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Figura 1. Sondas geradas a partir da subdivisdo do clone A para confirmagido da origem hibrida dos
clones da familia LINE-1. Linhas: preta, vetor; vermelha, regio conservada de minicirculo de
kDNA; azul, regido variavel do minicirculo; amarela, satélite; verde, fragmento do elemento LINE-
1. Estratégia experimental para obtencdo da sonda MAS, L1A e HVA. ..o 48

Figura 2. Estratégia experimental para amplificacdo da regido de integragéo, partindo do pressuposto de
que a integragdo teria ocorrido dentro de um segmento de LINE-1. Os oligonucleotidios derivados de
LINE-1 foram desenhados a partir da seqiiéncia do clone HUMCI1 (DOMBROSKI et al.,1993)
genbank acesso gbIL19088I: fita negativa, bases 4000 a 4002 (L1Rtal), bases 4323 a 4348
(L1Rta2), e na fita positiva bases 3542 a 3523 (L1RTsl). O oligonucleotidio M6al, obtido das
informagdes dos clones do grupo A, corresponde no mesmo LINE-1 as bases 3801 a 3821. A)
Localizag@o dos iniciadores na suposta regido de integragdo dos minicirculos no LINE-1 e diregdo da
amplificagdo. B) Estratégia de amplificacdo, tendo como um dos iniciadores o L1RTsl; B)
Estratégia de amplifica¢do tendo como um dos iniciadores o L1RTal; C) Estratégia de amplificagio
tendo como um dos iniciadores o LIRTal e LIRTa2. D) Estratégia de amplificacio tendo como um
A0S INICIAAOTES O MOAL; ......eviiceiiieie ettt ettt ea et e e et e e et e etaeeeteeeetseeeaaeeeeeeanes 51

Figura 3. Estratégia experimental empregada na obteng¢do e subclonagem dos segmentos hibridos
kDNA/DNA hospedeiro. Amplificagdo do banco gendmico construido no vetor Agtl0, por PCR,

com iniciadores do vetor e da regifo conservada dos minicirculos. .........cccueeeienieneninenencneeeee 57
Figura 4. Etapas experimentais realizadas para a captura e isolamento da regido de integragdo do kKDNA
no genoma hospedeiro murino para clonagem e seqiienciamento. ............ceceeveveverenenenenenenreneens 62

Figura 5. Estratégia experimental para a confirmago da presenga da regido de integragdo no clone celular
Al1, através da amplificagdo por PCR do DNA hospedeiro normal, clone celular Al1, e 7. cruzi. A)
tamanho esperado da sequéncia amplificada com os iniciadores IS / S2; B) tamanho esperado da
amplificagdo com o iniciador hospedeiro IS e de KDNA sk36. ....ccccooviriininieiininiiniiincnceceee 66

Figura 6. Estratégia experimental empregada no isolamento das regides 50 pb do clone 1C6, 80 pb e do
clone 2C6. Setas azuis indicam a direcdo das amplificacdes realizadas com os iniciadores
TcVa/TcVs ,Clone 1C6, € C6.80a/C6.808 N0 ClONE 2CH. ....cuveeeeveeeeeeeceeeeee e 70

Figura 7. Seqiiéncias pertencentes ao grupo A: clones A, C, D e E, obtidos por amplificacdo de
macrdfagos transfectados com Trypanosoma cruzi, comparadas a seqiiéncias depositadas em banco
de dados. Caracteres em vermelho sublinhado, seqiiéncia de bases do iniciador sk36 utilizado na
amplificagdo da extremidade da regido conservada de minicirculos de kDNA, regido em vermelho
ndo sublinhada bases com correspondéncia a extremidade da regido conservada (Sturm et al.,1989).
Caracteres azuis, fragmento putativo de regido variavel de minicirculos. Em preto, regido com
identidade indefinida. Amarelo escuro, repeti¢des com identidade entre 84 a 97% com satélite IIT
humano (hssatl3 acesos gblX829421I). Verde, identidade de 70 a 90% com o elemento LINE-1
(HUMLI1C acesso gbIL19088I): clones A, C e D, similaridade entre as bases 3611 a 3954 do LINE-
1; clone E: similaridade na regido entre as bases 4895 - 5590. Italico: despropor¢do entre purinas e
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Figura 8. DNAs isolados de macréfagos 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 estringéncia maxima das lavagens foi de
65 °C/ 20 min com solugdo 0,1X de SSC e 0,1% SDS. a) Observa-se o sinal positivo de hibridagio
do fragmento de 280 pb pertencentes a regido L1 do clone A (L1A) apenas na linha correspondente
ao DNA de macréfago normal; b) Nota-se o sinal de hibridacdo do segmento de 100 pb pertencente a
regido satélite do clone A (MAS) no DNA macréfago normal e no DNA de 7. cruzi; c) segmento de
89 pb proveniente da regido varidvel de minicirculos de kDNA isolada do Clone A (HVA)
mostrando sinal de hibridagio positiva somente n0 DNA de 7. Cruzi. .......ccoecueeeeeneneiinisieieeenene 74

