAGAAATAG ATGAGGTTGT GGAGAAATAC 

841   GAAACGGCTT TTACACTGTT GGTGGGAAAT GCAAATTAGT TCAACCATGG TAGAAGACAG TATTGTGATT 

911 CCTTAGGGAT ACTGGAACCA AAAATACCAT TTGACCCAGC AATCCCATTA CTAGGTATAT ACTCAAAGGA 

981 ATATAAATCA TTGTACTATA AAAGACACAT GCACACCTAG GTTTTATTGC TACATACTAC ATATATTACA 

1151 CCAACCCCAA TCGAACC 

Figura 7. Seqüências pertencentes ao grupo A: clones A, C, D e E, obtidos por amplificação de 
macrófagos transfectados com Trypanosoma cruzi, comparadas a seqüências depositadas em banco de 
dados. Caracteres em vermelho sublinhado, seqüência de bases do iniciador sk36 utilizado na 
amplificação da extremidade da região conservada de minicírculos de kDNA, região em vermelho não 
sublinhada bases com correspondência a extremidade da região conservada (Sturm et al.,1989). Caracteres 
azuis, fragmento putativo de região variável de minicírculos. Em preto, região com identidade indefinida. 
Amarelo escuro, repetições com identidade entre 84 a 97% com satélite III humano (hssat13 acesos 
gbIX82942I). Verde, identidade de 70 a 90% com o elemento LINE-1 (HUML1C acesso gbIL19088I): 
clones A, C e D, similaridade entre as bases 3611 a 3954 do LINE-1; clone E: similaridade na região entre 
as bases 4895 - 5590. Itálico: desproporção entre purinas e pirimidinas na fita. 
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Figura 8. DNAs isolados de macrófagos de humanos normais (N) e Trypanosoma 
cruzi (Tc), digeridos com a enzima EcoR I e hibridados por Southern blot com as 
sondas isoladas dos clones do grupo A conforme estratégia experimental mostrada na 
Figura 1. A estringência máxima das lavagens foi de 65 °C/ 20 min com solução 0,1X 
de SSC e 0,1% SDS. a) Observa-se o sinal positivo de hibridação do fragmento de 280 
pb pertencentes à região L1 do clone A (L1A) apenas na linha correspondente ao DNA 
de macrófago normal; b) Nota-se o sinal de hibridação do segmento de 100 pb 
pertencente à região satélite do clone A (MAS) no DNA macrófago normal e no DNA 
de T. cruzi; c) segmento de 89 pb proveniente da região variável de minicírculos de 
kDNA isolada do Clone A (HVA) mostrando sinal de hibridação positiva somente no 
DNA de T. cruzi.  
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Figura 9. Segmentos de DNAs obtidos 
pela amplificação por PCR do DNA de 
macrófago normal (2), infectado e 
tratado (3), linhagem subclonal A (4) 
linhagem subclonal G (5), e de 
Trypanosoma cruzi (1) com os 
iniciadores: a) SK 35 e L1RTa1; b) SK 
35 e L1RTa2; c) SK 35 e L1RTs1, 
hibridados por Southern blot com a 
sonda SK36 de minicírculo de kDNA. 
(-) controle negativo de amplificação; 
(+) controles positivos de amplificação 
e hibridação. Observa-se a presença do 
sinal positivo de hibridação na linha 
correspondente a amplificação do DNA 
de macrófago infectado e tratado com 
os iniciadores SK35 e LTRa1 e 
amplificação unidirecional gerada pelo 
iniciador SK35 nos DNAs de T. cruzi. 

Figura 10. Segmentos de DNAs 
contendo kDNA e DNA humano 
proveniente de amostras de sangue de 
pacientes chagásicos. A) Visualização 
em gel de agarose dos segmentos de 
DNA amplificados por PCR com os 
iniciadores SK36 e m6a1: DNAs de 
pacientes chagásicos (2 a 9) e DNA 
de T. cruzi (10); controle negativo de 
amplificação (1), controle positivo de 
amplificação (12). B) Southern blot 
do mesmo gel hibridado com a sonda 
122 (região conservada que 
compreende a minicírculo de kDNA), 
controle negativo de hibridação (12), 
controle positivo de hibridação (13), 
marcador de tamanho molecular (1 kb 
ladder Gibco BRL), estringência de 
lavagem de acordo com protocolo 
padrão. 
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3. CONSTRUÇÃO DO BANCO ENRIQUECIDO DA REGIÃO DE INTEGRAÇÃO 

3.1 - Posição do kDNA nas linhagens celulares subclonais A11, C4 digeridas com a enzima 

EcoR I. 

O padrão de restrição de 16 µg de DNA das linhagens subclonais C4, C6, e A11, examinadas 

com sonda de kDNA, pelo método de Southern blot demonstrou que as linhagens clonais não são 

idênticas quanto à posição da integração no genoma hospedeiro. A digestão do clone A11 com a enzima 

EcoR I (Figura 11) gerou pelo menos duas bandas, uma com aproximadamente 3,2 kb e outra com 0,8 

kb. Enquanto que o clone C4 e C6 mostraram uma banda única com aproximadamente 2,1 kb e 2,4 kb, 

respectivamente (dados não mostrados). Após cultivos sucessivos das linhagens subclonais, observou-se 

uma intermitência no sinal de hibridação, o que nem sempre foi recuperado com o aumento nas 

concentrações do DNA (25 e 60 µg). Entretanto, as faixas de massa molecular correspondente ao sinal de 

hibridação produziram amplificações positivas por PCR com iniciadores de minicírculos de kDNA 

(Figura 12a e b), indicando a presença desta categoria de moléculas naquelas faixas de tamanho 

molecular mesmo que em menor quantidade.  

3.2 - Clonagem da região de kDNA integrada no genoma hospedeiro 

a) Abordagem I - Clonagem da banda 3,2 kb A11 e 2,1kb C4 em fago λλλλ gt10. 

Somente o banco enriquecido da região 2,11 Kb de C4 EcoR I, clonadas no fago λgt10 na 

hospedeira XL1blueMRF’, gerou clones positivos por hibridação de colônia com sonda de kDNA. As 

demais combinações de bancos enriquecidos (banda 3,2 Kb de A11 e hospedeiras: XL1blueMRF’, 

CES201 e C600, e banda 2,11 Kb de C4 em CES201 e C600) não geraram clones positivos em 600.000 

placas de lises analisadas.  

Do banco 2,11Kb C4/ XL1blueMRF’ obteve-se 20 placas de lise positivas para kDNA. A 

freqüência de aparecimento do sinal positivo foi de uma placa para cada 500 fagos negativos. Contudo 

observou-se perda de positividade nas etapas subseqüentes de enriquecimento. Coletou-se uma proporção 

de uma placa positiva com 3-7 placas negativas, numa expectativa de 1 placa positivo para 3 a 7 

negativos na segunda etapa de enriquecimento. Entretanto, obteve-se foi 1:2.000, em todas as tentativas 

de aumento da freqüência do sinal, sugerindo a perda do inserto durante a replicação do fago. Realizou-

se, então, uma PCR com a finalidade de tentar qualificar a intensidade do sinal positivo do banco e da 
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placa de lise positiva para kDNA coletada para a segunda etapa de seleção para enriquecimento do fago 

de interesse. O resultado mostrado na Figura 13 confirma a presença do kDNA tanto no banco como nas  

Figura 12. Padrão de hibridação por
Southern bolt do DNA de macrófago
subclone A11 (2) digerido com a enzima
EcoRI e do macrófago normal (1) com a
sonda 122 proveniente da região
conservada de minicírculos de kDNA.
Observa-se o sinal positivo de hibridação
na posição de 3,2 kb e 0,8 kb no clone C4
após a lavagem das membranas com SSC
0,1X e SDS 0,1% durante 20 min a 65 °C.

3.2 kb

0.8 kb

1 2

Figura 12. Localização dos segmentos de kDNA no genomas das linhagens subclonais A11 (coluna 1) e
C4 (coluna 2) digeridos com a enzima de restrição Cla I. A) Esquema ilustrativo da estratégia
experimental utilizada na coleta dos diferentes segmentos de DNA separados por tamanho através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% sem brometo de etídio. Após leve coloração o gel foi subdividido de
acordo com o esquema. O DNA isolado de cada faixa foi amplificado por PCR com os iniciadores sk35/ 
sk36, específicos para minicírculo de kDNA. O resultado positivo (+) ou negativo (-) das amplificações e
hibridação foi anotado ao lado da faixa correspondente. B) Visualização por Southern blot com a sonda
122 da presença de minicírculos de kDNA presentes nas diferentes faixas moleculares dos DNAs de A11 
e C4 digeridos com Cla I após amplificação conforme estratégia mostrada no item 12A. 
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placas de lise coletadas, porém, observa-se uma significativa diluição do sinal positivo de hibridação com 

sonda de kDNA. A amplificação por PCR dos fagos coletados juntamente com a placa de lise kDNA 

positiva, com iniciadores somente do vetor (λgt10R e λgt10F), permitiu observar um aumento no número 

de fagos sem inserto. O aumento significativo de fagos sem inserto e a raridade do sinal positivo durante 

as etapas subseqüentes de isolamento inviabilizaram a recuperação dos clones portadores da região kDNA 

positiva integrada no genoma hospedeiro. 

b) Abordagem II - Clonagem das bandas de 3,2 kb e 2,1 kb dos subclones A11 e C4 em 

plasmídio. 

Foram analisados de 300 a 3000 clones provenientes de cada uma das clonagens das bandas 3,2 

Kb de A11 e 2,1 Kb de C4 nos vetores PCR 2.1 e pBluescript, nas hospedeiras XL1BlueMRF’, 

DH5αMCR, e SURE-cells, através de hibridação de colônia com sonda de kDNA.  Foram selecionados 

somente 7 clones positivos, todos provenientes da clonagem de C4 em PCR 2.1 na XL1BlueMRF’. Estes 

clones apresentaram rearranjo do vetor, e perda de um dos sítios EcoR I da clonagem, como demonstrou a 

análises de restrição, e confirmado pela não obtenção do inserto após amplificação com os iniciadores do 

vetor, e impossibilidade de seqüênciar a partir do sítio de anelamento do iniciador M13 reverso. 

1 2 3 4 5 

~150 pb 

~500 pb 

~700 pb 

Figura 13. Perda do minicírculo de kDNA da região de integração clonada no fago λgt10 durante 
processo de enriquecimento e purificação do vetor. Observa-se a redução no sinal de hibridação em 
Southern blot do produto de amplificação da região conservada de minicírculo (iniciadores SK67/ SK34) 
com a sonda 122 de minicírculos de kDNA. Linha 1, amplificação do banco A11 λgt10;. Linha 2, 
amplificação dos fagos eluídos na primeira etapa de purificação do selecionado 1; Linha 3, segunda etapa 
de purificação do selecionado; Linha 4, terceira etapa de purificação do selecionado 3; Linha 5, controle 
negativo da amplificação e hibridação.  
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Não obstante ter-se clonados segmentos de DNA com aproximadamente 2,3 kb, o tamanho dos 

recuperados não foi superior a 600 pb. O resultado do seqüenciamento parcial desses DNAs mostrou 

regiões conservadas de minicírculo intercaladas por uma seqüência de aproximadamente 50 bases. A 

Figura 14a mostra, a título de ilustração, o resultado do seqüenciamento do clone 1C4 já que os demais 

apresentaram seqüências semelhantes. 

c) Abordagem III - Clonagem a partir de PCR inversa 

A PCR inversa com os iniciadores SK35 e SK36 da região 2,4 kb-kDNA obtida da digestão do 

subclone C6 com a enzima EcoR I e resultou em fragmentos com tamanho superior a 1,4 kb. A clonagem 

do material amplificado no vetor PCRII e hospedeira DH5α geraram, aproximadamente, 2000 

transformantes. A análise de restrição dos clones positivos e negativos com a sonda 122 por Southern blot 

com a enzima EcoR I mostrou que os insertos positivos possuíam no máximo 660 pb, enquanto que os 

negativos apresentavam tamanho na faixa esperada de 1,4 kb. 

O seqüenciamento de 2 clones positivos um com tamanho de 660 pb e outro com 400 pb revelou 

que os clones apresentaram regiões conservadas completas de kDNA intercaladas por segmentos 

repetidos de DNA com 50 e 80 pb respectivamente (Figura 14 b e c). As regiões repetidas de 50 pb do 

clone 1C6 apresentaram identidade da ordem de 90% entre si e com o segmento de 50 pb dos clones do 

grupo 1C4. Em relação ao clone 2C6, esta semelhança esteve em torno de 75%. 

d) Abordagem IV – Fragmentação da estrutura repetitiva do kDNA integrado presente nos 

fagos λλλλgt10. 

A estratégia experimental mostrada na Figura 2, empregada para romper as repetições de kDNA 

presentes nos vetor λgt10, resultou em amplificações com sinal de hibridação positivo com a sonda 122 

pb. A clonagem do produto no vetor PCR 2.1 e hospedeira E. coli, XL1BlueMRF’ permitiu a seleção de 

14 clones positivos com a sonda 122 pela técnica de hibridação de colônia. O tamanho dos insertos e e 

análise dos seqüenciamentos foram apresentados na Tabela I e Figura 15. De acordo com a similaridade 

de suas seqüências os clones foram agrupados em quatro categorias. O resultado da comparação das 

seqüências com outras depositadas no genebank e com os demais clones obtidos por outras estratégias 

mostrou a inexistência de segmentos de região conservada (região 122) ou outras regiões atribuíveis 

àminicírculos de kDNA na maioria dos clones analisados. Apenas um grupo apresentou similaridade com 

o iniciador SK35, que no clone estava organizado em multímemos. Houve alterações na seqüência  
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a) 1C4: 
1 GAATTCGGCT TGGTTCGATT GGGGTTGGTG TAATATAGAG AGTTTGGTGA TAGTTGTGGT 

61 GTTTTATGTA AATGGAGGTG CTGAAATGCA GATTTTGATT TTNAGGGCGT CAGATTTCCG 

121 ACAAATCATT CATCTCCCCG ACNNNGCGAA GTGGTGNNGT TACTTAGTGT CGATGGGTGG 

181 G 

 

b) 1C6  
1 GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATATAGAGA GTTTGGTGAT AGTTGTGGTG TTTTATGGTA  

61 AATGGAGGTG CTGAAAATTG GCAGAATTTT GATTTTGGGA GGGGCGTTCA GATTTCGGCG  

121 GAAAATTCAT GCATCTCCCC CGTACATTAT TTGGCCGAAA GTGGGGGTTG TTTACGCGAG  
181 GTGGGTTCGA TTGGGGTTGG TGTAATATAG AGAGTTTGGT GATAGTTGTG GTGTTTATGG  
241 TAAATGGAGG TCTAAAATGC AGATTTATTT GGAGGCTCAG TTGCGAATCA TGCATCTCCC  
301 CCGTACTGAC TGCTAATAGG TCTCACGACG CGGTTCGATG GGTGGTGTAT ATAAAAGGTT  
361 GTGATAGTTG TGCTGCTTTA TGTCAAATGG AGGTGCTTGA AAATGCAGAA CTTTTGATTT  
421 TGGGAGGGCG TTCAGACTTT TGGGCGGAAA ACTTCATGCA TCTCCCCCGT ACATTACCTT  
481 TGGCCGAAAG TGGGGGTCTG TTTACGGGAG GCTGGGGTTC GATTGGGGTT GGTGTAATAT  
541 AGAGAGTTTG GTGATAGTTG TGGTGTTTTA TGGTAAATGG AGGTGCTGAA AACTGGCAGA  
601 ATTTTGATTT TGGGAGGGGC GTTCAGATTT TGGCCGGAAA ATTCATGCAT CTCCCCCGTA  
661 CATTAT 

 

c) 2C6  
1 GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATATAGAGA CTGGTGGTAG TGCTTTGGTA ACCGATATAC 

61 TCAGATTATC ATTTTAGTTT GAATGTTGTA TAGTTGGAGG TGTTATTGTT ATTTGCATGT 

181 TGGGAGTGGG TTGGAGTGGG TTGGAGTGGG GATAGAATTC CCGAAAGTGT GGTTTTGGGA 

241 GGGGCGCTCA AATTATGGCC GGAAAATTCA TGCATCTCCC CCGTACATTA TTTGGTCCAA 

301 AAACTGGGGG TGTGTTTTGT GGAGGTTGGG TTCGATTGGG TTGGTGTAAT ATAGAGAGTG 

361 GTGGTAGTGC TTTGGTAACC GATATACTTC AGATTAGCAT TTTAGTTTGA ATGTTGTATA 

421 GTTGGAGGTG TATGTTATTG CATGTTGGAG TGGGTTGGAG TGGGTTGGAG TGGGTATACA 

481 ATTTCCCGAA AGTGTGGTTT TGGGAGGGGC GTTCAAATTT ATGGCCGAAA ATTCATGCAT 

541 CTCCCCCGTA CATTAT 

 

d) M1 
1    GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATATAGAGA GTTTGGTGAT AGTTGTGGTG TTTTATGGTA 

61    AATGGAGGTG NTGAAAATTG GCAGAATTTT GATTTTNGGA GGGGCGTTCA GATTTTGGGC 
121 GGAAAATTCA TGCATCNCCC CCNTACATTA T 

 
 

Figura 14. Seqüências dos DNAs obtidos da clonagem em fago λ gt10 das bandas de DNA genômico 
proveniente das linhagens clonais C4, C6, e de macrófago de coelho chagásico que apresentaram sinal de 
hibridação positivo com a sonda de minicírculo 122. a) Seqüenciamento parcial do segmento 1C4, obtido 
da clonagem da região 2.1 kb do C4 digerido com EcoR I, a partir de banco genômico enriquecido; b e c) 
Clones 1C6 e 2C6, obtidos da clonagem da região 2.4 kb do C6 EcoR I pela técnica de PCR inversa. d) 
Clone M1 obtido da amplificação de macrófagos de coelho chagásicos com o iniciador SK36. Em preto: 
sítio de clonagem EcoR I do vetor. Em vermelho e azul, regiões conservadas e variáveis de minicírculo de 
kDNA respectivamente. Observa-se a presença de encurtamento nas regiões variáveis em todos os clones 
analisados quando comparados ao consenso esperado de 220 pb. As regiões variáveis encurtadas dos 
clones 1C4, 1C6 e M1 apresentam identidade na ordem de 95% entre si. 
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do vetor nos clones do grupo 1 e 4 (Figura 15). No caso do grupo 1 os sinais sugerem rearranjo do vetor. 

Já no grupo 4 observa-se perda de 16 bases da região EcoR I do segmento λgt10R, múltiplas repetições 

do iniciador SK35, seguido por 47 bases, com predominância de repetições G/T, sem correspondência 

com seqüências dos vetores de clonagem ou com os iniciadores usados na amplificação. O conjunto das 

informações foi sugestivo de instabilidade genética dos segmentos clonados. 

Observou-se pouca identidade entre os integrantes dos diferentes grupos. Em comum, observou-

se que todos os clones possuíam seqüências ricas em T, e segmentos com desproporção entre bases 

púricas e pirimídicas.  