Figura 9. Segmentos de DNAs obtidos pela amplificacdo por PCR do DNA de macréfago 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 L1RTal; b) SK 35 ¢ L1RTa2; c¢) SK 35 e L1RTsl, hibridados por
Southern blot com a sonda SK36 de minicirculo de kDNA. (-) controle negativo de amplificagdo; (+)
controles positivos de amplificacdo e hibridagdo. Observa-se a presengca do sinal positivo de
hibridagdo na linha correspondente a amplificagdo do DNA de macréfago infectado e tratado com os
iniciadores SK35 e LTRal e amplificagdo unidirecional gerada pelo iniciador SK35 nos DNAs de 7.
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Figura 10. Segmentos de DNAs contendo kDNA e DNA humano proveniente de amostras de sangue de
pacientes chagasicos. A) Visualizagdo em gel de agarose dos segmentos de DNA amplificados por
PCR com os iniciadores SK36 ¢ m6al: DNAs de pacientes chagasicos (2 a 9) e DNA de T. cruzi
(10); controle negativo de amplificagdo (1), controle positivo de amplificagdo (12). B) Southern blot
do mesmo gel hibridado com a sonda 122 (regido conservada que compreende a minicirculo de
kDNA), controle negativo de hibrida¢do (12), controle positivo de hibridagdo (13), marcador de
tamanho molecular (1 kb ladder Gibco BRL), estringéncia de lavagem de acordo com protocolo
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Figura 11. Padrdo de hibridagdo por Southern bolt do DNA de macrofago subclone A1l (2) digerido com
a enzima EcoRI e do macréfago normal (1) com a sonda 122 proveniente da regido conservada de
minicirculos de kDNA. Observa-se o sinal positivo de hibrida¢do na posi¢do de 3,2 kb e 0,8 kb no
clone C4 apds a lavagem das membranas com SSC 0,1X e SDS 0,1% durante 20 min a 65 °C........ 77