 

Tabela I. Insertos obtidos pela subclonagem dos flancos da integração presentes nos fagos λgt10 do 

banco construído com o DNA da linhagem subclonais de C4, positivos na hibridação de colônia, e 

negativos em Southern blot com sonda 122 pb e com iniciadores de kDNA internos. Os tamanhos foram 

ajustados após o seqüenciamento, sendo excluídas as bases do λgt10. 

 
CLONE 
C4 

TAMANHO (pb) SEQUENCIAMENTO (bases) 

agarose Seq. Grupo OBERVAÇÃO

35R21 - 218 1 Seqüência do vetor 

34R39 - 330 

34R38 600 494  
 

2 
 

 
 

Segmentos ricos em T/C, A/G; 
(grupo 35F 4 e 10 – seqüência 

parciais) 

34R16 600 494 

35F14 600 471

35F20 600 471

35F10 1100  

35F4 1100   

35F1 200 125  
3 

 
Ricos em T 

35F7 300 266 

34R59 - 74

35R2 - 96 4 Repetições de sk35 

35R14 400 -  
Não seqüenciados. 

34R1 800 - 

34R55 800 - 
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GRUPO 1: 
Clones 35R21 e 34R39 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) GRUPO 2: 
Clones 34R38 e 34R16: 494 bp. 
Iniciadores do vetor completos 
 

 

1     GAATTCATAC AATGATGGGC TGTTGGGGAG GGAGGATGGG AATTTAGGAA GTAGGGCCTT 

61    CTAGAAGGGA ATGGGTCCAT GGGGGCTCAC CTTGGGGATG ATAACTTGCT CCTGGCTCTC 

121   TCTCACTCTC CCATCCCATT TTCTCCATGA TACTGAGCCC TGTGGAGCCA CATGCTCTTT 

181   ACCCTGGTTC AATTAACAAG TAGAGGTACC CAGATCTAGC TTGCAGCTCT GTCTAGCCCT 

241   AAGCGGCTGT CTGCTGTTGC TCCCTATCCC TCTCTCCTTC CCCTGTGCTC TCCACTCCCC 

301   TCTGTGCCCT ATTCCCCAGT CTGCAGACTG GTAACAAAGG CCAAGCAGGA AGAGATTCAA 

361   ACTCCAAAAC ACCAATGCCT GTTTCATAAC AAACCACAGA TCTCAGGTTT CAAATATTTT 

421   CTAATGAGTG TTAACAGATT AAATGTTGTT GTTGGCTACC TTCTAACAAG TTCAGGTTCG 

481   ATTGGGGTTG GTGT 

 

CLONES 35 F14 e 35F20: 471 bp; 

1     ATAATGTACG GGGGAGATGC TGAGAGAGAC ACTGAGGAGA TGGGAAGACC TGGGCGGGAC 

61    TGGAGGAGAG GTAACTAACC AAGTGGTAGG CATAGAGTAG TAGTTGAAAT GGTTGAAATG 

121   GTTAAGTAAG TTAAGGACTA GACAGGGAAG AGCCAAAGCC TATCTTAGGC ATTTAATAAT 

181   GAATAATTAC TCTCAGAGTC ATCATTCCAA AAGAAAATGT TTTGCTTGTT TTTTTTATAC 

241   TTCTTCCATT CTTCACATCC TACCCACAGG AACACAATGG TGGCACAAGC CGGCTTCTTC 

301   TCTGAGGACC CATCGAGTCT CAGCTGGCAT TCACAATCTC TTTTATAAGT ACTTGATTCT 

361   TAATTGCCAA CTCACATGGC TGTGGATGTC CAGAGGCTAG AGGTATTGGA TTCCCCCGGA 

421   GCTGGAGTTC ACAGGTAGTT GTGAGCCTCA CAACTTTGGG TGTTTGAATT C  

 

 

λgt10R

λgt10F

λGT10     GTCACTGTCATACCATTCATCAATGTCCTTGATATCGTAGGGTTCACAAGCTTCACACCA  362 
35R21     ............................................................    0 

34R39     ......................................................------    6 

 

λGT10     ........CGAACCAGCTCTAACCATGCTAATCAATGGATATTTCCCTTTGGGCTCAACG  414 
35R21     .................................----..--cgggggagat-c-------   25 

34R39     accccaat-----------------------------------------n.---------   65 

 

λGT10     TGCCCAACAAATCTAACATTCGAATCAGAGGTGCCATTGAGCA.GCCAGTCAACACTTAC  473 
35R21     -------------------------------------------.----------------   86 

34R39     --------------------------g-.--------------g----------------  124 

 

λGT10     GCCAAGAGCTGACGCAAGTTCTGGTAAAAAGCGTGGTCGCTTAGTTTTA.CCGTTTTCG.  531 
35R21     -------------------------------------------------.---------.  144 

34R39     -----------------a-------g----cgc----------------c---------a  184 

 

λGT10     AGCTGCTCTATA.GACTGCTGGGTAGT.CCCCACCTTTTGAGCAAGTTCAGCCTGGTTAA  589 
35R21     ------------.--------------.--------------------------------  202 
34R39     ------------g--------------g--------------------g-t---------  244 

 

λGT10     GTCCAAGCTGAATTCTTTTGCTTTTTACCCTGGAAGAAATACTCATAAGCCACCTC      645 
35R21     ---------------                                               218 

34R39     ------t--------                                               259 
λgt10r 
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CLONES 35 F4 e 35F10 

Insertos com aproximadamente 1000 pb. Seqüenciados 312 bp e 293; 

Leitura a partir do iniciador M13rev  

 

1     TATAATGTAC GGGGGAGATG CCCTGCTTCA TATGCCCATG GAACCATGAA TGAATAAGTT 

61    GCTCCACCAC TCAGTACTAA CAGTTTGTGG GTGATGGGTG GACAAAAAAG AGAGCAGGAG 

121   GTTTGCTTTG AGAATCTGTC AAGCCCAAAA GAAAAGAGAG AAAGAGTAGT TAGACAAAGT 

181   TGGCAAAGTT TCTCTTTTCT GAATTGCCAT TATCCCAAGG TCCTCTCCTG CATTTTGGAG 

241   GAAGCATAAG GGGACAGTTG GGTTTTGTGG ACATTGAAAT AAATTTGGCC TAGTAAATGA 

301   AAGATGAAGA CAA...........(região não seqüenciada)................ 

293   CTCAACATAG ACTCAGAGAC AGATAGACAG ACAGACAGAC AAGCTTATAT ACCATATATT 

233   TAGACATAAC CATACAGTCT GCAGGAAATT TACTGGTCTT CCGNTTCCAT GAGGAAAATT 

173   TGAATGTTCT TAGACACATG TACAGCGATT TGCTTCAGGA TTCTTGGATG TTGCTTACTG 

113   ACTTACACTG AGAGTAGACT CTAGGCTTTC ATACACACCA CAACTAAAGC CAAATTTGAA 

173   GCAAGCTTTA ATTAAATACT GACCACGTCC ATCTCTAGTC CATCTCTGAA TTC 

 

C) GRUPO 3: 

Clone 34R59: 74 bp; 

1     ACACCAACCC CAATCGAACC CCCAACTGAA TTCTTTTGCT TTTTACCCTG GAAGAAATGC 

61    TCATAAGCCA CCTC 

 

Clone 35F1: 125 bp; 

 

1     GAATTCGTTA TACAATTCAG ATATTTTTTA AAATATTCAC TTTTAAGTTT TGGGGCATTC 

61    TAGAGATTTG TTTTGCATTT GTTGTCTCTC TGGGATTACG GTTGCATCTC ACCCGTACAT 

121   TATA 

 

Clone 35F7: 266 bp; 

1     ATAATGTACG GGGGAGATGC AAAAGACGAG GTACCTTCTC GTTGCTCTTA ACAATATCAG 

61    CCAAATCACC TCTCAAGAAG AGCAGAATTC TGAATATGCA TTTCTCAAGG AAATGAGTTT 

121   CCTACTTGTA AGGAAAGGAA TGCCATAAAG TTTCTTTCAC ATTGATCAGC AGTAAAGAAA 

181 CTGTACATTA AACTCTACCA TTAATTTTCA TTTAAAACTG CTCTGCTGAA TTCAGCTTGG 

ACTTAACCAG GCTGAACTTG CTCAAA 

 

D) GRUPO 4: 

Clone 35R2: 139 bp; 

1    ATAATGTAAG GGTGAGATGC ATAATGTACG GGGGAGATGT ATAATGTACG GGGGAGATTGC 

61   CAGTTAGCTT TGGTGGTGTG TGGCAGTTGT AGTCCTGAAC GAAAACATAC CCTGGAAGAAA 

123  TACTCATAAG CCACCTC  

 
 
 
  
Figura 15. Resultado do seqüenciamento dos clones pertencentes aos grupos 1, 2, 3 e 4 obtidos da 
estratégia de fragmentação da estrutura repetitiva do kDNA. Em azul, iniciador do fago λgt10; em rosa e 
vermelho, iniciadores SK34 e SK35 de kDNA respectivamente. A) GRUPO 1: Clones 35R21 e 34R39 
com identidade aproximada de 95% ao λgt10 entre as bases 356 a 604. Traço, identidade ao λgt10; ponto, 
ausência de base. B) GRUPO 2: Agrupamento dos clones com a mesma seqüência. Excluído valor de 
pares de bases o iniciador do fago. Peculiaridade entre os subgrupos 2: presença de regiões ricas em A/G, 
C/T (retângulo laranja). C) GRUPO 3: Clones pequenos. Observa-se a presença de segmentos de DNA 
(preto), com origem indefinida, unindo os iniciadores completos usados nas amplificações. Observa-se 
nos clones 35F1 e 35 F7, regiões ricas nas bases A/T. D) GRUPO 4: Inserto mostrando multímeros do 
iniciador SK35, com pequenas alterações na seqüência de bases. Seta vermelha indica a orientação da 
repetição do SK35; seguem-se as repetições do iniciador, uma região, em preto, sem similaridade de 
seqüência a outros clones seqüenciados. Observa-se o iniciador λgt10R truncado. 
 
 

λgt10

λgt10F 

λgt10F 

λgt10R 

(3´- GAATTCTTT TGCTTTTTAC CCTGGAAG – 5´)

λgt10R truncado 
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e) Abordagem V - Método de Captura 

A técnica de captura foi desenvolvida partindo do pressuposto de que seria possível recuperar 

seletivamente DNAs que estivessem hibridados a sondas homólogas ou parcialmente homólogas 

imobilizadas em membranas (Figura 16), o que permitiu purificar segmentos de kDNA integrados no 

genoma hospedeiro. Em virtude da instabilidade dos segmentos quando clonados, os fragmentos 

recuperados foram perpetuados satisfatoriamente por amplificação a partir de adaptadores ligados às suas 

extremidades.  

Figura 16. Captura do segmento de minicírculo de kDNA com a sonda de região conservada 122 
a partir do clone 1C6 digerido com a enzima EcoR I. A) Confirmação da ligação do adaptador 
Eco no segmento de kDNA isolado do clone 1C6 (Linha 2) e nos fragmentos do clone 1C6 
digerido com a enzima EcoR I (Linha 3), através do sinal positivo de amplificação com 
iniciadores do adaptador visualizado no gel de agarose. Linha 1: Controle negativo da 
amplificação; Linha 4: marcador de peso molecular (kb ladder gibco). B) Confirmação da captura 
dos segmentos de minicírculo a partir da mistura com o vetor visualizado na Linha 2. Eluição a 
0,1X SSC e SDS 0,1% pelo sinal positivo em Southern blot com a sonda 122, Linha 1. Eluição a 
1X SSC e 0,1% SDS; Linha 2. Eluição a 0,1X SSC e SDS 0,1%; Linha 3. Controle negativo. 

~700 pb 

a) b) 

~700 pb 

A B 

1 2 3 4 1 2 3 
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• Sensibilidade do método de captura 

O nível de detecção da técnica foi aferido através da captura de um gene cópia única de T. cruzi 

por um fragmento de cDNA de 250 pb. O teste consistiu em usar diferentes concentrações de DNA 

genômico total (5.000 ng, 500 ng, 50 ng, 5 ng), mantendo-se constante a quantidade de sonda 

imobilizada, conforme descrito no Material e Métodos. A Figura 17 mostra o resultado da hibridação dos 

produtos amplificados com os iniciadores do adaptador, com a sonda de cDNA 250 pb. O segmento do 

gene cópia única foi capturado em todas as concentrações de genômico testadas, indicando que é possível 

recuperar seqüências específicas de até 5 ng de material. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Figura 17. Sensibilidade do método de captura. Southern blot da captura de segmentos do gene 
fosforilase+de T. cruzi presente em cópia única no genoma (Jaime M. Santana, comunicação oral) a 
partir do DNA genômico total nas concentrações de 5000 ng, 500 ng, 50 ng, e 5 ng, recuperados nas 
eluições realizadas com: Linhas 1, 4, 7 e 10 – água; linhas 2, 5, 8, e 11 - 0,1X SSC e 0,1 SDS, Linhas 
3, 6, 9 e 12 - 2X SSC e 0,1% SDS. 

5000 ng 500 ng 50 ng 5 ng 



86 
RESULTADOS  

• Captura do kDNA integrado no DNA genômico do subclone A11 

Diante dos resultados positivos obtidos no experimento piloto, foram utilizados 1 µg de DNA da 

região 3,2 kb do clone A11 para a captura do kDNA integrado. Como descrito anteriormente, as frações 

eluídas foram amplificadas a partir dos iniciadores do adaptador e hibridizadas com sonda de kDNA, 

gerando os resultados mostrados na Figura 18a e b. Na Figura 18a observa-se amplificações no material 

colhido nas estringências 2X SSC com SDS 0,1%, H2O e controle positivo da amplificação, que neste 

experimento foi a região 3,2 kb do subclone A11 ligada ao adaptador. Na Figura 18b verifica-se a 

hibridação positiva na faixa de 200 a 1.400 pb do material amplificado a partir das eluições 0,1X SSC e 

0,1% SDS e H2O. O sinal positivo indicando a presença do kDNA na linha correspondente à amplificação 

do A11-3,2 kb partir dos iniciadores do adaptador só foi visualizado após 7 dias de exposição do filme de 

raio X. 

Com a finalidade de verificar se a captura da região de integração a partir da banda EcoR I A11-

3,2 kb reproduziria o mesmo perfil de bandas de uma recuperação a partir do DNA genômico total de 

A11, uma nova captura foi realizada utilizando-se 5 µg do DNA genômico total digerido com e ligado ao 

adaptador. Os resultados da amplificação e da hibridação dos materiais eluídos foram apresentados na 

Figura 19. Observa-se uma forte semelhança nos perfis de eluição e hibridação com sonda de kDNA do 

material capturado tanto do DNA genômico quanto do obtido da banda 3,2 kb. 

Em ambas as estratégias de captura, não se observou amplificações de fragmentos maiores que 

1.400 pb com sinal positivo para kDNA. Em conseqüência da não recuperação da esperada positividade 

na região 3,2 kb, aventou-se a possibilidade das bandas estarem presentes, mas numa concentração 

inferior ao nível de detecção da técnica de Southern blot. O isolamento e a amplificação com iniciadores 

do adaptador da região correspondente a faixa de 3,2 kb não mostrou a presença da banda no tamanho 

esperado.  

Para descartar a possibilidade de estruturas anormais presentes na região híbrida 3,2 kb estarem 

bloqueando a amplificação, aumentou-se a estringência da PCR pela adição de DMSO (Winship, 1989) e 

elevou-se o número de ciclos e o tempo de extensão. Este procedimento promove a abertura das fitas de 

DNA nas regiões onde com alta concentração de C/ G e/ou estruturas secundárias com tendência a 

formação de dobramentos. Contudo, a maior banda positiva por Southern blot com sonda de kDNA 

amplificada nestas condições apresentou tamanho de 600 pb (Figura 20a). A clonagem da banda no vetor 
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PCR2.1 tendo como bactéria hospedeira a DH5α, resultou em clones com tamanho inferior a 400 pb e 

sem sinal de hibridação com sonda da região conservada de kDNA (Figura 20b). 

Decidiu-se, então, amplificar o material capturado na fração eluída em H2O utilizando-se o 

sistema XL- PCR (Promega), desenvolvido pelo fabricante para amplificar segmentos de DNA com 

tamanhos na faixa de 4 a 50 kb e DNAs considerados “difíceis”. Esta amplificação resultou em bandas 

com sinal positivo de hibridação, em Southern blot, com a sonda 122 apresentando tamanho de até 3 kb 

(Figura 21). Com o objetivo de aumentar a concentração da banda para a clonagem e verificar a 

existência de bandas de maior peso molécula, foram isolados do gel de agarose os DNAs amplificados 

nas faixas moleculares até 1 kb, entre 1 e 2 kb e acima de 3 kb. O resultado da reamplificação com a 

enzima Tth polimerase pelo sistema XL- PCR dos DNAs isolados repetiu o padrão de amplificação obtido 

no sistema de PCR normal, com bandas entre 200 a 1.400 pb (Figura 22). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Amplificação a partir dos iniciadores do adaptador dos fragmentos de minicírculos de kDNA
capturados da região 3,2 kb do subclone A11 digerido com a enzima EcoR I. A) gel de agarose
mostrando a amplificação dos produtos provenientes das eluições: 1. SSC 2 X, SDS 1%, 15 min à
temperatura ambiente; 2. SSC 0,1 X, SDS 1% por 15 min a 65 °C; 3. H2O por 1 h a 65 °C; 4. Controle
negativo de amplificação da PCR; 5. 100 ρg de T. cruzi amplificados com o iniciador do adaptador; 6.
DNA do subclone A11 digerido com EcoR I e ligado ao adaptador, não capturado; 7. kDNA de T. cruzi
digerido com EcoR I. B) Análise por Southern blot do mesmo gel após hibridação com a sonda de kDNA
com de lavagem de acordo protocolo padrão descrito no material e métodos . Observa-se o sinal de
hibridação na faixa de peso molecular entre de 0,2 a 1,4 kb nas Linhas 2 e 3 e no controle positivo de
hibridação Linha 7.  

1 2 3 4 5 6 7

A B 

1 2 3 4 5 6 7

~ 1,4 kb 

~ 0,2 kb 



88 
RESULTADOS  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 19. Captura da região de integração de minicírculo de kDNA do subclone A11 digerido com a
enzima EcoR I, após amplificação por PCR com os iniciadores do adaptador, e hibridação por Southern
blot com sonda de kDNA, as lavagens foram realizadas de acordo com o protocolo padrão descrito no
item 9 do material e métodos, sendo a última lavagem realizada a 65 °C por 20 min com a solução SSC 
0.1X e SDS 0,1% . A) Comparação do perfil de bandas entre as capturas realizadas da banda 3.2 kb
(Linhas 3 , 4 e 5) com as obtidas do DNA total (6, 7 e 8), observa-se o sinal positivo de hibridação com
sonda de kDNA ns Linhas 4 e 7, eluição com SSC 0,1 X, SDS 0,1%, por 1h à 65 °C; e nas Linhas 5 e 6
eluição em H2O durante a noite a 65 °C, e ausência de sinal nas Linhas 3 e 8, correspondente às eluição
com SSC 2 X, SDS 0,1% , por 15 min à temperatura ambiente; nas Linhas 1 e 2, tem-se respectivamente
os controles positivo e negativo da amplificação e hibridação; B) Eluição da região de integração
capturado do DNA total realizada em solução de formamida a 65 °C por 1 h (Linha 1); e H2O durante a
noite à 65°C (Linha 2). 