Figura 12. Localizagdo dos segmentos de kDNA no genomas das linhagens subclonais A1l (coluna 1) e
C4 (coluna 2) digeridos com a enzima de restricdo Cla 1. A) Esquema ilustrativo da estratégia
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eletroforese em gel de agarose 0,8% sem brometo de etidio. Apds leve coloragdo o gel foi
subdividido de acordo com o esquema. O DNA isolado de cada faixa foi amplificado por PCR com
os iniciadores sk35/ sk36, especificos para minicirculo de kDNA. O resultado positivo (+) ou
negativo (-) das amplifica¢des e hibridagdo foi anotado ao lado da faixa correspondente. B)
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diferentes faixas moleculares dos DNAs de All e C4 digeridos com Cla 1 apés amplificagdo
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Figura 13. Perda do minicirculo de kDNA da regido de integragdo clonada no fago Agtl0 durante
processo de enriquecimento e purificagdo do vetor. Observa-se a redug@o no sinal de hibridagdo em
Southern blot do produto de amplificagdo da regido conservada de minicirculo (iniciadores SK67/
SK34) com a sonda 122 de minicirculos de kDNA. Linha 1, amplificagdo do banco A1l Agtl10;.
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Figura 14. Seqiiéncias dos DNAs obtidos da clonagem em fago A gt10 das bandas de DNA genémico
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sinal de hibridag¢do positivo com a sonda de minicirculo 122. a) Seqiienciamento parcial do segmento
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Figura 15. Resultado do seqiienciamento dos clones pertencentes aos grupos 1, 2, 3 e 4 obtidos da
estratégia de fragmentagdo da estrutura repetitiva do kDNA. Em azul, iniciador do fago Agt10; em
rosa e vermelho, iniciadores SK34 e SK35 de kDNA respectivamente. A) GRUPO 1: Clones 35R21
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Figura 17. Sensibilidade do método de captura. Southern blot da captura de segmentos do gene
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elui¢des realizadas com: Linhas 1,4, 7 e 10 — agua; linhas 2, 5, 8, e 11 - 0,1X SSC e 0,1 SDS, Linhas
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Figura 18. Amplificagdio a partir dos iniciadores do adaptador dos fragmentos de minicirculos de kDNA
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a solucdo SSC 0.1X e SDS 0,1% . A) Comparagdo do perfil de bandas entre as capturas realizadas da
banda 3.2 kb (Linhas 3 , 4 ¢ 5) com as obtidas do DNA total (6, 7 e 8), observa-se o sinal positivo de
hibridagdo com sonda de kDNA ns Linhas 4 e 7, elui¢do com SSC 0,1 X, SDS 0,1%, por 1h a 65 °C;
e nas Linhas 5 e 6 eluicdo em H,O durante a noite a 65 °C, e auséncia de sinal nas Linhas 3 e 8,
correspondente as eluigdo com SSC 2 X, SDS 0,1% , por 15 min a temperatura ambiente; nas Linhas
1 e 2, tem-se respectivamente os controles positivo e negativo da amplificagdo e hibridacdo; B)
Eluicdo da regido de integracdo capturado do DNA total realizada em solugdo de formamida a 65 °C
por 1 h (Linha 1); e H,O durante a noite a 65°C (Linha 2).......ccccccveiiiriiniiniinieieeiceieeiceie e 88
Figura 20. Rearranjo da regido de integracdo capturada do macrofago All apds clonagem no vetor
PCR2.1 e multiplicagdo na bactéria hospedeira DH5a. a) Comparagdo entre o tamanho dos
segmentos amplificado e o recuperado da clonagem visualizada através de eletroforese em gel de
agarose: Linha 1. fragmentos liberados da digestio do clone com EcoR I; Linha 2. marcador de peso
molecular 1 KB ladder (GIBCO); Linha 3. banda 600 pb obtida da amplificagdo da regido de
integragdo capturada do A1l na presenca de DMSO. b) Mesmo gel mostrando a perda da regido
conservada de minicirculo de kDNA no segmento proveniente do clone constatada pela falta do sinal
positivo de hibridag@o por Southern blot com a sonda 122 (Linha 1), e o sinal positivo de hibridagéo
com a sonda 122 pb no segmento antes da clonagem (Linha 3). .........ccooooiiiiiiiniiienii e 88
Figura 21. Regides de integracdo de minicirculos de kDNA capturado do macréfago All-EcoR 1
amplificado com os iniciadores do adaptador, pelo método XL- PCR (Promega) (Linhas 1); padrio
de tamanho molecular (Linhas 2). a) visualizagdo da amplificacdo em gel de agarose; b) sinal
positivo de hibridagdo por Southern blot, do mesmo gel, com sonda 122 da regido conservada
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Figura 23. kDNA da banda A11-3,2 kb capturado e eluido em ddH,O amplificado com os iniciadores do
adaptador. Linha 2. Padrdo das bandas obtidas, em gel de acrilamida 3,5 %, da reamplifica¢do da
regido 1-2 kb. As 12 primeiras bandas foram isoladas do gel de acrilamida; Linha 1. padrio
molecular 1 kb ladder BRL GIDCO. ...cc.coiiiiiiiiiiiieniieceee e 92
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de acrilamida. B) Hibrida¢do do mesmo gel, por Southern blot, com a sonda de regido conservada de
122 pb; observa-se o sinal positivo, em diferentes intensidades, em todas as bandas analisadas, apds
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regido conservada de minicirculo de kDNA; azul: regido variavel do minicirculo; preto: regido sem
correspondéncia significativa as seqiiéncias depositadas em banco de dados; verde: regido
identificada em Southern blot como pertencentes ao DNA humano; sublinhado: sitio EcoR I; Clones
negativos na hibridacdo por Southern blot com sonda de kDNA: 6-1; 7E; 9G, 9F. Clones com sinal
de hibridacdo positivo com sonda de kDNA: 12A; 1B, 2C, 10C, 11B, 11E, E 7-3 (B7)...ccccccveuneee 97
Figura 27. Padrdo de hibridagdo em Southern blot dos DNAs de Trypanosoma cruzi (Tc) e Macrofago
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 padrido para Southern blot descrito no item 9 do material e
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Figura 28. Regido variavel obtida da amplificag¢do, por PCR, do DNA de 7. cruzi, com os iniciadores da
regido variavel TcVa e TcVs, desenhados a partir das informacdes obtidas dos minicirculos
provenientes das regides de integracdo, encurtadas do clone B7. Sinal de hibridagao, por Southern
blot, com as sondas TcVa (A). Mesma membrana hibridizada com a sonda de regido conservada de
122 pb (B). Verificou-se que o tamanho da regido variavel amplificada foi de 200 pb, correspondente
ao tamanho do consenso descrito na literatura. O sinal de hibridacdo observado foi obtido apods
sucessivas lavagens, sendo a de maior estringéncia realizada com de 0,1 X SSC ¢ 0,1 % SDS por 20
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Figura 29. Captura, a partir do DNA de Trypanosoma cruzi, das regides variavel de minicirculo de kDNA
observada nos subclones de macréfago. A) Visualizagcdo do produto em gel de agarose 1%, apds
amplificagdo por PCR com iniciadores do adaptador: Linha 1. Eluido 2X SSC e SDS 0,1%; Linha 2.
Eluido 0,1X SSC e SDS 0,1%. Linha 3. Eluido em H,O; Linha 4. Marcador de peso molecular. B)
Southern blot do mesmo gel com a sonda TCVA, da regido variavel de interesse. O sinal de
hibridagdo é observado apds lavagem a estringéncia maxima de 0,1 X SSC ¢ 0,1 % SDS por 20 min
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Figura 30. Seqiiéncia completa do clone B7 (excluido os adaptadores), analisada quanto a identidade com
sequiéncias depositadas em banco de dados, e consensos regulatorios. Caracteres verde, regido
humana com 98% de identidade a regido do cromossomo 1 murino genbank gb|AC131797.3|: em
negrito, seqiiéncia com identidade de 85% ao elemento A/u, acessos THC131610 e THC210708;
sublinhado, repeticdo do tipo CA; negrito italico, intercessdo. Caracteres vermelhos, regido
conservada de minicirculo de kDNA (identidade de 95% em relagdo aos acessos gbIM18814I;
gbIM19188I; gbIM191871). Caracteres azuis, regido variavel de minicirculo. Retangulo Azul - sitio
CAAT, Amarelo - Elemento AP1, Cinza - Sitio AP3, Rosa - Sitio AP1 invertido, Vermelho —
seqiiéncia TATA Verde: elemento APOB; Elementos AP1 protegem CpG de metilagio GGGCGG
E CCCGCC. ..ttt sttt sttt ene e 101
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Figura 31. Confirmagido da origem hibrida humano/7. cruzi do clone B7 através de amplificacdes por
PCR do DNA de 7. cruzi, macréfago humano normal, Linhagem subclonal A1l seguido da
confirmagio da especificidade da amplificagcdo por hibridagdo por Southern blot com sonda interna a
amplificagdo, de acordo com estratégia experimental mostrada na Figura 5. A) Amplificagdo da
regido humana com os iniciadores IS e sat2 observam-se o sinal positivo de hibridagdo com a sonda
humana 396 no produto proveniente do macréfago normal (2) e do A1l (3), e auséncia do sinal no
DNA de T. cruzi (1), o controle positivo da amplificacdo e hibridacdo foi o clone B7 (4), controle
negativo da amplificacdo (5). B) Amplificacdo da regido hibrida com os iniciadores IS e SK36; nota-
se a positividade de hibridagdo com a sonda humana 396 somente no A1l intacto (4); e auséncia de
hibridagdo no 7. cruzi (2) e no macrofago normal (3); controle positivo de hibridagdo (1) e de
amplificagdo (5), controle negativo da amplificagfo (6)........cecuevverieririerieiiriieieeeeeee e 102