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2

A B

~3,0 kb 

~0,2 kb 

Figura 20. Rearranjo da região de integração capturada do macrófago A11 após clonagem no vetor 
PCR2.1 e multiplicação na bactéria hospedeira DH5α. a) Comparação entre o tamanho dos segmentos 
amplificado e o recuperado da clonagem visualizada através de eletroforese em gel de agarose: Linha 1. 
fragmentos liberados da digestão do clone com EcoR I; Linha 2. marcador de peso molecular 1 KB ladder 
(GIBCO); Linha 3. banda 600 pb obtida da amplificação da região de integração capturada do A11 na 
presença de DMSO. b) Mesmo gel mostrando a perda da região conservada de minicírculo de kDNA no 
segmento proveniente do clone constatada pela falta do sinal positivo de hibridação por Southern blot 
com a sonda 122 (Linha 1), e o sinal positivo de hibridação com a sonda 122 pb no segmento antes da 
clonagem (Linha 3). 

1 3 2 1 3 2 
a) b) 

396 pb 
298 pb 

600 pb 
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Figura 21. Regiões de integração de minicírculos de kDNA capturado do macrófago A11-EcoR I 
amplificado com os iniciadores do adaptador, pelo método XL- PCR (Promega) (Linhas 1); padrão de
tamanho molecular (Linhas 2). a) visualização da amplificação em gel de agarose; b) sinal positivo de
hibridação por Southern blot, do mesmo gel, com sonda 122 da região conservada (hibridação e
lavagens realizadas de acordo com protocolo padrão descrito no item Southern blot do material e
métodos - Estringência da última lavagem SSC 0,1 X SDS 0,1% a 65 °C por 20 min). 

1 1 2 2 

3,0 kb 

a) b) 

Figura 22. Padrão de bandas dos DNAs provenientes da capturados a do macrófago A11-3,2 kb, 
coletados em ddH2O, após reamplificação com a enzima Tth-polimerase e iniciadores do adaptador. 
Resultado da reamplificação das faixas de tamanho molecular “até 1 kb”, “entre 1 e 2 kb” e “acima de 
3 kb” (Linhas 1, 2 e 3, respectivamente). Linha 4, padrão de peso molecular KB ladder (Gibco); Linha 
5, A11-3,2 kb ligado ao adaptador (controle positivo da amplificação). 

1 2 3 4 5

3 kb 

1,4 kb 

0,6 kb 

0,5 kb 
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• Isolamento das bandas capturadas da linhagem subclonal de macrófago A11 -

EcoR I 

Como o padrão das bandas provenientes da captura, visualizadas em gel de agarose, se 

assemelhavam, independentemente da estratégia de amplificação adotada, optou-se por realizar o 

isolamento dos produtos de PCR que apresentaram melhor definição de bandas após eletroforese. Desta 

forma decidiu-se realizar o isolamento das regiões de integração obtidas da reamplificação da região 1-2 

kb com a enzima Tth-polimerase (Figura 22). Para tanto, aproximadamente 20 ng desse produto de 

amplificação foi radiomarcado e separado em gel de acrilamida desnaturante, como descrito em Material 

e Métodos que resultou no padrão mostrado na Figura 23. 

As 12 primeiras bandas, em ordem decrescente de tamanho, foram isoladas e analisadas em gel 

agarose e por Southern blot com sonda de kDNA. O resultado desse experimento está ilustrado na Figura 

24. Nota-se que todas as bandas apresentaram sinal de hibridação positivo. Algumas, porém, mostraram 

além da banda principal, bandas adventícias menores. Para descartar estas bandas menores, realizou-se o 

reisolamento da banda principal a partir do gel de agarose. Estas bandas foram submetidas à nova 

eletroforese em gel de agarose e analisadas Southern blot com sonda de kDNA, confirmando-se a 

purificação. Curiosamente, estas mesmas bandas purificadas, quando reamplificadas a partir do 

adaptador, mais uma vez geraram bandas adventícias menores, no mesmo padrão observado 

anteriormente. 

• Clonagem das bandas isoladas 

As bandas reisoladas do gel de agarose foram clonadas em abrupto no sítio de EcoR V do vetor 

PCR 2.1 e utilizadas na transformação da DH5α. As colônias selecionadas para extração do plasmídio, 

apresentaram tempo de crescimento e aspecto característicos de E. coli. A Tabela II mostrou o tamanho 

dos insertos recuperados de cada transformação, bem como o número de clones analisados. Todavia, 

apesar das diversas tentativas não foi possível obter transformantes das bandas 4 e 5, em nenhuma das 

hospedeiras testadas (DH5α, Sure Cells, CES210, XL1BlueMRF). As clonagens dos segmentos de 

tamanhos superiores ou igual a 700 pb geraram insertos contendo kDNA de tamanho igual ou inferior a 

600 pb. Obteve-se apenas um clone com fragmento de 1.200 pb, originado da clonagem da banda 7 

denominado de B7. 
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Apesar do sinal positivo com a sonda de kDNA prévio à clonagem, a banda 6 produziu clones 

somente com hibridação negativa, sendo que três insertos apresentaram tamanho próximo ao esperado de 

700 pb, um menor com 600 pb, e dois clones aparentemente sem insertos. A banda 7 gerou no total 12 

clones, com padrão de digestão parcial quando digerido com a enzima EcoR I: quatro com insertos no 

tamanho esperado, um menor com 500 pb, dois plasmídios sem insertos quatro com plasmídios com 

tamanho inferior ao esperado, todos negativos para kDNA, e apenas um clone positivo denominado B7, 

com tamanho superior ao esperado (1.200 pb). Os clones provenientes da banda 8 forneceram plasmídios 

com seqüências positivas para kDNA. A maioria dos plasmídios provenientes da clonagem das bandas 6, 

7, e 8, quando digeridos produziram padrão semelhante a uma digestão enzimática parcial (Figura 25). 

Este resultado foi reproduzido com preparações plasmidiais provenientes de diferentes métodos de 

extração (Lise Alcalina, Wizard, ou Maxiprep) e sugere rearranjo e população mista de plasmídios. 

Foram selecionados doze transformantes para o seqüenciamento, oito destes positivos para 

kDNA em Southern blot e quatro negativos. As seqüências obtidas foram comparadas entre si e 

analisadas em banco de dados do sistema BLAST. O seqüenciamento do DNA capturado mostrou a 

presença do adaptador nas duas extremidades do segmento. Entretanto, na maioria dos casos verificaram-

se alterações no adaptador do flanco próximo ao sítio M13-Reverse do vetor (Figura 26). Nos clones 1B, 

2C, 10C e 11B e 11E 9G e F, observou-se a ausência do sítio EcoR I do adaptador. O clone 7E apresentou 

inserção de 15 bases (5’ AGCCGAATTCGGCTT 3’) entre o sítio de clonagem do vetor e o início do 

adaptador no lado próximo ao sítio M13-Reverse. As 10 primeiras bases da inserção (5’ AGCCGAATTC 

3’) correspondem em seqüência a duas regiões presentes no sítio de clonagem do vetor PCR2.1: 1) bases 

292 – 283, na orientação invertida e complementar em relação a M13, 2) bases na orientação direta 295 – 

304, região próximo ao T7-Promoter. As 5 bases subseqüentes (5’ GGCTT 3’) correspondem às posições 

289 – 293, ou: 290 – 285 do vetor. Observa-se a ausência da última base do sítio EcoR I do adaptador.  

Dentre os clones que apresentaram sinal positivo com sonda de kDNA, apenas o 12A não 

mostrou seqüências de região conservada, sugerindo que a captura e hibridação se deram por similaridade 

com a região variável de minicírculos. Os demais positivos, incluindo o clone B7, mostraram regiões 

conservadas completas, com identidade na faixa de 95% em relação aos consensos depositados em bancos 

de dados (acessos gbIM18814I; gbIM19188I; gbIM19187I), intercaladas por segmentos repetidos curtos 

não superiores a 50 pb, com seqüência de bases semelhante às obtidas dos subclones de macrófagos C4 e 

C6 (Figura 14 a, b, e d). 
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Figura 23. kDNA da banda A11-3,2 kb capturado e eluído em ddH2O amplificado com os iniciadores 
do adaptador. Linha 2. Padrão das bandas obtidas, em gel de acrilamida 3,5 %, da reamplificação da 
região 1-2 kb. As 12 primeiras bandas foram isoladas do gel de acrilamida; Linha 1. padrão molecular 
1 kb ladder BRL Gibco. 
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Figura 25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24. kDNA do macrófago A11-3,2 kb capturado e eluído em ddH2O após purificação das bandas 
do gel agrilamida 3,5%. As 12 bandas isoladas individualmente foram reamplificadas com os iniciadores 
do adaptador. A) Visualização em gel de agarose das 12 maiores bandas isoladas do gel de acrilamida. B) 
Hibridação do mesmo gel, por Southern blot, com a sonda de região conservada de 122 pb; observa-se o 
sinal positivo, em diferentes intensidades, em todas as bandas analisadas, após lavagem das membranas 
em estringência máxima de SSC 0,1X e SDS 0,1 %. A 65°C/ 20 min. 
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Tabela II.  Comparação entre os tamanhos dos segmentos de kDNA em pares de bases (pb) do 
macrófago A11-3,2 kb bandas 1 a 12 (B1 a 12 – Figura 25) isolados do gel de acrilamida antes e após a 
clonagem no vetor PCR 2.1 e multiplicação na hospedeira a bactéria E. coli DH5 α. 
 
Nome B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 D1

NO de clones analisados 12 12 12 0 0 6 12 8 8 6 6 6 2 

Tamanho das bandas 
isoladas da acrilamida 

1300 1200 1100 950 900 800 770 650 630 600 580 520 570

Tamanho do inserto 
recuperado após 

clonagem 
600 600 600 0 0 750

750 
1200 

600 600 600 550 500 450

Positividade das insertos 
isolados da acrilamida 
(Sonda 122 minicírculo 

de kDNA) 

+ + + + + + + + + + + + + 

Positividade dos insertos 
recuperados após 

clonagem (sonda 122 de 
minicírculo de kdna) 

+ + + - - - + + - + + - - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 25. Padrão de migração dos segmentos de kDNA capturados do A11-EcoR I após clonagem 
no vetor PCR 2.1 multiplicação na hospedeira a bactéria E. coli DH5 α. Os plasmídios isolados 
foram digeridos com enzima de restrição EcoR I para a liberação dos insertos do vetor, e 
submetidos à separação eletroforética em gel de agarose 1,0%. Linhas 1 a 6, insertos originados da 
clonagem da banda B6 (800 pb); Linhas 7 a 12, insertos originados da clonagem de B7 (770 pb); 
Linhas 13 a 18, insertos originados da clonagem de B8 (650) pb. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

0,5 kb 

1,0 kb 

3,0 kb 
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Clone 6-1 
Adaptadores e sítio de clonagem do vetor normais 

(Extremidade M13 do vetor) 
      ACTAGTAACG GCCGCCAGTG TGCTGGAATT CGGCTTCGAT GCGGCCGCTC GAGAGAATTC 

1     TAATTTATCC GTGTCTACTT TGTGCTTTTA ATAGCACACA TGAAACCATT TTTATTGAAT 

61    TTGGTCAGTT TTTGTCCNTA TAAATTGGGG GAAAGTAGCT GTTCATCATA GTCAAGTCAC 

121   AGGAGTCGAC TGTGCAATGG AGTTCNTCAT GTNTTCCAAT TCTGTGCCGT CAGCTGCCTG 

181   GCATCGTGGG GCTTCCGTTT TGCCTTAAAG GGTTTGTGGA ACCACAGAGG CATAGGTGGA 

241   CAAGAAC.......................................................... 

1     GTAAACACCT TGCCGCTGCC CCTGCTATTG AAAAAANANA ACCGTGAANA GCTCGGNATG 

61    GTCTCTGCCA CTGCAGGCAT CGATGGTGGA AGCTGGAAGC CGGGCTGTAG TGTGACGTGG 

121   CAAGACACAC TTAAGGCCTG CTGAGGCACT GGGAGCTGTG GATGCAACCG TGGGGTATTA 

181   AGAGGAGACT TTCAGCCATT CCTAGATCCC CTCCCAGGAA NNACTGAGAG ACAGAGTCCA 

241   CGCTTCTGAN GAGGTTGAAT TCTCTCGAGC GGCCGCATCG AAGCCGAATT CTGCAGATAT 

CCATCACACTG GCGG  

(Extremidade T7 do vetor) 

 

 

Clone 7E 

Alteração no vetor próximo ao sítio EcoR I do flanco M13. 

(Extremidade M13 do vetor) 

        TG GAATTCGGCT TAGCCGAATT CGGCTTCGAT GCGGCCGCTC GAGAGAATT  

1     GTGAGCAGCT TGGCTCGGAT ATTTGTNNCA AAATGCCGGT TTCATCTGCT TTCGGGTAAA 

61    AACGCATACG TGTACTAACC AACAATTAAC AGATGCGTTA TACTTTAATA ATAGCCGTAA 

121   CCGTACGTTG GAAGTTCTTT ATAAGTGTTT TTCCATACAT TTGGAACAAT GATAATGGTT 

181   AGTTTTTCAC CATACAATTG TACCACTCGA ACCGAAGTTT TATGACGCAT GTTACGAGTT 

241   GCTTGTGCAA CTCTCACTCC CGATGT..................................... 

1     TGGTCGTAAA NCAACCAACG TTGTGGCTTT ACCTAATGCT TCTTACCTGA CCTAAAATAC 

61    AATGAATTTA AAGGTTTTGG TGCCTGTTCT GCAAAAATAG TGCTTTTGCA TCTTCAATTT 

121   GTGCAAAAAC AGTTTCAGTC ATACGGTCAT GAAGTACTTG TTTTACTTCA TTAGGAAATT 

181   TCAGAAACAC CTTTTAAAGT GAATNAAAAB ACCACGTTCT AAACGGTGGA ACTGGAGTAT 

241   TACAGTTTTT GAAAATGTCA GTCGCTTTAG ATGACCAAGG TGAAATCGTA CCCACACGTG 

301   GTGTTACTAA AATCTGAATC TCATCACTTG CTGGTTGACG AAGTTCAAAA GACTCACCGT 

361...CATTTAAT A ATTCTCTCGA GCGGCCGCAT CGAAGCCGAA TTCTGC  

                                    (Extremidade T7 do vetor) 

 

 

Clone 9G 

Ausência do sítio EcoR I do adaptador próximo ao M13 do vetor. 

(Extremidade M13 do vetor) 

  TCCACTAG TAACGGCCGC CAGTGTGCTG GAATTCGGCT TCGATGCGGC CGCTCGAGAG 

1     CTCAGGGGTA CTGGTTAGTT CATATTGTTG TTCCACCTAT AGGGTTGCAG CTCCCTTTAG 

61    CTCCTTGGGT ACTTTCTCTA GCTCTACCAT CGGGGGCCCT GTGAATCCAT CCAATAGCTG 

121   ACTGTGAAGC ATCCACTTCT GTGTTTGCTA GGCCCCGGCA TAGTCTCACA AGAGAGAGCT 

181   ATATCTAGGG ATCCTTTGAG CAAAATCTTG CTAGTATACC ACAATGGTAT CAGCATTTGG 

241   AAGCTGATTA TGGGATTGAN CCTGGATATG GCAGTCTCTA GATGGTCCAT CCTTTCGTCA 

301   CAGCTCCAAA CTTTGTCTCT GTAACTCCTT CCATGGGTGT TTTGTTCCAT ATCTTGAGAT 

361   TTTCTAAATA CCAGCATTCA TCGCTATAAA GTTTCCTTCT TTCACCTGAC TTGGCTAATA 

421   ATCTCAAGGA AGTTCTGGTA ACATGTGTTT CATCTGTTTC TAGGAACATT TTTGTTTTAT 

481   TATTTATTTT TTGAGATTTC AATATAGTTA TATCATTTCT TCTTTACTTT CCTCNCCCAA 

541...ATCATCTCAT AACCCTTCAT TCTCTTTTGA ATTCTCTCGA GCGGCCGCAT CGAAGCCGAA 

601 TTC  

(Extremidade T7 do vetor) 

 

C 

G 
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Clone 9F 

Ausência do sítio Eco R I do adaptador próximo ao M13 do 

vetor. 

 

(Extremidade M13 do vetor) 

    CCACTAG TAACGGCCGC CACTGTGCTG GAATTCNGCT TCGATGCGGC CGCTCGAGAG 

1     CTCAGGGGTA CTGGTTAGTT CATATTGCTG TTCCACCTAT AGGGTTGCAG CTCCCTTTAG 

61    CTCCTTGGGT ACTTTCTCTA GCTCTGCCAT CGGGGGCCCT GCGATCCATC CAATAGCTGA 

121   CTGTGTAGCA TCCACTTCTG TGTTTGCTAG GCCCCGGCAT AGTCTCACAA GAGAGAGCTA 

181   TATCTGGGNC CTTTCAGCAA AATCTTGCTA GTATACCACA ATGGTATCAG CATTTGGAAG 

241   CTCATTATGG GATTGANCCT GGATATGGCA GTNCTACATG GTCATCCTTT CGTCACAGCT 

301   CCAAACTTTG TNTCNGTGAC TCCTTCCATG GGGTGTTNTG GTTCCCATAT CTCAGATTTN 

361   NTAATATCCA GCATTCATCG CTATAAAGTT TACTTACTTT TCACCTGACT TGGCTATATC 

421   TCAGGAGTTC TGGTAGATGT GTTTCA 

 

Clone 12A 

Alteração no vetor próximo ao sítio EcoR I do flanco M13. 

 

 (Extremidade M13 do vetor) 

                          G TGCTGGAATT CGGCTTCGAT GCGGCCGCTC GAGAGAATT. 

 1    ACACATTTCA ATCAATAAGC TGTCTAAGCC GTTTTGGTAC ATATCATTGC GGGCATCTTG 

61    AAATGTACGA TCCCAAATTG CTTTTCAATT TGCTCAGGTC GACTTGGGCC ACAAAAGTGC 

121   ATCACTCCAA CCATGGTCAT CACGAGCAAT GGAAGCCATG ACACGGCCAA GGTCCGAGTA 

181   CAATACATTG GAAGCTTTTA AATAGGCGGT GTGTTGCCCT TTTAAACTGT CGGGCATGTT 

241   AAAACGTTCA AGCACATCGG CAGCATTTAC ACAAAACAAA GAAACATTTG CCTGAGCGCC 

301   AAGCGAAGTG AATTTCAAGG AATTAGTTCC CTTTTGAAGT ACGACCCGAC CCAAGTGATG 

361   TCCTCCGGGT TAAAAGTTTA ATCCGAAATC GGCCTTGCTT GTTATGATGA ACTGCATGTG 

421   TTCATTAGCC TACTTCCTCT GTCGGANAGT TTAGACTTNN NNNNNAATTC AGGTGTAGTT 

481   TGCTAGGAAG CTG 

 

Clones 1B e 2C 

Ausência do sítio EcoR I do adaptador próximo ao M13 do vetor. 

 

(Extremidade M13 do vetor)    

                                 TGCTG GAATTNNNCT TCGATGCGGC CGCTCGAGA. 

1    GGCTTATAAT GTACGGGGGA GATGCATGAA TTTTCCGGCC AAAATCTGAA CGCCCTCCCA 

61   AAATCAAAAT TCTGCCAAGT TTTCAGCACC TCCATTTACC ATAAAAACAC CACAACTATC 

121  ACCAAACTCT CTATTACACC AACCCCAATC GAACCCCACC TCCCGTAAAC ACCCCCCACT 

181  TTCGGCCAAA TAATGTACGG GGGAGATCGA TGAAGTTTTG CCGCCAAAAT CTGAACGCCC 

214  TCCCAAAATC AAAATTCTGC CAGTTTTCAG CACCTCCATT TGACCATAAA ACACCACAAA 

301  CTATCACCAA ACTCTCTATA TTACAACCAA ACCCCAATCG AACCCCGACC TGCCGTTAAA 

361  ACGAAGGCCG G..................................................... 

 

Clones 10C, 11B e 11E  

Ausência do sítio EcoR I do adaptador próximo ao M13 do vetor. 

 

(Extremidade M13 do vetor) 

                                    CT GGAATTCGGC TTCGATGCGG CCGTCGAGAG 

1     GCTTATAANG TACGGNGGAG ATGCATGAAT TTNCCGGCCA AAATCTGAAC GCCCTCCCAA 

2     AATCAAAATT GCTGCCAGTT TTNTGCAGCA CCTCCATTTA CCATAAAACA CCACAACTAT 

121   CACCAAACTC TCTATACTGA CACCAACCCC AATCGAAGCC CCCACCTCCC CGTTAAACAA 

181   CCCCCACCTT TCGGCCTAAT AATGTGACGG GGGAGATGCA TGAATTTTGC CGCCAAAATC 

241   TGAACGCCCC TCCCAAAATC AAAATTGCTG CCAAGTTTTC AGCGACCTCC ATTTGACCGA 

301   TGAAAAAGCG ACCACCAACC TATGCACCCA AAACTCTCTA TATTGACACC AACCCCAATC 

361   GAAGAAGCCC CAGCCTGCCC GTTTAAACGA AGCCCCCACT TTACGGCCAA ATAAATGTAC 

421   GGGGGAGATG CATGGATTTT CCCGGNCGAA AAATCTGGAG GNCCCTCCCG AAAAGCAAAA 

481   TTCTGCAAGT TTTCAGCAGG NCNATTTACC ATAAAACACC ACAACTATCA CTAGANGCTT 

541   GCTGCGTGAT ATTACTACGG AACTTTTCAA TCGAACCAAG CGGAATTCTC TCGAGCGGCC 

601   GCATCGAAGC CGAATTC   

(Extremidade T7 do vetor) 

C 

C 
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Clone 7-3 (B7) 

 

Extremidade M13 do vetor)    GCAGTGTGC TGGAATTCGG CTTCGATGCG GCCGTCGAGA 

1    GAATTCTCTG TGGCATAGTT CCCAACTTCG ATGGCTTACC CTGTTACTCA GCAACATCCT 

61    AGGACTGTCC ATCCTGCTTG AAAAATAAGG AAGTTGGCCA AAGTTATGGT TCAGAGGGTA 

121   ACATACTTGT GGAACAGCAT GAGGGACCTC AGTTTGAATC CCCAGCGACC CTGTAAAAGT 

181   CAGTTGTGAC TGTACTACAA GTATCATGCT ATAACTCCAG TTCTGGGAGG CAGAGACAGG 

241   TGGGTCCCTG GAGTTCACAA GTCAGTCATC CTATTTCAAT AGATAGTTTT ATGTTCAGGG 

301   AAAGGGACTG TCTCAAAATC GAGGAAGATA CACGCACAAC TCTGGTATAC ACACACACAC 

361   ACACACACAC ACACACACAC ACACACTCAC ACACCAGTTTT CAGCACCTCC ATTTACCATA 

421   AAACACCACA ACTATCACCA AACTCTCTAT ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC 

481   CCGTAAACAA CCCCCCACTT TCGGCCAAAT AATGTACGGG GGAGATGCAT GAATTTTCCG 

541   GCCAAAATCT GAACGCCCTC CCAAAATCAA AATTCTGCCA AGTTTTCAGC ACCTCCATTT 

601   ACCATAAAAA CACCACAACT ATCACCAAAC TCTCTATTAC ACCAACCCCA ATCGAACCCC 

661   CACCCTCCCG TAAACAACCC CCCACTTTCG GCCAAATAAT GTACGGGGGA GATGCATGAA 

721   GTTTTGCCGC GAAAATCTGA ACGCCCTCCC AAAATCAAAA TTCTGCCAGT TTTCAGCACC 

781   TCCATTTGAC CATAAAACAC CACAAAACTA TCACCAAACT CTCTATATTA CACCAACCCC 

841   AATGCCCCAA TGCCCAATTC GTAACCCCAT CCTCCCGGTG AAACAACCCC CACTTTCGGC 

901   CAAATAAGTT ACGGGGGAGA GCAGGAATTT TCCGTCCCAA AATCTGGAAT GCCCCTCCCA 

961   AAAATCAAAA TTCTGCCGAA TTTTTTCAGC ACCTTCCATT TTACCATAAA ACACCACAAC 

1021  TTATCACCAA ACTTCTTCTA TATTACACCA ACCCCAATCG AACCAAGCCG AATTCTCTCG 

AGCGGCC GCATCG ..(Extremidade T7 do vetor) 

 

Figura 26. Seqüenciamentos dos segmentos capturados da região kDNA do A11-EcoR I, clonados no 
vetor PCR2.1 na hospedeira DH5α. Em rosa: seqüência plasmidial; marrom: adaptador; vermelho: região 
conservada de minicírculo de kDNA; azul: região variável do minicírculo; preto: região sem 
correspondência significativa às seqüências depositadas em banco de dados; verde: região identificada em 
Southern blot como pertencentes ao DNA humano; sublinhado: sítio EcoR I; Clones negativos na 
hibridação por Southern blot com sonda de kDNA: 6-1; 7E; 9G, 9F. Clones com sinal de hibridação 
positivo com sonda de kDNA: 12A; 1B, 2C, 10C, 11B, 11E, E 7-3 (B7). 
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4. CARACTERIZAÇÃO DOS MINICÍRCULOS DE KDNA COM REGIÕES VARIÁVEIS 

ENCURTADAS PRESENTES NOS CLONES DE REGIÕES DA INTEGRAÇÃO. 

 

4.1. Origem das regiões repetidas 50 e 80 pb presentes entre as regiões conservadas de 

minicírculo. 

A hibridação por Southern blot do macrófago normal e kDNA com as sondas 50 pb e 80 pb 

conforme estratégia apresentada na Figura 6 mostrou que estes segmentos seriam porções de regiões 

variáveis de minicírculo (Figura 27) apesar de não apresentarem o tamanho esperado em relação ao 

consenso observado STURM et al. (1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Instabilidade região variável de kDNA de Trypanosoma cruzi que originou o segmento 

50 pb 

O kDNA amplificado PCR com o par de iniciadores TcVA e TcVs e hibridação com sondas de 

região conservada de minicírculos (sonda 122 pb) indicou que as regiões variáveis encurtadas observadas 

nos clones 50 pb teriam no kDNA intacto tamanho equivalente ao esperado do consenso observado por 

Sturm et al. (1989), ou seja, em torno 200 pb (Figuras 28 a e b). Este segmento de 200 pb quando clonada 

no vetor PCR2.1 na hospedeira DH5α resultou em clones com insertos de 50 pb. Os cinco clones 

seqüenciados apresentaram seqüências semelhantes aos segmentos 50 pb provenientes das linhagens 

subclonais de macrófago humano. 

Figura 27. Padrão de hibridação em
Southern blot dos DNAs de Trypanosoma
cruzi (Tc) e Macrófago humano normal (N)
digeridos com EcoR I com as sondas 50 pb
(A) do clone 1C6 e 80 pb (B) do clone 2C6
isoladas de acordo com estratégia
experimental mostrada na Figura 5. As
lavagens foram realizadas de acordo com o
protocolo padrão para Southern blot descrito
no item 9 do material e métodos. 

Tc Tc N N 
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4.3. Instabilidade genética do minicírculo de kDNA que deu origem às integrações quando 

clonados 

A instabilidade dos minicírculos associados ao evento de integração, quando clonados em 

diferentes hospedeiras foi observado em diferentes combinações de vetores e linhagens bacterianas 

hospedeiras. A clonagem dos segmentos de kDNA digeridos e clonados no sítio EcoR I do fago λgt10 nas 

hospedeiras XL1BlueMRF’ e CES201 não gerou clones com sinais positivos em 600.000 placas de lises 

analisadas. Somente o banco construído em XL1BlueMRF’gerou placas com sinal de hibridação positivo 

com a sonda TcVA. Contudo verificou-se o rareamento do sinal nas seleções para o seu enriquecimento o 

que impossibilitou o isolamento do vetor com a inserção desejada. 

Através da técnica de captura com a região variável de 50 pb imobilizada, isolou-se um 

segmento de minicírculo com 600 pb, com sinal positivo com a sonda TCVA em Southern blot (Figura 

29A e B). A clonagem do produto capturado em DH5α não gerou bactérias recombinantes positivas para 

esta sonda em 360 colônias analisadas.  

 

 

 

 

Figura 28. Região variável obtida da 
amplificação, por PCR, do DNA de T. cruzi, com 
os iniciadores da região variável TcVa e TcVs, 
desenhados a partir das informações obtidas dos 
minicírculos provenientes das regiões de 
integração, encurtadas do clone B7. Sinal de 
hibridação, por Southern blot, com as sondas 
TcVa (A). Mesma membrana hibridizada com a 
sonda de região conservada de 122 pb (B). 
Verificou-se que o tamanho da região variável 
amplificada foi de 200 pb, correspondente ao 
tamanho do consenso descrito na literatura. O 
sinal de hibridação observado foi obtido após 
sucessivas lavagens, sendo a de maior 
estringência realizada com de 0,1 X SSC e 0,1 % 
SDS por 20 min a 65 °C. 

BA

↔ 
200 pb 
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4.4. Caracterização do segmento híbrido humano e minicírculo de kDNA do clone B7 

A Figura 30 mostrou a seqüência completa do clone B7 comparada às seqüências depositadas 

em banco de dados. A região compreendendo 1 a 396 apresentou similaridade na ordem de 98% com o 

acesso genbank gb|AC131797.3| do cromossomo 1 de camundongo. As bases 397 a 1075 tiveram origem 

em minicírculos de kDNAs. Esta região apresentou região variável encurtada com aproximadamente 50 

pb similar as descritas anteriormente. No ponto de junção entre os genomas observa-se a presença de um 

segmento com aproximadamente 50 pb (posição 220 a 270) com similaridade ao elemento Alu, seguido 

de um microssatélite com 22 repetições CA e o início da primeira repetição da região variável/região 

conservada de minicírculo de kDNA.  

A seqüência B7, analisada com o auxílio do programa Signal Scan, mostrou a presença de alguns 

consensos regulatórios da expressão gênica na região humana (Elemento AP1, Sítio AP3, Sítio AP1 

invertido, seqüência TATA, elemento APOB) e outros na região de kDNA (sítio CAAT, Sítio AP3).  

Confirmou-se a junção do kDNA com o DNA hospedeiro na célula A11 intacta através da 

amplificação por PCR a partir de iniciadores da região humana e de minicírculo, conforme observado na 

Figura 31a. Este resultado foi confirmado posteriormente por Southern blot com sondas da região 

humana e kDNA (Figura 31 b). De interesse, observou-se que a amplificação da região híbrida a partir 

Figura 29. Captura, a partir do DNA de Trypanosoma cruzi, das regiões variável de minicírculo de kDNA 
observada nos subclones de macrófago. A) Visualização do produto em gel de agarose 1%, após 
amplificação por PCR com iniciadores do adaptador: Linha 1. Eluído 2X SSC e SDS 0,1%; Linha 2. Eluído 
0,1X SSC e SDS 0,1%. Linha 3. Eluído em H2O; Linha 4. Marcador de peso molecular. B) Southern blot do 
mesmo gel com a sonda TCVA, da região variável de interesse. O sinal de hibridação é observado após 
lavagem à estringência máxima de 0,1 X SSC e 0,1 % SDS por 20 min a 65 °C. 

1 2 3 4 1 2 3 4 

0,6 kb 

A B 
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1     GAATTCTCTG TGGCATAGTT CCCAACTTCG ATGGCTTACC CTGTTACTCA GCAACATCCT 

61    AGGACTGTCC ATCCTGCTTG AAAAATAAGG AAGTTGGCCA AAGTTATGGT TCAGAGGGTA 

121   ACATACTTGT GGAACAGCAT GAGGGACCTC AGTTTGAATC CCCAGCGACC CTGTAAAAGT 

181   CAGTTGTGAC TGTACTACAA GTATCATGCT ATAACTCCAG TTCTGGGAGG CAGAGACAGG 

241   TGGGTCCCTG GAGTTCACAA GTCAGTCATC CTATTTCAAT AGATAGTTTT ATGTTCAGGG 

301   AAAGGGACTG TCTCAAAATC GAGGAAGATA CACGCACAAC TCTGGTATAC ACACACACAC 

361   ACACACACAC ACACACACAC ACACACTCAC ACACCAGTTTT CAGCACCTCC ATTTACCATA 

421   AAACACCACA ACTATCACCA AACTCTCTAT ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC 

481   CCGTAAACAA CCCCCCACTT TCGGCCAAAT AATGTACGGG GGAGATGCAT GAATTTTCCG 

541   GCCAAAATCT GAACGCCCTC CCAAAATCAA AATTCTGCCA AGTTTTCAGC ACCTCCATTT 

601   ACCATAAAAA CACCACAACT ATCACCAAAC TCTCTATTAC ACCAACCCCA ATCGAACCCC 

661   CACCCTCCCG TAAACAACCC CCCACTTTCG GCCAAATAAT GTACGGGGGA GATGCATGAA 

721   GTTTTGCCGC GAAAATCTGA ACGCCCTCCC AAAATCAAAA TTCTGCCAGT TTTCAGCACC 

781   TCCATTTGAC CATAAAACAC CACAAAACTA TCACCAAACT CTCTATATTA CACCAACCCC 

841   AATGCCCCAA TGCCCAATTC GTAACCCCAT CCTCCCGGTG AAACAACCCC CACTTTCGGC 

901   CAAATAAGTT ACGGGGGAGA GCAGGAATTT TCCGTCCCAA AATCTGGAAT GCCCCTCCCA 

961   AAAATCAAAA TTCTGCCGAA TTTTTTCAGC ACCTTCCATT TTACCATAAA ACACCACAAC 

1021  TTATCACCAA ACTTCTTCTA TATTACACCA ACCCCAATCG AACCAAGCCG AATTC 

dos iniciadores de minicírculo e do DNA humano ocorreu apenas na última das quatro partidas de cultivo 

da linhagem subclonal A11. 

 

Figura 29 Clone B7 (1075 pb)  

Sítio AP1 invertido CAAT box TATA box Sítio AP3

Elemento AP1Elemento APOB

Figura 30. Seqüência completa do clone B7 (excluído os adaptadores), analisada quanto à identidade com
seqüências depositadas em banco de dados, e consensos regulatórios. Caracteres verde, região humana com
98% de identidade à região do cromossomo 1 murino genbank gb|AC131797.3|: em negrito, seqüência com
identidade de 85% ao elemento Alu, acessos THC131610 e THC210708; sublinhado, repetição do tipo CA;
negrito itálico, intercessão. Caracteres vermelhos, região conservada de minicírculo de kDNA (identidade de
95% em relação aos acessos gbIM18814I; gbIM19188I; gbIM19187I). Caracteres azuis, região variável de
minicírculo. Retângulo Azul - sítio CAAT, Amarelo - Elemento AP1, Cinza - Sítio AP3, Rosa - Sítio AP1
invertido, Vermelho – seqüência TATA Verde: elemento APOB;  Elementos AP1 protegem CpG de
metilação GGGCGG E CCCGCC. 
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4.5. Confirmação da presença da região B7 no genoma da linhagem subclonal de 

macrófago A11 intacto  

Como o tamanho do clone B7 não estava compatível com o esperado da clonagem da banda 7 

(em torno de 800 pb), a região humana do clone foi isolada para ser utilizada na hibridação das bandas 

capturadas. O resultado apresentado na Figura 33a mostrou a presença de sinal positivo de hibridação na 

banda 7 e inesperadamente nas bandas 10 e 11 (Figura 33b). Estas bandas originaram unicamente clones 

com minicírculos de kDNA, com regiões variáveis de 50 pb, com seqüência semelhante à região de 

kDNA do clone B7. 

De interesse, a captura de kDNA a partir de tecido cardíaco de coelho chagásico digerido com 

EcoR I através do mesmo procedimento experimental empregado para capturar as integrações de A11 

EcoR I resultou em produtos com sinal positivo de hibridação por Southern blot, tanto com a sonda 122, 

como com a sonda da região humana isolada do B7 (Figura 33c e d). Enquanto que a captura da região 

de integração correspondente a posição 7 kb do DNA A11 digerido com Cla I resultou em sinal positivo 

para kDNA e negativo para a sonda humana (Figura 33c e d). 

 

Figura 31. Confirmação da origem híbrida 
humano/T. cruzi do clone B7 através de 
amplificações por PCR do DNA de T. cruzi, 
macrófago humano normal, Linhagem 
subclonal A11 seguido da confirmação da 
especificidade da amplificação por 
hibridação por Southern blot com sonda 
interna à amplificação, de acordo com 
estratégia experimental mostrada na Figura 5. 
A) Amplificação da região humana com os 
iniciadores IS e sat2 observam-se o sinal 
positivo de hibridação com a sonda humana 
396 no produto proveniente do macrófago 
normal (2) e do A11 (3), e ausência do sinal 
no DNA de T. cruzi (1), o controle positivo 
da amplificação e hibridação foi o clone B7 
(4), controle negativo da amplificação (5). B) 
Amplificação da região híbrida com os 
iniciadores IS e SK36; nota-se a positividade 
de hibridação com a sonda humana 396 
somente no A11 intacto (4); e ausência de 
hibridação no T. cruzi (2) e no macrófago 
normal (3); controle positivo de hibridação 
(1) e de amplificação (5), controle negativo 
da amplificação (6). 