Figura 32. Segmentos de kDNA capturados dos genomas de macrofago A1l e do tecido cardiaco de
coelho chagasico (Nadjar Nitz — dados ndo publicados), apds amplificagdo por PCR a partir dos
adaptadores e hibrida¢@o por Southern blot com a sonda da regido humana (sonda 296) do clone B7
(A, B, C) e com a sonda 122 da regido conservada de minicirculo (D) A) Padrio de hibrida¢do com a
sonda 296 dos segmentos capturados e purificados em acrilamida do All-EcoR I, (Figura 25)
bandas 1 a 5 (B1 a B5) e 7 (B7), observa-se a presenga do sinal positivo somente na banda 7 (B7) e
B) padrio de hibridagdo 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 hibrida¢do nas bandas 9 (B9) e 10
(B10) e no controle positivo de hibridagdo B7 (+). C) Padrdo de hibridagdo com a sonda 296 dos
segmentos de kKDNA capturados a partir do genoma de coelho chagasico digerido com EcoR 1 (1 a 5)
e do kDNA capturado da regido de integrac@o presente na banda 7 kb do DNA do A1l digerido com
aenzima Cla 1 (7 e 8), onde (1) corresponde a captura eluida na solugdo 2X SSC, SDS01% 20 min a
65 °C; (2) material capturado na eluicdo em H,O (1 hora a 65°C), (3) obtido da eluicdo em H,O
(durante a noite a 65°C); (4) e em formamida (1 h/ 65 °C), (7) DNA de Al1 recuperado da elui¢do
com H,0; e (8) com 0,1X SSC e 0,1% SDS. Observa-se complementaridade com a sonda humana
somente nas bandas recuperadas do tecido de coelho, apds lavagem das membranas na estringéncia
maxima de 0,1 SSC e 0,1 % SDS a 65 °C por 20 min. Linha 6: controle (-) de amplificagdo. D)
Mesma membrana hibridizada com sonda a 122 observa-se sinal positivo de hibridagdo tanto nos
segmentos capturados do coelho como capturados do Al11- Cla L.......cccoeeeiiiieeiiiiiiiieeeeee 103