 1        2        3                4        5               

A

   1        2      3            4              5      6      

B

~300 pb 

~500 pb 

~650 pb 

~850 pb 
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Figura 32. Segmentos de kDNA capturados dos genomas de macrófago A11 e do tecido cardíaco de coelho
chagásico (Nadjar Nitz – dados não publicados), após amplificação por PCR a partir dos adaptadores e
hibridação por Southern blot com a sonda da região humana (sonda 296) do clone B7 (A, B, C) e com a
sonda 122 da região conservada de minicírculo (D) A) Padrão de hibridação com a sonda 296 dos
segmentos capturados e purificados em acrilamida do A11-EcoR I, (Figura 25) bandas 1 a 5 (B1 a B5) e 7
(B7), observa-se a presença do sinal positivo somente na banda 7 (B7) e B) padrão de hibridação das
bandas 8 a 12 (B8 a B12) com as sonda 296 da mesma captura purificada da acrilamida (Figura 25), nota-se
o sinal positivo de hibridação nas bandas 9 (B9) e 10 (B10) e no controle positivo de hibridação B7 (+). C)
Padrão de hibridação com a sonda 296 dos segmentos de kDNA capturados a partir do genoma de coelho
chagásico digerido com EcoR I (1 a 5) e do kDNA capturado da região de integração presente na banda 7
kb do DNA do A11 digerido com a enzima Cla I (7 e 8), onde (1) corresponde à captura eluída na solução
2X SSC, SDS01% 20 min a 65 °C; (2) material capturado na eluição em H2O (1 hora a 65°C), (3) obtido da
eluição em H2O (durante a noite a 65°C); (4) e em formamida (1 h/ 65 °C), (7) DNA de A11 recuperado da
eluição com H2O; e (8) com 0,1X SSC e O,1% SDS. Observa-se complementaridade com a sonda humana
somente nas bandas recuperadas do tecido de coelho, após lavagem das membranas na estringência máxima
de 0,1 SSC e 0,1 % SDS à  65 °C por 20 min. Linha 6: controle (-) de amplificação. D) Mesma membrana
hibridizada com sonda a 122 observa-se sinal positivo de hibridação tanto nos segmentos capturados do
coelho como capturados do A11- Cla I. 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 

2,0 kb 

0,5 kb 

C D

+B11 B12B10B9 B8

B

B7 B4 B5B3 B2 B1 

A

~0,8 kb 
~1,1 kb 

4,0 kb 
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4.6. Análise das Fases Abertas de Leituras (ORFs) do clone B7 

A análise da seqüência do clone B7 mostrou a presença de sete possíveis ORFs completas e de 

duas incompletas faltando o código de terminação. A Figura 33 apresenta de forma esquemática a 

origem, posição relativa no clone B7 e o número de resíduos de aminoácidos das proteínas hipotéticas 

codificadas pelas nove ORFs. De interesse, observa-se que duas estão localizadas na região de interseção 

dos DNAs humano/T. cruzi : ORF1 - fita (-) fase 1 e ORF2 - fita (+) fase 3 e codificariam proteínas com 

48 aa (B7p1) e 73 aa (B7p2) respectivamente. A pesquisa de homologia em banco de dados do sistema 

Blastp mostrou alto grau de significância (Score = 46%, e “E” = 2e-5) entre a B7p2 e a região do sítio 

ativo do fator de sinalização nuclear (NLS– binding protein) da família spot-1 de camundongo (acesso 

bbsI 170532) e também com um segmento da proteína óxido nítrico sintase induzida de rato (acesso pir I 

I55615, Score = 43%, E= 2e-04). Os resultados mais significativos das demais fases de leitura foram 

agrupados na Figura 34. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Posicionamento e tamanho das diferentes fases abertas de leitura encontradas no clone B7 
(ORFs). A) Esquema do clone B7 identificando as regiões conservada e variável do minicírculo de kDNA 
e a humana, respectivamente, pelos retângulos vermelhos, azul e amarelo; a numeração mostra, em pares 
de bases, a posição do início das ORFs encontradas nas fitas positiva (B) e negativa (C) do clone. B) 
Fases de leitura das ORFs presentes na fita (+) do clone B7, identificando a posição da base nitrogenada 
que dá início e fim da ORF, bem como o número de resíduos de aminoácido (Aa) da cadeia polipeptídica. 
C) Fases de leitura das ORFs presentes na fita (+) do clone B7, identificando a posição da base 
nitrogenada que dá início e fim da ORF, bem como o número de resíduos de aminoácido (Aa) da cadeia 
polipeptídica.  

A) B7 291 525 949 207 396 716 

B) Fita (+) 

9
6

2 4

Fase

1

3

2

C) Fita 

5

7 8 

Fase 

1

3
2

1 3
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n B7p1 

a-1) - gi I 1840087  - 39 kDa antigen [Leishmania donovani]
 (Score (bits) = 42;  E (value) = 5e -04; positives = 22/36 - 60%;  322aa)  

a- 2) - gi I 554015 - Mouse CBA/J Ig heavy chain VI region pseoudogene, 5’ end 
(Score (bits) = 35;  E (value) = 0,063  -  50 aa) 

n B7p2 

a) - bbs I 170532  - Nuclar localization signal (NLS) binding protein 
(Score (bits) = 46 ;  E value = 2e -5   - positives = 32/64 - 49% ; 140 aa )

73 aa  

(Spot-1, a novel NLs-binding protein that interacts with p53 throught domain encoded by 
pCAn repeats. - ELKIND et al.,-1995)

n B7p3 

a) - sp I Q24306I  - Apoptosis 1 inhibitor
 (Score (bits) = 29 ;  E (value) = 2,8 ;  positives = 18/32 - 55%;  438 aa)  

14  - RAFRFWPENSCISPVHYLAESGGLFTGGGVRL - 45 

      R F  WP N    P H LAE+G  +TG G R+ 

213 - RTFEAWPRNLKQKP-HQLAEAGFFYTGVGDRV - 261 

44 110 226 293 

DIAP1 

48 aa 

452 598 

Fase 1 (-)  

B7 

3 

S - 
P - 

C 

7 

59 121 

60 
CLKIEEDTRTTLVYTHTHTHTHTHTHSHTVFSTSIY----------HKTPQLSPNSLYYTNPNR 

C+ I   T T   +THTHTHTHTHTH+HT   TS+            K   L P +L   +P + 

CIHIHTHTHTH-THTHTHTHTHTHTHTHTHTPTSLLPARSQAGLLCQKGDSLGPKALARASPRQ 

S -
P -

C 

3   - VLKTVCECVCVCVCVCVCVYTRVVRVSSSILRQSLS - 38 

      VL  VC CVCVCVCVCVCV   V   +S+  R   S 

188 - VLARVCVCVCVCVCVCVCVCVCVWVCASAYRRTCAS - 223 
S - 
P - 

C 

48 aa 

266 
412 

Fase 1 (-)  

B7

1 

B7 

Fase +3 

291 512 

2 
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Figura 34. Pesquisa de similaridade entre os supostos peptídeos codificados pelo segmento B7 com 
seqüências depositadas em banco de dados do Sistema Blastp (www.ncbi.nlm.gov). a) acesso recuperado 
do banco de dados; C – região do peptídeo codificado pelo B7 que apresentou similaridade com a 
proteína do banco de dados; S – resíduos de aminoácido comuns (letra) ou com concordância de 
carga/hidrofobicidade; P – região da proteína recuperada do banco de dados que apresentou similaridade 
com o segmento protéico codificado pelo B7. Letras azuis: dissimilaridades entre as seqüências 
mostradas. A numeração apresentada na parte superior dos desenhos esquemáticos indica a posição, em 
pares de bases, da ORF no clone B7, o número mostrado na região colorida do retângulo inferior do 
esquema indica o número e a posição da ORF (Figura 33) no B7, as cores no retângulo superior dos 
esquemas mostram a localização das regiões humana (amarelo), variável de minicírculo de kDNA (azul) 
e a região conservada de minicírculo de kDNA (vermelho). aa – resíduos de aminoácidos. 

a) -  sp [p05030] 
Yeast plasma membrane ATPase 1 (protom pump) 
(Score (bits) = 29 ;  E value = 4.2 ; positives =  24/48 - 49% - 918 aa;) 
 

n - B7p5 B7

Fase - 3 
72 aa  

567
785 

2 

a) -  gi 3396059 
nonstrucural polyprotein [Igbo Ora virus] 
(Score (bits) = 29 ;  E value = 4,5 ; positives = 21/41 - 51% - 2513 aa;) 

n - B7p4 B7 

Fase +3 64 aa  

525 719 

4 

 14 - SKFCQFSAPPFDHKTPQNYHQTLYITPTPMPQCPIRNPILP - 54 

      S +   +APP  HP  Q++H ++ + P+P+P  P+    +P 
101 - SSYYPMAAPPPHHMAPQSHHASVPMAPSPVPPPPVYGTMPP - 141 

S - 
P - 

C - 

n B7p6 

a) - gi I 2245514  - Class IV POU protein [Herdmania curvata]
 (Score (bits) = 35 ;  E (value) = 0,060 ;  positives = 24/41 - 57%;  422 aa)  

63 aa 

716 
907 

6 Fase 2 (+)  

B7 
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4.7. RT PCR e Northern Blot 

Com a finalidade de verificar a existência na linhagem subclonal de A11 de produtos 

provenientes da expressão do segmento B7, duas metodologias foram empregadas: 1) pesquisa através de 

RT- PCR com iniciadores do poli-A em conjunto com os iniciadores da região humana e de kDNA, e 2) 

através de Northern blot utilizando-se fragmentos do clone como sonda. Em ambos os casos, não se 

identificaram, na partida de mRNA analisada, produtos de expressão que pudessem ser atribuídos ao B7. 

5. ANÁLISE ESTRUTURAL DOS PONTOS DE INTEGRAÇÃO E REGIÃO KDNA DO CLONE 

B7 E G10. 

5.1. Padrão de migração do clone B7 em gel de agarose e acrilamida não 

desnaturante sugestivas de conformação não B. 

As Figuras 35a e b apresentam o padrão típico de migração e hibridação com a sonda de 122 pb 

do inserto B7 quando isolado e purificado do plasmídio. Além do sinal de hibridação na altura esperada 

pode-se observar duas bandas adicionais nas posições aproximadas de 2 e 3 kb (Figura 35b). 

Não se observou mudanças no padrão de hibridação da banda B7 mesmo após o isolamento da 

banda 1,1 kb do gel, reisoladamento e digestão com as enzimas de restrição EcoR I e Not I, que cortam no 

adaptador e no sítio múltiplo de clonagem do vetor. O resultado descarta a possibilidade de tratar-se da 

presença de resíduos do vetor e sugere a existência de interações moleculares entre as cadeias de DNA do 

tipo não B. O retardamento na migração do segmento B7 de 1,1 kb verificado na eletroforese em gel de 

acrilamida não desnaturante a 4 °C confirmam a presença de estruturas não B. Nesse experimento o 

fragmento posicionou-se na faixa de peso molecular entre 2 e 3 kb (Figura 35c). 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Retardamento na
mobilidade eletroforética observada
no segmento B7, após ser isolado e
purificado do plasmídio, indicando
a presença de conformação não B.
a- Padrão de migração eletroforética
do clone B7 (Linha 1) visualização
em gel de agarose após isolamento
do plasmídio. b - Hibridação por
Southern blot com sonda de 122 pb
do mesmo gel mostrado na figura
36a. Observa-se sinal de hibridação
na posição de 1,1 kb (tamanho real
do segmento), e nas posições de 3,0
kb e 2,1 kb; c) padrão obtido da
eletroforese em gel de acrilamida
não desnaturante a 4 °C. Nota-se o
retardamento na migração do
segmento de 1,1 kb para a faixa de
2 a 3 kb. 

1,1 kb

2,1 kb 

3,0 kb 

1 1 1

2,0 kb 

3,0 kb 

1,0 kb 

ca b
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5.1. Análise estrutural “in silico” dos pontos de integração e região kDNA do clone B7 e 

G10. 

Todos os segmentos envolvidos nos eventos de integração apresentaram diversas regiões com 

tensão superior a 6 graus/10.5 bases nitrogenadas próximas ao ponto de inserção (Figuras 36, 37, 38) que 

proporcionaram modificações na estrutura tipo B predita por Watson e Crick (1953). 

Os microssatélites CA das regiões hospedeiras presentes nos clones AC131797.3 e B7 geraram 

uma conformação de baixa tensão com estrutura semelhante às do tipo B, seguida de uma súbita mudança 

no padrão na porção terminal do microssatélite (Figura 36a,b e c). 

O G10 mostra a região genômica hospedeira NT077531.3 interrompida por um elemento LINE-1 

similar ao AC00461 contendo uma porção de minicírculo de kDNA com características semelhantes ao 

encontrado no B7. 

A comparação do ponto de corte antes e após a integração revelou nítida redução na tensão após 

a entrada do material genético exógeno em todos os eventos de recombinação analisados (Figura 37 e 

39). Apesar de localmente existir a tendência na diminuição da tensão no ponto de entrada, as integrações 

introduziram aumento na tensão geral da região, pois tanto o minicírculo quanto o LINE-1 mostraram-se 

ricos em segmentos com alta propensão para formação de curvaturas (Figuras 36, 37 e 39).  

Os segmentos que promoveram os pontos de maior tensão no clone B7 foram apresentados na 

tabela III. A análise dos segmentos da região do minicírculo revelou que as tensões não acompanham a 

distribuição repetitiva da seqüência primária. 

As imagens geradas dos pontos de integração antes e após os eventos insercionais indicaram um 

possível padrão na distribuição das tensões (Figuras 36, 37 e 38). Esta situação é mais evidente na análise 

das regiões de integração do clone G10 (Figura 37b e 38), sugerindo que a distribuição peculiar estaria 

associada aos eventos de integração/recombinação. 
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Tabela III: Pontos de maior tensão do clone B7 que geram curvaturas à molécula de DNA. 

Legenda Régua Posição 
Central 

Bases 
Centrais 

Segmento no clone

(a) 5,50 318/319 AT TGTCTCAAAATCGAGGAAGA 

(b) 7,33 424/425 CA ACCATAAAACACCACAACAC 

(c) 8,52 493/494 CC TAAACAACCCCCCACTTTTC 

(d) 9,12 528/529 CA GGGGAGATGCATGAATTTTC 

(e) 9,79 567/568 TC CTCCCAAAATCAAAATTCTG 

(f) 10,44 605/606 TA CATTTACCATAAAAACACCA 

(g) 11,69 677/678 AC CCGTAAACAACCCCCCACTT 

(h) 12,32 714/715 GC GGGGGAGATCGATGAAGTTT 

(i) 13,00 754/755 AA CCCTCCCAAAATCAAAATTC 

(j) 13,62 789/790 AC CTCCATTTGACCATAAAACA 

(k) 19,14 877/878 GG CATCCTCCCGGTGAAACAAC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Distribuição da tensão e identificação das regiões que contribuem para as curvaturas e dobramentos 
presentes no clone B. As letras “a”a “k” indicam as bases centrais dos segmentos que proporcionam maior tensão na 
molécula, CA: microssatélite; PI: Ponto de integração; A) Seqüência de bases do clone B7 a posição nas seqüências 
das regiões de tensão, ponto de integração e microssatélite. B) Representação gráfica das tensões que geram 
curvaturas (linha vermelha) e teores de C/G na molécula (linha azul). C) Imagem gerada pela distribuição das 
curvaturas. 

> Clone B 7 

GAATTCTCTGTGGCATAGTTCCCAACTTCGATGGCTTACCCTGTTACTCAGCAACATCCTAGGACTGTCCATCCTGCTTG

AAAAATAAGGAAGTTGGCCAAAGTTATGGTTCAGAGGGTAACATACTTGTGGAACAGCATGAGGGACCTCAGTTTGAATC

CCCAGCGACCCTGTAAAAGTCAGTTGTGACTGTACTACAAGTATCATGCTATAACTCCAGTTCTGGGAGGCAGAGACAGG

TGGGTCCCTGGAGTTCACAAGTCAGTCATCCTATTTCAATAGATAGTTTTATGTTCAGGGAAAGGGACTGTCTCAAAATC

GAGGAAGATACACGCACAACTCTGGTATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACTCACACACCAGTTTT

CAGCACCTCCATTTACCATAAAACACCACAACTATCACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATCGAACCCCACCTC

CCGTAAACAACCCCCCACTTTCGGCCAAATAATGTACGGGGGAGATGCATGAATTTTCCGGCCAAAATCTGAACGCCCTC

CCAAAATCAAAATTCTGCCAAGTTTTCAGCACCTCCATTTACCATAAAAACACCACAACTATCACCAAACTCTCTATTAC

ACCAACCCCAATCGAACCCCCACCCTCCCGTAAACAACCCCCCACTTTCGGCCAAATAATGTACGGGGGAGATGCATGAA

GTTTTGCCGCGAAAATCTGAACGCCCTCCCAAAATCAAAATTCTGCCAGTTTTCAGCACCTCCATTTGACCATAAAACAC

CACAAAACTATCACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATGCCCCAATGCCCAATTCGTAACCCCATCCTCCCGGTG

AAACAACCCCCACTTTCGGCCAAATAAGTTACGGGGGAGAGCAGGAATTTTCCGTCCCAAAATCTGGAATGCCCCTCCCA

AAAATCAAAATTCTGCCGAATTTTTTCAGCACCTTCCATTTTACCATAAAACACCACAACTTATCACCAAACTTCTTCTA

TATTACACCAACCCCAATCGAACCAAGCCGAATTC�
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Figura 37. Imagem da região hospedeira antes e após a integração do material genético exógeno. A) Região 
B7; B) Região G10. 

A) 

B) NT077531.3 Clone GA10 
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Figura 38. Conformação das regiões genômicas hospedeiras antes da integração do material genético 
exógeno. Em vermelho flanco da integração e azul região de corte. Observa-se a conformação característica 
próxima ao ponto de corte. A) Região LINE-1 posição 192 (ponto de recombinação no cofator do fator da 
RNApol II) e 733 (ponto de entrada do kDNA) B)Região de integração do conjunto LINE1/kDNA.  

B)  
>NT077531.3 – Região observada no clone G10 

A)  
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Figura 39. Distribuição da bendabilidade das regiões de integração. Observa-se a redução de tensão em 
todos os pontos onde houve a entrada de material genético exógeno. A) Região B7 antes e pós integração 
do kDNA; B) Região cofator do fator de transcrição para RNApolII antes e após a entrada do segmento 
L1-kDNA; C) Região de integração do kDNA no LINE 1, antes e após a integração. 