Figura 33. Posicionamento e tamanho das diferentes fases abertas de leitura encontradas no clone B7
(ORFs). A) Esquema do clone B7 identificando as regides conservada e variavel do minicirculo de
kDNA e a humana, respectivamente, pelos retingulos vermelhos, azul e amarelo; a numeragio
mostra, em pares de bases, a posi¢do do inicio 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 posi¢do
da base nitrogenada que da inicio e fim da ORF, bem como o numero de residuos de aminoacido
(Aa) da cadeia polipeptidica. C) Fases de leitura das ORFs presentes na fita (+) do clone B7,
identificando a posi¢do da base nitrogenada que da inicio e fim da ORF, bem como o nimero de
residuos de aminoacido (Aa) da cadeia polipeptidiCa. .......cc.eouerereriirinieieieeee e 104

Figura 34. Pesquisa de similaridade entre os supostos peptideos codificados pelo segmento B7 com
seqiiéncias depositadas em banco de dados do Sistema Blastp (www.ncbi.nlm.gov). a) acesso
recuperado do banco de dados; C — regido do peptideo codificado pelo B7 que apresentou
similaridade com a proteina do banco de dados; S — residuos de aminoacido comuns (letra) ou com
concordancia de carga/hidrofobicidade; P — regido da proteina recuperada do banco de dados que
apresentou similaridade com o segmento protéico codificado pelo B7. Letras azuis: dissimilaridades
entre as seqiiéncias mostradas. A numeracdo apresentada na parte superior dos desenhos
esquematicos indica a posi¢do, em pares de bases, da ORF no clone B7, o numero mostrado na
regido colorida do retangulo inferior do esquema indica o numero e a posi¢cdo da ORF (Figura 33) no
B7, as cores no retangulo superior dos esquemas mostram a localizacdo das regides humana
(amarelo), variavel de minicirculo de kDNA (azul) e a regido conservada de minicirculo de kDNA
(vermelho). aa — residuos de amMINOACIAOS. ......ccveeeerieriiiiee e ceece et e et e e eeteeeeesaesenesneenes 106

Figura 35. Retardamento na mobilidade eletroforética observada no segmento B7, apods ser isolado e
purificado do plasmidio, indicando a presenga de conformag@o ndo B. a- Padrio de migragio
eletroforética do clone B7 (Linha 1) visualizagdo em gel de agarose apds isolamento do plasmidio. b
- Hibridagdo por Southern blot com sonda de 122 pb do mesmo gel mostrado na figura 36a.
Observa-se sinal de hibridacdo na posi¢do de 1,1 kb (tamanho real do segmento), e nas posi¢des de
3,0 kb e 2,1 kb; ¢) padrao obtido da eletroforese em gel de acrilamida ndo desnaturante a 4 °C. Nota-
se o retardamento na migragao do segmento de 1,1 kb para a faixade 2 a3 kb......ccocceviiininincne 107

Figura 36. Distribuicdo da tensdo e identificacdo das regides que contribuem para as curvaturas e
dobramentos presentes no clone B. As letras “a”a “k” indicam as bases centrais dos segmentos que
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proporcionam maior tensdo na molécula, CA: microssatélite; PI: Ponto de integracdo; A) Seqiiéncia
de bases do clone B7 a posicdo nas seqiiéncias das regides de tensdo, ponto de integragdo e
microssatélite. B) Representacdo grafica das tensdes que geram curvaturas (linha vermelha) e teores

de C/G na molécula (linha azul). C) Imagem gerada pela distribui¢@o das curvaturas..................... 109
Figura 37. Imagem da regido hospedeira antes e apos a integracdo do material genético exdgeno. A)
Regido B7; B) Re@IA0 G0, ..ouiiiiiieiiiieeeeee ettt s s eaeaneas 110

Figura 38. Conformagdo das regides gendmicas hospedeiras antes da integracdo do material genético
exogeno. Em vermelho flanco da integragdo e azul regido de corte. Observa-se a conformagio
caracteristica proxima ao ponto de corte. A) Regido LINE-1 posi¢do 192 (ponto de recombinagdo no
cofator do fator da RNApol II) e 733 (ponto de entrada do kDNA) B)Regido de integragdo do
conjunto LINEI/KDINAL ... .ottt ettt ettt see et et eae ettt et eae s e nbeeseeaeeseeseeneas 111