� >AC121797.3 Mus musculus
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DISCUSSÃO 

As primeiras evidências da integração do DNA T. cruzi na célula hospedeira mamífera vieram dos 

trabalhos de Teixeira et al. (1994). Nesse estudo, os autores mostraram alterações na estrutura dos 

cromossomos de macrófagos peritoneais de camundongos chagásicos, fato que poderia estar relacionado às 

manifestações clínicas da fase crônica da doença de Chagas. A implicação biológica motivou os trabalhos 

subseqüentes que culminaram na imortalização de macrófagos humanos contendo seqüências de minicírculos 

de kDNA de T. cruzi, mesmo após a erradicação do parasita. As primeiras evidências de que estas moléculas 

estariam integradas no genoma hospedeiro foram obtidas por Argañaraz (1996), que apresentou dois 

segmentos de DNA amplificados por PCR da célula transfectadas, com características sugestivas de uma 

região híbrida minicírculo/mamífero. Os clones com estrutura semelhante denominados genericamente de 

grupo A, e outros provenientes de diferentes estratégias, foram objeto de estudo do presente trabalho.  

Os clones do grupo A caracterizaram-se por mostrarem nas extremidades, o iniciador de minicírculo 

e pequenos segmentos correspondentes ao final da região conservada, ligados a uma região com desproporção 

entre purinas e pirimidinas entre as fitas de DNA, que segundo análise em banco de dados parece ser uma 

característica de região variável de minicírculo. Nestes clones observou-se também a presença de um 

fragmento com identidade de 70 a 90 % com o elemento repetitivo LINE-1. Em três destes clones seguiu-se a 

esta região uma seqüência do tipo microssatélite III humano. A hibridação do DNA humano normal e do T. 

cruzi com sondas preparadas a partir do isolamento das regiões hospedeiras e de kDNA destes clones (Figura 

8) permitiu concluir que os clones desta família representam uma quimera formada pela integração de pelo 

menos 2 minicírculos de kDNA dentro ou próximo a fragmentos do elemento LINE-1, com possível 

participação de regiões microssatélite, comum aos dois genomas, no processo de integração. Esta suposição 

estaria embasada na observação de outros fenômenos de recombinação envolvendo principalmente partículas 

virais, onde as regiões de identidade entre os dois genomas seriam o alvo para a atuação de enzimas 

específicas que realizariam a integração, enquanto que as regiões satélites, freqüentemente observadas 

próximas a sítios recombinativos, favoreceriam o fenômeno a exemplo das seqüências Chi, que em bactérias 

estimula a recombinação e integração de bacteriófagos (LEVINSON; GUTMAN, 1987; WAHLS et al.,1990; 

BRYDA et al.,1992; HENDERSON; PETES, 1992; WEBER; WONG, 1993; PITTMAN; SCHIMENTI, 

1998; LEWIN, 2004; WOJCIECHOWSKA et al., 2005). Nota-se que as repetições encontradas no 
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microssatélites dos clones A, C, e D do grupo A (Figura 7) (“TGGA”), lembram a seqüência Chi, 

(GCTGGTGG) e a seqüência preferencial de recombinação do complexo de histocompatibilidade principal 

denominada de sítio de recombinação MT ("AGGC”) (PITTMAN; SCHIMENTI, 1998).  

A etapa subseqüente dos trabalhos teve como objetivo amplificar porções maiores da região de 

integração a partir de oligonucleotídios desenhados para anelar no LINE-1 e no kDNA. Os iniciadores de 

LINE-1 foram obtidos a partir das informações das seqüências dos clones do grupo A (Figura 7). Apesar da 

positividade do produto amplificado quando submetido à hibridação com sondas de kDNA (Figura 9), os 

clones recuperados da transformação da bactéria hospedeira INVαF’ apresentaram, somente, segmentos de 

DNA hospedeiro. A estratégia experimental foi repetida com as amostras de DNAs isoladas de sangue de 

pacientes chagásicos, gentilmente cedidas por Socorro Braga. Da mesma forma que anteriormente, houve a 

amplificação de um produto que apresentou hibridação com sonda da região conservada de kDNA. 

Entretanto, após a clonagem, os segmentos de DNA que foram recuperados dos plasmídios apresentaram um 

tamanho menor ao esperado e com seqüências de bases sem correspondência a minicírculos de T. cruzi e 

LINE-1. 

Diante desses resultados que sugeriam instabilidade do fragmento clonado no vetor, optou-se por 

recuperar o minicírculo de kDNA integrado no genoma hospedeiro a partir de um banco genômico 

enriquecido da região híbrida clonado no vetor λgt10 e tendo com hospedeira a bactéria XL1blueMRF’. 

Acreditava-se que o sistema de clonagem poderia estabilizar os segmentos maiores e com tendência a 

formação de estruturas reconhecidas pelo mecanismo de recombinação sítio específico. Entretanto observou-

se, mais uma vez, a instabilidade das regiões de integração. Na primeira etapa de seleção do banco construído 

com a banda 2,4 kb de C4- EcoR I, foram selecionados 20 placas de lise com sinal positivo para kDNA em 

100.000 placas de lise verificadas. Entretanto, as tentativas de purificar os fagos portadores da região de 

integração falharam em conseqüência do desaparecimento da positividade durante os processos de isolamento 

do fago. Concomitante, observou-se um aumento significativo no número de fagos sem inserto a cada ciclo de 

amplificação, resultado esperado caso estivesse havendo rearranjo na região clonada com perda do inserto. 

Com a finalidade de verificar se realmente os fagos selecionados portavam a região de integração, tanto o 

banco genômico quanto as placas de lise selecionadas foram amplificadas com iniciadores do vetor e 
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hibridadas com a região conservada de minicírculo de kDNA. O enfraquecimento no sinal de hibridação 

reforçou a idéia de instabilidade genética da região híbrida. 

Já da clonagem da região enriquecida 3,2 kb do A11 – EcoR I, no mesmo vetor, nenhum fago foi 

selecionado após sondagem de mais de 600.000 placas de lise, apesar da PCR do banco apresentar 

amplificação e hibridação positiva com iniciadores e sonda de kDNA. 

A instabilidade ou não representatividade de insertos em bancos genômicos é um problema comum 

quando as hospedeiras possuem ativos os genes responsáveis pela recombinação, ou quando os segmentos 

clonados apresentam incompatibilidade no padrão de metilação em relação ao padrão próprio, reconhecido 

pela célula hospedeira (LEWIN, 2004). No primeiro caso, a recombinação pode ocorrer entre insertos ou 

entre os insertos e o genoma hospedeiro, resultando em segmentos rearranjados. No segundo caso, as 

endonucleases responsáveis pelo mecanismo de salvaguarda do DNA, reconhecem como incorreto o padrão 

de metilação no DNA exógeno levando a destruição do segmento, gerando a sua não representatividade no 

banco genômico (LEWIN, 2004). Muitas linhagens de bactérias hospedeiras foram desenvolvidas com o 

objetivo de acomodar segmentos de DNA exógenos. Dentre elas, as mais utilizadas são E. coli DH5α e 

DH5αMCR (Gibco-BRL), INVαF’ (Invitrogen), XL1Blue, XL1BlueMRF’ e XL1Gold1 (Stratagene), e Sure 

Cells (Stratagene). As linhagens INVαF’, DH5α, e XL1Blue são recomendadas para acomodar segmentos 

vindos de outras bactérias, ou obtidos da amplificação por PCR. Estas linhagens apresentam mutações no 

principal gene responsável pela recombinação, o recA, e nos genes [hsdR17(rk
-, mk

+)], importantes no 

mecanismo que ocasiona a fragmentação do DNA por falta de metilação. 

Com a finalidade de manter estáveis segmentos genômicos metilados nas posições 5’.Cm6A G..3’ 

(ou 5’..Gm6AC..3’), padrão comumente encontrado em procariotos,  e  5’ - ..Gm5CGC..- 3’; e  5’ - ..Gm5C..- 

3’, freqüentes em mamíferos, foram desenvolvidas as hospedeiras DH5αMCR (Gibco-BRL), derivada da 

linhagem DH5α, e a XL1BlueMRF’ (Stratagene), derivada da XL1Blue, ambas apresentando a adição das 

mutações mcrA,∆(mrr- hsdRMS- mcrBC-). A linhagem XL1Gold1 resultou da introdução, na linhagem 

XL1BlueMRF’, das mutações que permitem a fácil transformação e estabilidade de plasmídios de levedura, 

normalmente com alto peso molecular. Já a Sure cells apresenta fundo genético diferente das demais (vide 
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material e métodos), no que se refere ao sistema de recombinação e reparo do DNA. Existindo ainda, outras 

linhagens, disponíveis comercialmente, com padrão de mutações apropriado para cada situação de clonagem.  

A escolha da hospedeira XL1BlueMRF’ para a clonagem da região de integração foi embasada no 

fato da bactéria ser permissiva à infecção viral pelo λgt10 e manter estável tanto fagos como plasmídios e 

segmentos genômicos metilados. Entretanto, diante dos resultados sugestivos de instabilidade genética dos 

segmentos de interesse, foram levantadas dúvidas quanto ao genótipo recA da bactéria utilizada, já que 

reversões espontâneas da mutação no gene recA revertem a bactéria para o fenótipo selvagem RecA+ 

(SAMBROOK, 1989). Deste modo, fez-se a confirmação do fenótipo mutante RecA- da hospedeira, pela 

incapacidade da bactéria crescer após ter sido exposta a radiação ultravioleta. Este resultado indicou que 

outros mecanismos de recombinação, independentes da enzima RecA poderiam estar atuando na 

recombinação dos segmentos. 

As causas mais freqüentes da instabilidade, tanto em bactérias como em leveduras, estão associadas à 

presença de estruturas repetitivas, tais como satélites, repetições diretas, invertidas ou do tipo palindrômicas, 

bem como regiões ricas em CG, que podem levar a formação de estruturas anormais no DNA e que, por sua 

vez, seriam reconhecidas e eliminadas pelos mecanismos dependentes e independentes da enzima RecA 

(LEACH; STAHL, 1983; WYMAN,et al., 1985 e 1986; BALBINDER et al., 1989; TRINH; SINDEN , 1993, 

WYMAN et al., 1985 e 1986, em BERNANRDI, 1995; BI; LIU, 1996; em MEIMA et al., 1997; STRADER; 

HOWELL, 1997; LOBACHEV et al., 1998). Repetições como as descritas são freqüentes nos minicírculos de 

kDNA. 

Os resultados obtidos dos segmentos híbridos contendo LINE-1 sugeriram a existência de uma 

estrutura complexa resultante da integração, o que poderia favorecer a recombinação do inserto clonado. 

Observa-se nestes segmentos a presença de duas seqüências de minicírculos truncadas, invertidas e 

complementares em relação à região conservada, intercaladas também por dois tipos de estruturas repetitivas, 

LINE-1 e Satélites. Outro fato a ser ressaltado, é do próprio minicírculo apresentar repetições diretas em sua 

organização, o que poderia levar, igualmente, a uma combinação instável. Mesmo em hospedeiro deficientes 

para enzima RecA repetições diretas podem mediar rearranjos eficientemente por mecanismos independentes 

desta enzima (BI; LIU, 1996). 
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Nas situações onde se observa instabilidade do segmento de DNA clonado, a recomendação mais 

freqüente é a troca da linhagem hospedeira, ou do vetor de clonagem (LEACH; STAHL, 1983, WYMAN et 

al.,1985 e 1986; em MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997, KOUPRINA et al.,2003; LEEM et 

al.,2004; INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2004, LAN; 

MUGUIRA, 2005). 

Diante da impossibilidade de recuperar a região de integração nas hospedeiras testadas, realizou-se, 

então, uma consulta ao centro de referência do Genetic Stock Center da Universidade Yale – EUA, sendo 

sugerida a utilização da linhagem CES201. Esta linhagem, além de apresentar a deleção do recA, possuía, 

também, mutações nos genes dos mecanismos alternativos de recombinação/reparo, recB, recC, que estabiliza 

seqüências com repetições diretas, da mutação sbcB15, que favorecem a estabilidade de insertos com 

repetições invertidas clonadas em fago e no gene que promove a restrição de DNAs não metilados hsdR. 

Estas mutações associadas são potencialmente capazes de estabilizar tanto as repetições diretas como as 

invertidas. Contudo a presença dos genes McrA, Mrr, McrBC poderia dificultar a clonagem se a região de 

integração contivesse, também, seqüências metiladas, do tipo  5’..Gm5C..3’, freqüentemente encontradas nas 

ilhas de CpG e elementos Alu. 

Repetiu-se, portanto, a construção do banco genômico enriquecido com DNAs provenientes da 

banda 2,1 kb de C4 e  com a 3,2  kb de A11 na lingagem CES201. Aproximadamente 600.000 placas de lise 

proveniente de cada um dos DNAs foram analisadas com a sonda de minicírculo, sem que fossem 

selecionados clones positivos. 

A ausência do inserto no banco poderia ser justificada pela presença de sítios metilados na região de 

integração, ou pela formação de uma estrutura conformacional que induziria a recombinação por vias 

alternativas não cobertas pelas mutações da bactéria hospedeira CES201. 

Decidiu-se, então, testar a hospedeira C600hf, recomendada para clonagens em fago λgt10, que 

apresenta o genótipo selvagem para as enzimas envolvidas na recombinação e reparo, bem como para o 

sistema de restrição de DNAs exógenos, segundo recomendação do Laboratório de Biologia Molecular da 

UnB, eventualmente, insertos instáveis em bactérias deficientes para RecA podem ser mantidos com sucesso 

nessa linhagem. Igualmente, nenhum clone positivo foi selecionado. 
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Clonagens difíceis foram relatadas como as do caso descrito por Strader e Howell (1997). Esses 

autores mostram a instabilidade do gene di-hidrofolato redutase, um homotetrâmero, quando clonado em Sure 

Cells e JM 107, bactérias com mutações nas vias alternativas de recombinação e reparo. A estabilidade só foi 

conseguida quando a seqüência foi mantida nas células STBL2, cujo genótipo corresponde ao da 

XL1BlueMRF’ e a da DH5αMCR, sem a mutação DeoR (mutação que promove a síntese constitutiva de 

deoxiribose). 

Decidiu-se, então, pela troca de vetor, sendo a clonagem da banda 2,4 kb de C4-EcoR I realizada no 

plasmídio pbluescript, tendo como bactéria hospedeira a XL1BlueMRF’. A combinação foi escolhida pelo 

fato de ter-se recuperado clones positivos para minicírculos a partir do banco de C4 - λgt10 cultivados nessa 

hospedeira. Na clonagem da banda de 3,2kb A11-EcoR I, optou-se pelo vetor PCR 2.1 e bactéria DH5αMCR. 

Não se obteve colônias positivas dos 3.000 transformantes analisados da clonagem A11. Já da 

clonagem de C4, foram selecionados 7 construções positivas para kDNA entre 300 transformantes analisados. 

Os insertos apresentaram tamanho em de torno de 400 a 600 pb e sinais de rearranjo, com perda de um dos 

sítios de clonagem EcoR I e parte do vetor. O seqüenciamento revelou a presença de repetições diretas de 

região conservada de minicírculo com aproximadamente 130 pb cada, intercaladas por repetições diretas de 

50 pb (Figura 14a). Clones, cedidos por Nadjar Nitz para seqüenciamento e analise, obtidos por estratégia 

semelhante aplicada a banda de 2,1 kb de DNA de tecido cardíaco de coelho digerido com EcoR I mostraram 

seqüências de kDNA contendo as mesmas 50 pb intercalando as regiões conservadas (Figura 14d). Estas 

regiões foram posteriormente isoladas e identificadas como parte da região variável do minicírculo de kDNA. 

Testou-se, então a transformação do banco de A11 e C4 na hospedeira Sure cells (Stratagene). Esta 

linhagem, RecA+, acumula mutações em genes envolvidos na recombinação e reparo diferentes dos testados 

anteriormente. Apresenta deficiência no gene sbcC, que estabiliza seqüências repetidas invertidas em 

plasmídios, além das mutações nos mecanismo de restrição de DNA metilados e não metilados. Foram 

analisadas aproximadamente 600 colônias tanto para A11 como C4, todas com resultado negativo de 

hibridação com sonda de kDNA. Tentou-se a clonagem da banda com 7 kb vindas da digestão do clone A11 

com a enzima Cla I, também sem resultado. 
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Diante deste quadro, concluiu-se que a região de integração poderia apresentar mais de um tipo de 

estrutura que não seria estabilizada pelas  hospedeiras testadas. 

Apesar da importância da recombinação no aumento da variabilidade genética, o mecanismo 

completo que contribui para os rearranjos genômicos ainda está longe de ser totalmente esclarecido (LEACH; 

STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 e 1986; em MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997; 

KOUPRINA et al., 2003; LEEM et al., 2004; LEWIN, 2004; INTERNATIONAL HUMAN GENOME 

SEQUENCING CONSORTIUM, 2004; LAN E MUGUIRA, 2005). Sabe-se que vários genes não 

diretamente relacionados à recombinação podem interferir na freqüência do fenômeno, por exemplo, 

mutações nos genes responsáveis pela estrutura do DNA elevam significativamente a recombinação entre 

repetições (PRADO et al.,1997), mutações na proteína p53, que participa do processo apoptótico, elevam a 

freqüência na recombinação homóloga e entre seqüências repetitivas em células eucarióticas (MEKEEL et al., 

1997; BERTRAND et al., 1997, HONMA et al.,1997). Fatores envolvidos na transcrição também podem 

atuar na estabilização de seqüências repetidas no genoma como verificado em S. cerevisiae (PRADO et 

al.,1997).  

A maior parte do conhecimento referente à recombinação vem dos estudos com bactérias. Trata de 

um mecanismo conservado ao longo da evolução. Gradualmente, as enzimas e complexos enzimáticos 

inicialmente identificados nos unicelulares vão sendo encontrados nos organismos mais complexos (LEWIN, 

2004). Por exemplo, a enzima RecA bacteriana na levedura corresponde ao produto do gene RAD51 e uma 

proteína análoga foi identificada em células hospedeiras (MORITA et al., 1993). Rearranjos de estruturas 

repetidas também foram descritas em leveduras. Tran e colaboradores (1997) e Lobachev e colaboradores 

(1998) mostraram a influência entre as distâncias e tamanho das repetições invertidas no estimulo à deleção. 

Os autores ressaltaram a importância das estruturas secundárias no fenômeno e reforçaram a semelhanças dos 

mecanismos eucarióticos com os identificados nas bactérias. Deste modo, a troca do sistema de clonagem 

bacteriano para o de levedura poderia não resultar na estabilidade desejada. Assim, optou-se, mais uma vez, 

pela mudança na estratégia de clonagem. 

Ao invés de se tentar estabilizar as repetições de minicírculos presentes na região de integração 

clonada, resolveu-se reduzir o número de repetições no inserto vindo da integração e reclonar a região. 
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Amplificou-se, então, banco genômico C4 construído em λgt10 com os iniciadores da região conservada e o 

do fago, como mostrado na Figura 3, o que resultou em produtos positivos com sonda de kDNA quando 

hibridizados em Southern blot. A clonagem das amplificações no vetor PCR2.1 tendo como hospedeira a 

bactéria E. coli DH5α resultou em colônias também com sinais positivos. Entretanto, após a expansão dos 

clones para extração do plasmídio, observou-se perda da positividade, apesar da hospedeira ser apropriada 

para receber produtos de PCR (hsdR17(rk
-, mk

+)), e de ser mutante para a principal enzima responsável pela 

recombinação (recA). Este resultado sugeriu, mais uma vez, possível rearranjo dos insertos. Alguns clones 

mostraram indícios de rearranjo do plasmídio, e outros a amplificação do iniciador do minicírculo seguido por 

uma região sem correspondência com a região conservada, ou ao vetor da clonagem. Mas a falta de 

seqüências características que pudessem ser atribuídas às regiões do minicírculo de kDNA, não permitiu 

comprovar a especificidade das amplificações (Figura 15).  