Figura 39. Distribui¢do da bendabilidade das regides de integragdo. Observa-se a redugdo de tensdo em
todos os pontos onde houve a entrada de material genético exdgeno. A) Regido B7 antes e pds
integragdo do kDNA; B) Regido cofator do fator de transcricdo para RNApolll antes e ap6s a entrada
do segmento L1-kDNA; C) Regido de integragdo do kDNA no LINE 1, antes e apds a integrago.

Figura 40. Estrutura hipotética do DNA capturado: amplificagdo por PCR resultando em fragmentos
menores do que o esperado, e com iniciador nas extremidades. ..........c.ceeceroeeirieienenene e 127
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RESUMO

A integracdo de minicirculos de kDNA do Trypanossoma cruzi no genoma hospedeiro foi
correlacionada com alteragdes na expressio génica. Com a finalidade de caracterizar as regides hibridas e
ampliar o conhecimento bioldgico realizou-se os isolamentos e clonagens dos minicirculos integrados no
genoma de macréfagos humanos em cultura e de tecidos de coelhos chagasicos. Observou-se
instabilidade genética dos segmentos que continham as integracdes. As clonagens realizadas em
diferentes combinagdes de vetores e hospedeiras ndo evitaram os rearranjos. A analise de restricdo e o
seqiienciamento dos segmentos recuperados mostraram alteragdes no tamanho e na estrutura do vetor. A
técnica de captura desenvolvida no presente estudo permitiu confirmar a instabilidade genética dos
minicirculos preferencialmente integrados. A analise de restricdo e o seqiienciamento desses fragmentos
mostraram que os minicirculos recuperados apresentaram encurtamentos nas regides variaveis em relagio
ao padrdo descrito na literatura. Verificou-se que o encurtamento ocorreu durante ou apds a integragdo no
genoma. As regides variaveis encurtadas de 50 pb foram recuperadas das linhagens subclonais de
macréfago All, C4, C6 e coracdo de coelhos chagasicos. Quando comparadas entre si essas regides
apresentaram similaridade na ordem de 90%. Em relacdo a regido variavel 80 pb, recuperada do
macréfago C6, a similaridade foi em torno de 75%. O resultado sugeriu a existéncia de classes de
minicirculos que se integram preferencialmente no genoma hospedeiro. Foram obtidos clones hibridos
estaveis contendo o final da regido conservada nas extremidades seguidas pela regido variavel truncada,
fragmento de elemento LINE-1, com ou sem a presenca de microssatélite. A origem hibrida foi
confirmada por fragmentagdo do clone que foi utilizado como sonda na hibridagdo de macréfagos
humanos normais ¢ DNA de 7. cruzi. O segmento B7, obtido por captura, apresentou o minicirculo de
kDNA com 4 regides variaveis truncadas, intercaladas por regides conservadas normais seguidas do
microssatélite CA e da regido humana com similaridade ao clone murino AC131797.3. A analise “in
silico” do segmento B7 mostrou a presenga de seqii€ncias regulatérias da expressdo génica. Foram
identificadas 9 possiveis ORFs, sendo duas compreendo a regido hibrida (ORF1 e 2). Verificou-se nas
integragdes recuperadas de coragdo de coelhos chagasicos segmentos similares a regido humana
encontrada no clone B7, indicando a recorréncia dos sitios recombinativos. A analise “in silico” do clone
B7, G10 e das regides hospedeiras obtidas dos bancos de dados mostrou a presenga de estruturas do tipo
ndo B nos locais proximos ao ponto de recombinagdo. A presenca da estrutura ndo B no segmento B7 foi
confirmada pela alteragdo na mobilidade eletroforética. Em todos os pontos de entrada do minicirculo no
genoma hospedeiro verificou-se a redugdo da tensdo local e aumento da tensdo global na regido,
sugerindo a possibilidade de ocorréncia de novos eventos recombinativos envolvendo o segmento. O
conjunto das informagdes indica que a integragdo ¢ mediada por recombina¢do homologa mediada por

similaridades estruturais presentes no DNA hospedeiro e minicirculo de kDNA.