Outra estratégia empregada, a de PCR inversa EcoR I das células C6, gerou amplificações positivas 

para região conservada de kDNA na faixa de 1,4 kb, com produtos de clonagem também positivos com sonda 

de kDNA, entretanto o maior inserto recuperado desta clonagem foi de aproximadamente 660 pb. Dois clones 

foram seqüenciados e mostraram somente kDNA com regiões conservadas encurtadas (Figura 14 b e c), 

como visto, anteriormente, nos clones obtidos da linhagem subclonal de macrófago C4 e de coelho (Figura 

14a e d). A presença das regiões conservadas nos clones sugeriu que a instabilidade poderia decorrer da 

combinação entre as estruturas hospedeiras com as do minicírculo e não propriamente das repetições diretas 

observadas do kDNA. 

A impossibilidade de recuperar porções maiores da região de integração, pelas técnicas 

convencionais foi solucionada pelo desenvolvimento da “Técnica de Captura”, apresentada neste trabalho de 

tese. O método foi elaborado aproveitando os princípios da cromatografia de afinidade e o Southern blot. A 

sonda imobilizada em uma membrana de “nylon” é hibridada com a mistura de DNAs, sendo selecionadas as 

seqüências específicas ligadas à sonda. Esta técnica mostrou-se bastante eficiente tanto na recuperação de 

pequenos segmentos de DNA, como para fragmentos maiores com até 7 kb. 

Em essência, o método se assemelha ao das partículas paramagnéticas comercializado pela 

DINAL®, utilizado para capturar pequenos DNAs. Ambos hibridizam a sonda com o DNA alvo com a 
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finalidade de purificação. Só que a técnica de captura, além de permitir um controle maior na especificidade 

do material eluído, é mais simples, dispensando as etapas de biotinilação, e hibridação com as partículas 

ligadas a estreptoavidina, representando uma melhoria de processo. 

A sensibilidade do método permitiu a captura de fragmentos de genes cópia única a partir de 5 ng de 

DNA genômico total de T. cruzi (Figura 19). Pelas técnicas convencionais seriam necessários em torno de 5 

µg (mil vezes mais material) para a realização do mesmo isolamento (SAMBROOK, 1989). 

Esta metodologia mostrou-se eficiente para recuperar regiões de kDNA integrado, e foi utilizada na 

obtenção de integrações, tanto de clones celulares, como de tecidos de coelho. 

As seqüências capturadas da banda 3,2 kb de A11-EcoR I e amplificadas com os iniciadores do 

adaptador apresentaram sinais positivos para sonda de kDNA. Em gel de agarose, observam-se sinais de 

hibridação na altura próxima a 3 kb (Figura 21), mas curiosamente, a maior banda em gel de acrilamida 

desnaturante apresentou tamanho de 1,3 kb (Figura 23) . 

Os esforços em recuperar a banda no tamanho de 3,2 kb, não lograram êxito por três metodologias 

testadas: isolamento e reamplificação da região de peso molecular de 3 kb; amplificação com DMSO e com 

Tth-polimerase. A primeira estratégia partiu da premissa de que a banda de 3 kb estaria presente, mas em 

quantidade insuficiente para permitir boa resolução. Na segunda metodologia, o uso de DMSO na mistura de 

reação poderia evitar o reanelamento inadequado das fitas (Winship, 1989) em caso de estruturas repetitivas. 

E na terceira, a utilização da enzima Tth polimerase, que amplifica com alta eficiência segmentos com até 40 

kb (Perkin-Elmer), poderia favorecer a obtenção do DNA nas situações onde existe formação de estruturas 

complexas. Diante desses resultados, duas possibilidades foram aventadas: 1) ou a banda, de fato, existiria, 

entretanto a presença de estruturas secundárias não eliminadas pelas técnicas testadas impediria a progressão 

satisfatória da PCR, gerando produtos menores (Figura 41); 2) ou a banda de 3,2 kb, em gel de agarose, seria 

resultante de interações moleculares da região de integração, fazendo com que a migração ocorresse em uma 

posição não correspondente ao seu tamanho real. Alguns aspectos experimentais reforçam a primeira 

hipótese, segmentos de DNAs capturados que foram isolados do gel de acrilamida desnaturante, 

sistematicamente, geraram segmentos menores quando amplificadas por PCR com os iniciadores do 

adaptador. A presença de bandas menores nestas amplificações não poderia ser explicada pela presença de 
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bandas contaminantes menores que estivessem comigrando com a banda principal, já que este tipo de gel 

impede interações moleculares que levam a comigração (SAMBROOK et al.,1996). Fenômeno semelhante 

também foi observado na amplificação do clone obtido da captura da banda 3,2 kb de A11 denominado B7. 

Quando o inserto clonado foi utilizado como molde na amplificação, não se observam bandas menores. 

Entretanto, quando a amplificação é realizada a partir do segmento isolado do vetor, o padrão obtido repete o 

resultado das bandas isoladas da acrilamida. Estruturas secundárias na fita de DNA, suficientemente estáveis 

nas condições da PCR, poderiam ocasionar este tipo de resultado. Neste caso, a estrutura impediria a 

progressão da síntese da fita complementar ao DNA molde, sendo o fragmento amplificado liberado na etapa 

de desnaturação. O fragmento liberado precocemente poderia servir como iniciador se a estrutura bloqueadora 

estivesse localizada na região repetitiva. Neste caso o produto amplificado apresentaria tamanho menor e com 

o iniciador nas duas extremidades, como mostrado na Figura 41. 

Mesmo que tal fenômeno possa estar ocorrendo em relação à amplificação da banda genômica de 3,2 

kb A11-EcoR I, isso não descarta a segunda hipótese que aventa a possibilidade de uma migração 

eletroforética anormal da região de integração. A evidência experimental que reforça esta idéia foi obtida do 

padrão eletroforético do segmento B7. Este segmento possui tamanho determinado pelo seqüenciamento de 

aproximadamente 1,1 kb. Em gel de agarose, além da banda no tamanho esperado, aparecem outras três 

menores e menos intensas nas posições de 0,7, 2 e 3 kb. Os fragmentos são visíveis no gel mesmo após 

tratamento enzimático para liberar possíveis flancos plasmidiais. E podem ser notados mesmo após o 

reisolamento da banda 1,1 kb da agarose (Figura 36a e b). 

De um modo geral, a composição de bases do DNA e temperatura da corrida não influenciam na 

migração deste tipo de molécula (THOMAS; DAVIS, 1975 – em SAMBROOK, 1989), porém, a 

conformação das hélices do DNA podem afetar significativamente na mobilidade eletroforética, tanto em géis 

de agarose quanto em acrilamida (Thorne, 1966, 1967 em SAMBROOK, 1989; GOUGH; LILLEY, 1985; 

DIEKMANN; LILLEY, 1987; DIEKMANN; WANG, 1985; ISRAELEWSKI, 1983, MILOT et al.,1994; 

ORTIZ-LOMBARDÍA et al., 1998; WELLS, 2007). DNAs catenados, circularizado ou superenovelados 

formam bandas em posições que não correspondem ao tamanho dos fragmentos linearizados (Thorne, 1966, 

1967 em SAMBROOK, 1989). Fragmentos linearizados podem apresentar migrações anormais nos dois tipos 

de géis quando repetições monótonas do tipo satélite estão presentes, como mostrado por Israelweski (1983). 
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Este autor ressalta a participação de seqüências repetitivas ricas em AT na alteração do padrão eletroforético e 

apresenta géis onde um único segmento resultou na formação de múltiplas bandas com menor intensidade, 

além da banda principal no tamanho esperado. Situação semelhante à descrita foi observada na eletroforese 

em gel de agarose do segmento B7 purificado. Diekmann e Wang, (1985) mostraram que minicírculos de 

kDNA isolados de Leishmania tarentolae também apresentam peculiaridades de migração. Segundo os 

autores, as repetições de 3 a 6 da base “A” encontradas a cada 11 bases levariam a modificações 

conformacionais gerando curvaturas na molécula, que poderiam ser notadas pela mobilidade eletroforética. 

Evidências mostram que a desproporção entre purinas/pirimidinas nas fitas do DNA podem ser responsáveis 

por interações intramoleculares estáveis diferentes das preditas por Watson e Crick (ORTIZ-LOMBARDÍA et 

al., 1998). Mohammadi et al., 1997, mostraram a participação de regiões ricas em homopurinas ou 

homopirimidinas na formação de estruturas do tipo triplex. A desproporção entre estas bases e repetições 

monótonas também foram encontradas nas fitas dos minicírculos de kDNA de T. cruzi, segundo resultado 

apresentado neste trabalho da análise das regiões conservadas dos minicírculos de depositados em banco de 

dados (www.embl-ebi.ac.uk/parasites/kDNA). Esta desproporção é acentuada nas regiões variáveis e está 

presente, também, nos segmento de minicírculos observados nas integrações. Em gel de acrilamida não 

desnaturante a 4 °C é possível distinguir a mobilidade eletroforética de segmentos com estruturas alteradas 

nas hélices dos DNAs daqueles com igual número de bases na conformação normal “B” (MILOT et al., 

1994). Nestas condições, o segmento B7 e a banda capturada da integração B1, com 1,3 kb, sofreram 

retardamento de migração, indicando a presença de alterações conformacionais nas hélices destes DNAs 

(Figura 36c). 

O seqüenciamento das bases do clone B7 mostrou a presença da região repetitiva de kDNA similar 

as observadas em outros segmentos e uma região hospedeira com aproximadamente 396 pb, onde se verificou 

a presença de um microssatélite do tipo (CA)23. Estudos realizados por Naylor e Clark (1990) mostraram que 

repetições do tipo d(GT)n.d(CA)n podem assumir conformação do tipo Z-DNA, e formar interações 

moleculares cruciformes. Segundo Gough e Lilley (1985) e Dickmann e Lilley (1987) estruturas cruciformes, 

inclusive junções de Holliday, apresentam mudanças na mobilidade eletroforética em geis de agarose e 

acrilamida. A presença do microssatélite no A11-EcoR I, poderia promover a formação de estruturas não B 
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que poderiam contribuir para o retardamento da migração e um possível  truncamento na amplificação por 

PCR. 

Segundo a literatura, todos os casos relatados de regiões com instabilidade genética continham 

segmentos com regiões do tipo não B, sugerindo que a conformação do DNA seria um aspecto preponderante 

no processo de recombinação (BACOLLA et al.,2004, LAN;MUGUIRA, 2005; WOJCIECHOWSKA et al., 

2005; GRINDLEY et al., 2006; WANG et al.,2006; WOJCIECHOWSKA et al., 2006; DU et al., 2007; 

WELLS, 2007, DU et al., 2007; WANG; VASQUEZ, 2004, 2006 e 2007; MARRI et al., 2007). Acredtia-se 

que as interações entre repetições do tipo diretas e invertidas, e invertidas e complementares, distribuição de 

bases púricas e pirimídicas na fita propícias à formação de estruturas tipo Z, dobramentos e curvaturas, entre 

outras alterações estruturais, poderiam formar um código tridimensional que seria reconhecido pelas enzimas 

envolvidas na recombinação (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 e 1986; TRINH; SINDEN, 

1993, STRADER; HOWELL, 1997; KOUPRINA et al.,2003; MARCADIER; PEARSON et al.,2003; DERE 

et al.,2004; BACOLLA et al., 2004; LEEM et al.,2004; WOJCIECHOWSKA et al.,2005; INTERNATIONAL 

HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2004, LAN E MUGUIRA, 2005, 

WOJCIECHOWSKA et al.,2006)  

Padrões anormais de migração de DNAs foram correlacionados por Milot e colaboradores (1994) a 

sítios preferenciais de integração de retrovírus. Wahls e colaboradores (1990) sugerem que microssatélites 

poderiam servir como sítios específicos de clivagem no DNA, promovendo a recombinação. Pittman e 

Schimenti (1998) mostraram uma clara associação de microssatélites e de elementos repetitivos nos processos 

de integração e recombinação. No segmento B7 foram encontradas na região hospedeira ambas as estruturas, 

o microssatélite (CA) e um fragmento de elemento Alu. No mesmo clone, observou-se também, na suposta 

junção entre o minicírculo de kDNA e o genoma hospedeiro (Figura 31), a presença de um sítio para 

topoisomerase I de eucarioto 5’ – (A/T)(G/C)(A/T)T↓ – 3´(BEEN et al., 1984; JAXEL et al., 1991). 

Consensos para topoisomerase I são freqüentes nos flancos 5´-fosfato dos sítios de integração de DNAs 

(BULLOCK et al., 1985; BEEN et al., 1984; MCFARLANE; WILSON, 1996). Esse sítio também pode ser 

observado nas regiões de transição genômicas do clone G10. O domínio catalítico desta enzima, que se 

assemelha aos da integrase HP1 e recombinase Cre, entre outras, realiza o relaxamento das fitas do DNA, 

transesterificação sítio específica, transferência das fitas do DNA e religação, na recombinação homóloga 
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desigual (CHENG et al., 1998). A presença desse consenso na junção dos dois genomas sugere que 

mecanismos envolvendo a participação da topoisomerase I poderiam ser responsáveis pela integração do 

minicírculo de kDNA no genoma hospedeiro.  

A análise estrutural das curvaturas e dobramentos dos segmentos G10 e B7 indicaram a presença de 

uma região com tensão característica próxima aos locais de recombinação. Estas estruturais do tipo não B 

estariam presentes nos segmentos genômicos que precederam a integração, o que poderia ser um indicativo da 

existência de uma possível palavra estrutural associada à interação. Após a inserção do material genético, 

verificou-se a ocorrência de modificações na distribuição das forças na região da palavra estrutural, com 

diminuição na tensão no ponto da inserção. Essa peculiaridade foi notada em todas as transições genômicas 

presentes no B7 e G10, sugerindo que a recombinação favoreceria a redução local da tensão. Com a finalidade 

de verificar esta hipótese, todos os segmentos de kDNA integrados no genoma e depositados no genebank 

foram analisados quanto a estrutura. Esta avaliação revelou profundos rearranjos em todos os acessos 

analisados e remoção de todos os pontos de tensão da molécula de minicírculo, permanecendo basicamente 

multímeros das regiões SK36 ou SK35. Portanto, é possível que as regiões kDNA e LINE-1 observadas nos 

segmentos B7 e G10 representem produtos intermediários e não estáveis na linhagem celular, já que ainda 

apresentaram elevada a tensão global. Esta hipótese é corroborada pelos resultados apresentados na Figura 4 

da publicação em anexo, onde se verificou rearranjos no material após três anos do evento de integração 

inicial. 

A força que gera a curvatura no DNA é a resultante da soma vetorial das contribuições individuais 

das torções das bases nitrogenadas na seqüência (GABRIELIAN et al.,1996; GABRIELIAN; PONGOR, 

1996; VLAHOVICEK; PONGOR, 2000). Apesar de serem definidas pela seqüência primária do DNA, 

haveria variações nos sítios de maior tensão, mesmo numa estrutura repetitiva como a do minicírculo de 

kDNA, conforme mostrado na Tabela III.  

A propensão para a recombinação correlaciona-se com o padrão de distribuição das proteínas 

estruturais (LEWIN, 2004). Curvaturas na molécula de DNA poderiam promover modificações na afinidade 

de ligação das proteínas estruturais/regulatórias e tornar a região mais acessível às proteínas envolvidas na 
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recombinação. Flutuação na exposição das regiões repetitivas do kDNA integrado, poderia indicar que 

haveria uma ordem nos eventos de recombinação.  

A amplificação com os iniciadores do adaptador do DNA capturado da banda 7 kb da linhagem 

subclonal A11-Cla I, diferentemente da amplificação a partir da banda capturada 3,2 kb A11-EcoR I, resultou 

no aparecimento da banda no tamanho esperado. Contudo, somente as bandas entre 0,8 a 4 kb apresentaram 

sinais positivos na hibridação por Southern blot, com sonda de kDNA. O material amplificado sem a digestão 

prévia com a enzima Taq I não apresentou sinal de hibridação com a sonda da região hospedeira, que 

compreende o microssatélite (CA) do clone B7, sugerindo uma possível não amplificação ou não captura 

deste flanco a partir desta digestão. Já o DNA capturado com sonda de minicírculo de kDNA a partir do 

tecido cardíaco de coelho digerido com EcoR I, cedido para análise por Nadjar Nitz, mostrou hibridação 

positiva com a região hospedeira isolada do B7 (Figura 33d). Este resultado sugere a presença de sítios 

preferenciais de integração do minicírculo no genoma hospedeiro. 

A instabilidade genética da região híbrida T. cruzi/Mamífero na bactéria hospedeira foi demonstrada 

pela clonagem das bandas isoladas da captura do A11-EcoR I, em plasmídio PCR2.1. A primeira evidência 

sugestiva de instabilidade veio do número reduzido de colônias recuperadas, quando a mesma quantidade de 

plasmídio ligado era utilizada na transformação. Segmentos maiores que 650 pb resultaram em poucos ou 

nenhuns transformantes. Já os menores que 650 pb, apresentaram uma eficiência na ordem de 50% em relação 

ao número de colônias obtidas dos controles de transformação (plasmídio vazio religado). Entretanto, o 

tamanho inserto dos insertos e as análises dos seqüenciamentos confirmaram o rearranjo. Todos os insertos 

obtidos da transformação das bandas entre 700 a 1300 pb, que apresentaram positividade com sonda de 

kDNA, mostraram tamanhos diferentes do esperado, em geral na faixa de 600 pb. Em algumas clonagens não 

houve recuperação dos segmentos contendo minicírculos de kDNA, enquanto que em outras surgiu uma 

combinação entre clones positivos e negativos de tamanho díspares ao esperado. A análise das seqüências 

recuperadas revelou a presença do iniciadores do adaptador em ambas às extremidades em todos os clones 

analisados. 
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Figura 39 

 

 

 

 

 

Estrutura anormal envolvendo a 
região de híbrida 

Desnaturação parcial 

Anelamento e início da 
polimerização 

bloqueio 

Desnaturação  

Fragmento recém sintetizado 
potencialmente anelaria nas 
repetições subseqüentes e 
serviria dando prosseguimento 
a amplificação, resultando em 
fragmentos de diferentes 
tamanhos, com iniciadores nas 
extremidades. 

Figura 40. Estrutura hipotética do DNA capturado: amplificação por PCR resultando em fragmentos 
menores do que o esperado, e com iniciador nas extremidades. 
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Os clones positivos para kDNA apresentaram perda de bases no sítio EcoR I do adaptador localizado 

preferencialmente no lado próximo ao sítio M13 Reverse do vetor. Anomalia mais sugestiva, foram 

apresentadas pelos clones 7E, negativo para kDNA, e o B7, selecionados da clonagem da banda 7 com 

aproximadamente 700 pb. O clone 7E mostrou tamanho em torno de 700 pb, duplicação do sítio de clonagem, 

e a inserção de algumas bases supostamente do próprio vetor no lado próximo ao sítio M13 Reverse, antes do 

início do inserto. Já o clone B7 apresentou tamanho de 1075 pb, mutação do tipo duplicação envolvendo duas 

repetições de “região conservada/variável” de minicírculo, ocorrida possivelmente nas repetições próximas ao 

flanco do DNA hospedeiro como sugeriu a análise de identidade. 

A banda 12, positiva para a sonda de kDNA, resultou em clones com seqüências positivas e 

negativas. Este resultado sugere uma possível contaminação da banda com segmentos de DNA não 

específicos, mas pode também ser um indício de instabilidade. Dentre os clones positivos em Southern blot 

com sonda de região conservada de kDNA selecionados para seqüenciamento, o único que não apresentou 

seqüências características da região conservada foi o originado da banda 12, com tamanho aproximado de 500 

pb, denominado 12A. A seqüência do clone 12A mostrou a presença de vários segmentos com semelhança a 

regiões conservadas de minicírculos de kDNA, o que pode ter direcionado a captura e justificar o sinal 

positivo em Southern blot. 

Os clones provenientes da região integração recuperados pelas diferentes estratégias apresentaram 

como peculiaridade a presença de várias regiões repetitivas diretas, invertidas e invertidas/ complementares. 

Estas regiões permitem a formação de grampos e alças, que podem ser eventualmente estabilizadas pelas 

interações intramoleculares ocasionadas pela desproporção entre purinas e pirimidinas nas fitas do DNA 

(ORTIZ-LOMBARDÍA et al.,1998). Estas estruturas quando reconhecidas pelas enzimas que realizam o 

reparo do DNA, estimulam a recombinação sítio específica ocasionando rearranjos nas moléculas clonadas 

(LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 e 1986; TRINH; SINDEN, 1993; MEIMA et al., 1997; 

STRADER; HOWELL, 1997). 

A grande maioria dos minicírculos de T. cruzi apresenta tamanho entre 1,4 – 1,5 kb, com 4 regiões 

conservadas, com aproximadamente 120 pb, intercaladas por regiões variáveis em torno de 230 - 250 pb 

(revisto em SIMPSON, 1997). Todos os clones provenientes da captura bandas 7, 8, 10 e 11 de A11, que 
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apresentaram em sua estrutura minicírculos de kDNA, mostraram as regiões conservadas com tamanho 

esperado. Contrariamente, o mesmo não aconteceu com as regiões variáveis, que apresentaram seqüências 

com apenas 50 pb. O encurtamento das regiões variáveis foge, portanto, ao padrão considerado normal, o que 

poderia significar uma nova família de minicírculos, serem resultantes do processo de integração, ou da 

recombinação na bactéria hospedeira. Esta mesma seqüência de 50 pb também fora recuperada das linhagens 

clonais de macrófagos das linhagens clonais C4 e C6, de coração e baço de coelhos cronicamente infectados.  

A comparação das seqüências de DNA destes minicírculos mostra que os segmentos apresentam 

poucas divergências, em torno de 20% - 25%, sugerindo a existência de famílias de minicírculos que se 

integrariam preferencialmente no genoma hospedeiro. Outro clone que também apresentou regiões variáveis 

encurtadas foi o 2C6, proveniente da PCR inversa da linhagem subclonal 6. Este clone apresentou região 

variável com tamanho de 80 pb com seqüência diversa aos clones da família 50 pb. 

As regiões variáveis obtidas das integrações não apresenta similaridade com as regiões variáveis 

obtida de T. cruzi e nem com seqüências de kDNA de outros tripanosomatídeos depositadas em banco de 

dados abrangidos pelo BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov). Apenas com regiões de integração. 

Algumas evidências experimentais apresentadas no trabalho sugerem que o encurtamento da região 

variável foi preexistente a clonagem na bactéria e este encurtamento teria se dado durante ou após o evento de 

integração. Amplificação do DNA A11 do estoque intacto, obtido da quarta partida de cultivo, com os 

iniciadores IS da região hospedeira do clone B7 e SK36, da região conservada mostrou bandas compatíveis 

com o tamanho esperado se as regiões variáveis apresentassem tamanho de 50 pb (Figura 32b), portanto as 

regiões encurtadas já estariam presentes nesta linhagem clonal de macrófago antes da captura e clonagem na 

bactéria. 

Para tentar elucidar se o minicírculo que originou a integração já apresentaria o encurtamento das 

regiões variáveis antes da inserção no genoma, fez-se a construção e a triagem de bancos de kDNA em fago 

λgt10 e plasmídio pBluescript. As tentativas de se recuperar minicírculo não lograram êxito, sugerindo que a 

molécula de kDNA apresentaria estruturas que induziriam a instabilidade genética do vetor. O resultado pode 

ser corroborado pelo número de seqüências completas de minicírculo depositadas nos bancos de dados 

atualmente. Estima-se que existam perto de 300 classes diferentes de minicírculo em T. cruzi, (RIOU; YOT, 
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1977, STURM, 1989; revisto em SIMPSON, 1997). Em janeiro de 1999 um levantamento das seqüências de 

minicírculos de kDNA de T. cruzi depositadas no banco de dados genebank revelou a presença de quarenta 

seqüências. A análise destes depósitos mostrou que quase a totalidade compreendia fragmentos de 

minicírculos truncados. Somente seis continham regiões conservadas e variáveis completas e apenas dois 

minicírculos inteiros. A reanálise dos bancos realizada em janeiro de 2005, mostrou o acréscimo de 46 novos 

fragmentos. Destes, quarenta eram segmentos rearranjados de minicírculos vindos de regiões de integração e 

seis de T. cruzi. A mesma análise realizada em janeiro de 2008 mostrou que não houve acréscimo de 

seqüências de minicírculos completas.  

Empregando-se a região de 50 pb da região variável observada no clone B7como sonda imobilizada, 

foi possível recuperar pela técnica de captura uma banda única com tamanho de 600 pb a partir de uma 

mistura de minicírculos totais digeridos com a enzima EcoR I ligados ao adaptador correspondente. A 

clonagem desta banda não resultou em transformantes estáveis na bactéria DH5α. No entanto algumas 

considerações puderam ser feitas em relação ao tamanho da banda capturada em relação ao tamanho esperado 

de um minicírculo de kDNA. Nota-se que soma dos tamanhos das 4 regiões conservadas com os das 4 regiões 

variáveis encurtadas seria de aproximadamente 680 pb enquanto que a banda capturada apresentou tamanho 

de 600. Esta diferença de tamanho estaria compatível com a hipótese de existência de uma família de 

minicírculos no T. cruzi que tivesse região conservada de tamanho encurtado. Entretanto, a presença de uma 

banda única poderia ser resultado de uma digestão dupla minicírculo em pontos e eqüidistante. Neste caso o 

tamanho aproximado desta molécula seria de 1,2 kb e as regiões variáveis apresentariam tamanho aproximado 

de 200 pb, o que estaria de acordo com o padrão esperado para minicírculo de T. cruzi. 

A elucidação do tamanho da região variável veio do experimento onde se amplificou o segmento a 

partir do material capturado do T. cruzi com a sonda 50 pb seguida da hibridação com sondas da região 

conservada. Para tanto foram desenhado iniciadores das extremidades da região variável de 50 pb partindo da 

premissa que o encurtamento dessa região teria ocorrido com a perda da região central. A amplificação 

resultou em um segmento com aproximadamente 200 pb (Figura 29a), sem presença de região conservada 

(Figura 29b), sugerindo que o encurtamento teria ocorrido durante, ou após, a integração do minicírculo no 

genoma hospedeiro. Portanto a banda de 600 pb recuperada na captura seria o resultado da digestão de um 

minicírculo com aproximadamente 1,2 kb com sítios de cortes EcoR I eqüidistantes. Com a finalidade de 
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obter a seqüência completa da região variável o produto da amplificação foi clonado e 5 recombinantes 

seqüenciados. Todos apresentaram região variável com tamanho encurtado, sugerindo que esta região por si 

só seria recombinogênica.  

Indícios sugerem que a integração dos segmentos de minicírculo visualizados no clone B7 teria 

ocorrido em uma região não traduzida do genoma hospedeiro. Repetições do tipo CA são relativamente 

freqüentes no DNA mamífero, em humanos ocorre na proporção de 1 para cada 30 kb. Estão distribuídas 

principalmente nas regiões 5’ fosfato e 3’-OH não traduzidas dos genes, e nos íntrons (revisão em Hearne et 

al., 1992), sendo raramente encontradas nas regiões traduzidas (Elkind et al.1995). A presença de várias 

seqüências terminadoras da tradução, nas três fases de leitura da região hospedeira, também reforça a idéia da 

integração ter ocorrido em uma região não traduzida. Porém, a elevada concentração das bases C e G, e o 

segmento do tipo Alu encontrados no clone, poderia significar que o fenômeno teria ocorrido próximo a uma 

região traduzida, já que estas características são freqüentes nas bandas R, que por sua vez, compreendem a 

maior parte da região transcrita do genoma (CHRISTMANN et al.,1991, CRAIG; BICKMORE, 1994; 

FERRARO et al.,1993; KORENBERG; RIKOWISKI, 1988; ROYLE et al.,1988; BERNARDI, 1993). 

Com a finalidade de buscar indícios que pudessem ser atribuídos a uma região promotora, o 

segmento mamífero do clone B7 foi analisado com auxílio do programa Promoter Scan II. A mesma análise 

foi feita para o segmento inteiro, de sorte a verificar se a região de kDNA poderia atuar como um promotor 

naquela região. Este aplicativo busca as seqüências consenso TATA e CAT (Py2CAPy5) nas posições 

comumente encontradas nos promotores mamíferos. Quando a premissa é atendida o programa calcula o grau 

de similaridade com diferentes promotores, e identifica a presença de possíveis sítios regulatórios. Foram 

encontrados alguns consensos TATA bacteriano e CAT ao longo do segmento B7 porém, em posições 

incomuns para uma região promotora. Segundo esta análise, tanto a região hospedeira como a de minicírculo 

não comporiam um promotor típico, contudo, em decorrência da grande divergência existente entre as regiões 

promotoras eucariotas, o não atendimento das premissas não descarta por completo a possibilidade de o 

segmento funcionar como promotor in vivo (LEWIN, 2004). Observa-se, entretanto, que o minicírculo de 

kDNA apresenta em sua estrutura algumas seqüências moduladoras da expressão gênica, identificadas através 

do programa Signal Scan. O significado biológico dessas seqüências irá depender do contexto do sítio de 

integração no genoma. Em geral, seqüências regulatórias da transcrição são comuns em promotores, ou 
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próximas a eles, mas podem estar localizadas em locais distantes do ponto onde estaria ocorrendo transcrição 

na fita de DNA, e mesmo assim, exercer influência na expressão gênica, conforme as curvaturas assumidas 

pela molécula e proteínas associadas (LEWIN, 2004). Dentre as encontradas no minicírculo integrado, 

destaca-se a ativadora de transcrição: CCAAT Box. Estas seqüências ativadoras são reconhecidas pela 

proteína NF-Y (também conhecida por CBF), e são encontradas ao longo de diferentes regiões gênicas. 

A manifestação da forma crônica da Doença de Chagas ocorre, em geral, quando o paciente já se 

encontra na idade adulta, adentrando a meia idade. Neste período observam-se modificações graduais nos 

padrões de produção de certos hormônios em conseqüência do processo natural de envelhecimento. 

Conhecendo-se as seqüências afetadas por esta modificação hormonal, associado ao conhecimento dos locais 

de integração dos minicírculos de kDNA no genoma, seria possível diagnosticar a possibilidade de 

manifestação da fase crônica cardíaca da doença no paciente, e desenvolver métodos que permitissem a não 

evolução dos sintomas, ou mesmo cura, através da terapia gênica. 
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CONCLUSÕES 

1) Os clones do grupo A são quimeras de DNA humano/kDNA. 

2) Os segmentos de DNA híbridos humano/kDNA hospedeiro provenientes das linhagens 

subclonais A11, C4 e C6 apresentam instabilidade genética quando clonados nos vetores: PCRII, 

PCR2.1, pBluescript, λgt10, nas diferentes combinações de linhagens bacterianas hospedeiras 

DH5α, DH5α MCR, XL1-blue, XL1-blue MRF´, CES 201, Sure Cells, Invα F´ e C600. 

3) O método de captura permitiu recuperar de forma eficiente segmentos de kDNA presentes nas 

linhagens subclonais. 

4) O clone B7 apresenta instabilidade genética parcial no vetor PCR 2.1 em DH5α.  

5) Existem seqüências regulatórias presentes no minicírculo de kDNA integrado potencialmente 

capazes de modificar a expressão gênica da célula hospedeira. 

6) Os minicírculos isolados das linhagens subclonais apresentaram regiões variáveis encurtadas em 

relação ao padrão descrito por Sturm e Simpson (1990). 

7) O encurtamento ocorreu durante ou após a integração dos minicírculos no genoma. 

8) Existe recorrência nas famílias de minicírculos que se integram no genoma. 

9) Os minicírculos que se integram preferencialmente são instáveis quando clonados nos vetors 

PCR 2.1 e λgt10 e hospedeiras XL1-blue MRF´ e CES 201.  

10) Existe recorrência nos sítios de integração. 

11) Existem combinações de tensão que propiciam dobramentos na molécula de DNA em regiões 

próximas ao sítio de integração sugerindo a existência de palavras estruturais. 

12) A integração reduz a tensão local nos pontos de integração do minicírculo de kDNA no genoma 

hospedeiro. 
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ANEXO I - ABREVIATURAS, SÍMBOLOS E MARCAS GENÉTICAS 

°C = graus Celsius. 

ug = micrograma (10-6g). 

ng = nanograma (10-9g) 

µL = microlitro  (10-6 L) 

uM = micro molar (10-6 M) 

A =  adenina 

aa(s) = aminoácido (s) 

b = bases (referente ao DNA fita simples) 

C = timina 

DNA = Ácido desoxirribonucléico 

EDTA = Ácido etilenodiamina tetracético 

g = 9,8 m/s2 (aceleração da gravidade) 

G = guanina 

kb =  quilo base (10-3 pb ou b) 

M = molar  (n° moles/L) 

mg = miligrama (10-3g) 

mL = mililitro   (10-3 L) 

mM = milimolar (10-3 M) 

ORF  = Fase Aberta de Leitura (Open Reading Frame); 

pb = pares de bases (referente à dupla fita do DNA) 

PEG = Polietileno glicol 

RNA = Ácido ribonucléico 
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rpm = rotações por minuto 

SDS = Sódio Dodecil Sulfato 

T = timina 

TA  = Temperatura Ambiente 

U = unidade de atividade enzimática 

UV  =  ultravioleta 

∆ (gpt-proA) 62 

∆ =  mutação por deleção. 

λ- = fago λ ausente 

∆(lacZYA-argF) = deleção LacZYA; requer arginina para o crescimento 

∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 = deleção no conjunto gênico entre parentese que reconhece e restringe 

sequências de DNA metiladas/não metiladas (vide significado de cada gene individualmente). 

φ80lacZ∆M15  =  carrega o lambdóide φ80 profago com o gene lacZ com a deleção M15, permitindo a α 

complementação da β-galactosidase hospedeira. Permite a seleção de vetores com e sem insertos pela 

interrupção que contenham a β galactosidase por coloração banca (-)/ azul (+) na presença de x-gal. 

F-  =  não contém o epsoma F’ 

argE3(Oc) = requer arginina para o crescimento 

deoR = mutação em genes regulatórios tornando a síntese de deoxiribose constitutiva desta enzima permite 

a introdução e propagação de DNAs que não sejam originários da E. coli. 

e14-  = elemento semelhante a um profago exisável e que carrega a informação para McrA; e14- portanto 

são McrA-. 

endA1 = mutação na endonuclease A – aumenta a qualidade das preparações plasmidiais, mas a presença do 

gene favorece as preparações de DNAs dupla fita; 

F’ = contém o episoma F’ plasmídio autocarreador; este episoma carrega as informações para o operon 

lac e proAB no F’lac-proA+B+ 
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gyrA96 = mutação na enzima girase – confere resistência a ácido  nalidíxico. 

hfIA = resulta em alta freqüência lisogênica por parte do fago λ 

his G4 (Oc) = requer histidina para o crescimento 

hsdM = mutação na subunidade M responsável pela metilação e leva ao fenótipo (rk
-, mk

-); 

hsdR17(rk
-, mk

+) = mutação na endonuclease de restrição do sistema EcoK EcoB - restrição 

hsdRMS - hsdR = mutação na endonuclease de restrição do sistema EcoK EcoB 

hsdS = mutação na subunidade S que dá a capacidade de reconhecimento do sítio metilado 

no DNA das subunidades HsdR e HsDM; mutação neste sítio leva ao fenótipo (rk
-, mk

-) 

lac Y1  = mutação na enzima β-galactose permease da membrana - bloqueia a utilização de lactose 

lac = ausência do sistema de metabolização da galactose; 

mcrA  = mutação no sistema de restrição – bloqueia a restrição do DNA metilado na seqüência 

5’..GmCGC..3’  ,  

mcrBC = mutação no sistema de restrição de seqüências metiladas de DNA nas posições 5’..G5Cm..3’. 

mrr- = mutação no sistema de restrição – bloqueia a restrição do DNA metilado 5’..GAm C..3’ e 5’..CAm 

G..3’; esta mutação também previne a restrição McrF de seqüências metil citosina. 

mtl-1 = mutação no metabolismo do manitol; a ausência da enzima permite a introdução e propagação de 

DNAs que não sejam originários da E. coli 

proAB = requer prolina para o crescimento 

recA1 = mutação na enzima RecA envolvida no processo de reparo/recombinação. 

recB = mutação na Exonuclease V – (ATPase); importante na recombinação 

recC22 = mutação na Exonuclease V – (ligação ao DNA); importante na recombinação; 

recJ = mutação na atividade exonucleásica de fita simples – envolvida na via alternativa de 

recombinação; impede a recombinação entre plasmídios. 

relA1 = mutação que elimina fatores restritivos – regula um número de processos biosintéticos; permite a 

síntese de RNA independente da síntese protéica  
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rfbD1 = requer riboflavina para o crescimento 

sbcB15 = favorecem a estabilidade de insertos com repetições invertidas clonadas em fago. 

supE44 = supressor Amber necessário para o crescimento de mutantes amber 

thi-1 = requer tiamina para o crescimento 

Tn10 = transposon com resistência a tetraciclina 

Tn5 (Kanr) = transposon confere resistência a canamicina. 

umuC = reduz o efeito mutagênico do reparo propenso a erro. 

uvrc = mutação na endonuclease do sistema de reparo que leva a sensibilidade a UV 
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