ABSTRACT

ABSTRACT

The integration of Trypanossoma cruzi kKDNA 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
All, 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. INTRODUCAO
1. ADOENCA DE CHAGAS

A Doenga de Chagas surge no homem, e em outras espécies de mamiferos susceptiveis, em
conseqiiéncia da infecg¢do pelo protozodrio Trypanosoma cruzi. Esta doenga ¢ transmitida pelos insetos
vetores hematdfaga da familia Triatominae ou pela transfusdo sangiiinea. A doenga tem prevaléncia na
América Central e do Sul, onde aproximadamente 16 a 18 milhdes de pessoa estdo infectadas. No Brasil,
em 1992, havia cerca de 5 milhdes de individuos chagasicos (DIAS et. al., 2002). Apesar de se constatar
uma redugdo significativa na transmissdo vetorial pelo Triatoma infestans ¢ melhoria dos controles nos
bancos de sangue, 25% da populagdo da América Latina ainda correm o risco de adquirir a doenga

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

Existem mais de 1200 espécies de mamiferos silvestres que servem de reservatorio para o
Trypanosoma cruzi convivendo em estado de aparente equilibrio com o protozoario (BARRETO, 1979).
Ja no homem e em varios hospedeiros domésticos, a Doenga de Chagas manifesta-se em diferentes graus
de severidade. Os mecanismos de invasdo da célula hospedeira, multiplicacdo intracelular, e
disseminagdo, sdo fundamentais no ciclo de vida do parasita. E como o organismo reage a cada uma

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

A infecg@o chagasica pode gerar quadros clinicos com caracteristicas 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 croénica que pode permanecer muitos anos na forma
indeterminada. Curiosamente, quando a parasitemia esta mais baixa ou mesmo indetectavel pelas técnicas
de hemocultura, ou pelo xenodiagnoéstico, € que surgem as manifestagdes clinicas denominadas “mega
sindromes”. Os danos sdo irreversiveis e a gravidade do quadro depende da localiza¢do e intensidade das

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

No Brasil, estudos em areas endémicas tém evidenciado que a distribui¢do das formas clinicas
apresenta diferengas regionais. Na Bahia parece predominar as formas cardiacas; em Goids, megas
esofago e intestino; Minas Gerais, formas mistas (cardiaco e digestivo); no Rio Grande do Sul e no Rio de
Janeiro a maioria dos chagasicos ¢ assintomatica (COURA et al., 1983; TEIXEIRA et al., 2006). Estas
variagdes também foram observadas em outros paises como o Panama e Venezuela, onde sé existe a

forma cardiaca; na Argentina e Chile, presenca de diversas formas clinicas distribuidas 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 as manifestagdes clinicas observadas.

Grande parte das informagdes sobre a resposta do hospedeiro ao parasita provém de estudos da
fase aguda em modelos murinos, onde a parasitemia ¢ alta. Todavia, em humanos, esta fase ¢ pouco
observada, devido ao pequeno numero de pacientes que procuram assisténcia médica neste periodo

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

A medida que ocorre a progressdo da doenca, a parasitemia diminui. Ao atingir a fase cronica
sdo freqlientes os relatos de xenodiagnosticos negativos, e auséncia de 7. cruzi nos sitios das lesdes.
Entretanto, as provas sorologicas persistentes positivas, e recentemente, a amplificagdo do DNA do
parasita pela técnica de reacdo de polimerase em cadeia (“Polimerase Chain Reaction” — PCR)
(TEIXEIRA et al., 1983; MONTEON et al., 1996; WINCKER et al., 1997; GOMES et al., 1998;
TEIXEIRA et al., 2006) mostram que o protozoario pode persistir no hospedeiro cronicamente infectado

por toda a vida.

1.1 - A Fase Aguda

Esta fase se caracteriza pela presenca de parasitas no sangue e intensa infec¢o tecidual, que em
humanos persiste por periodos de até seis meses. A destruicdo dos tecidos é causada tanto pela propria
acdo mecanica e/ ou toxica do parasita, como pela resposta imunoloégica do hospedeiro, que neste periodo

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

No inicio da fase aguda murina, os macrofagos apresentam elevados niveis de secre¢do da
interleucina INFy. Neste estagio sdo capazes de fagocitar e destruir com sucesso as formas infectantes
opsonizadas do T. cruzi (PLATA et al., 1987). A ativacdo de macrofagos leva ao aumento no
metabolismo oxidativo e conseqiiente formagdo de radicais intermediarios altamente reativos e 6xido
nitrico. Nao obstante o forte efeito tripanocida do 6xido nitrico (NO) (VESPA et al., 1994), ndo se
observa a participacdo deste radical nas lesdes cardiacas (PETRAY et al., 1995, FLAHERTY, 1991).
Segundo Cardoni e colaboradores (1997), os compostos oxigenados intermediarios é que seriam

responsaveis pela destrui¢do do 7. cruzi, o que indiretamente poderia provocar as lesdes.

Além dos macrofagos, observa-se uma forte expansdo policlonal especifica e inespecifica de

células CDS5 B, CD4af3, CD8af3, CD8yp, CD8y5, DNTYS , NK, (TEIXEIRA et al., 1978b; PETRY; VAN
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VOORHIS, 1991; MONTEON et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1996; MINOPRIO et al., 1989 ¢ 1998;
PYRRHO et al., 1998, TEIXEIRA et al., 2006), predominando as classes de imunoglobulinas IgG2a e
1gG2b (MINOPRIO, 1998; PYRRHO et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2006). Esta ativagdo aparece

precocemente na fase aguda, e pode persistir por um longo periodo da fase cronica.

A expansdo policlonal de linfécitos tem sido associada ao escape de patdgenos as respostas
imunoloégicas (LOCKSLEY, 1997). Além deste mecanismo de escape, outros mais sdo observados na
infecgio chagasica. Por exemplo, em paralelo a ativagdo policlonal, observa-se uma forte imunosupressao
(TEIXEIRA et al., 1978a ¢ b), decorrente do desbalanceamento na concentragdo de varias interleucinas.
Soong e Tarleton (1992) mostraram que parte deste fendmeno decorreria dos baixos niveis de IL-2,
conseqiiente da liberagdo de fatores soltveis pelo 7. cruzi. Estes fatores impediriam tanto a expressdo do
receptor IL-2 (BELTZ e cols. 1988), como também da propria interleucina, além de promover a redugdo

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

Outro mecanismo de evaséo est4 relacionado com a capacidade que 7. cruzi possui de endocitar
anticorpos ligados a sua superficie pela por¢do Fab (CICARELLI; LOPES, 1989). Apds a internalizag@o,
estes anticorpos sdo completamente degradados no interior dos vacuolos fagociticos, servindo como fonte

de nutri¢do para o parasita (TEIXEIRA; SANTANA, 1989 e 1990).

Com o transcorrer da infeccdo, a resposta imunoldgica se normaliza, observa-se uma

significativa reducdo na parasitemia e o individuo entra na fase cronica da doenca.

1.2 -A Fase Cronica

Em decorréncia dos mecanismos de escape do parasita a infecgdo ndo ¢ erradicada, e o
organismo entra na chamada fase cronica indeterminada, que pode durar muitos anos. Estudos clinicos
mostram que 27% dos pacientes evoluem para as manifestagdes cardiacas, 6% para as digestivas e 3%
para as neurologicas, sendo o comprometimento desses orgdos ou estruturas variavel de acordo com o
nimero e localizagdo das lesdes. O tratamento com benzonidazol nas fases iniciais da doenga, apesar de
negativar a sorologia em 20% dos casos, ndo impede a progressao das lesdes cardiacas (TEIXEIRA et al.,

1990; PARADA et al., 1997).

O parasita, na manifestagao clinica da doenca de Chagas cronica, ¢ mais dificil de ser detectado
pelos métodos convencionais. Na maioria dos casos, ha grande dificuldade de correlacionar a presencga do

T. cruzi com a intensidade das lesdes cardiacas e digestivas da doenga de Chagas (SANTOS-BUCH e
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TEIXEIRA, 1974; FRANCA et al., 1997). Recentemente, a presenca de infeccdo em niveis subpatentes
tem sido demonstrada através da técnica que amplifica seqii€éncias gendmicas especificas do parasita
(PCR). Estes dados tém demonstrado que, apesar do tratamento com drogas tripanocidas, o parasita ¢
capaz de persistir no organismo por toda a vida do individuo chagasico cronico (JONES et al., 1993;
BRANDARIZ et al., 1995; MONTEON et al., 1996; VAGO et al., 1997). Contudo, os resultados de PCR
que amplificam segmentos de DNA do cinetoplasto de 7. cruzi precisam ser examinados com cautela
diante dos achados de Teixeira e colaboradores (1994). Estes autores encontraram material genético do
cinetoplasto, mais especificamente dos minicirculos, presentes persistentemente na célula hospedeira,
mesmo apds a eliminagdo do 7. cruzi. Argafaraz (1996), em sua tese de doutorado, descreve a possivel
integracdo de fragmentos de minicirculos no genoma de macréfagos murinos em cultura (P388D1-IL1),

anteriormente infectados com 7. cruzi .

a) Fatores imunitdrios associada a fase cronica

As freqiientes observagdes de auséncia de 7. cruzi nos sitios das lesdes motivaram muitos grupos
de pesquisa a suspeitar da participa¢do de componentes auto-imunitarios na doeng¢a 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), ja que nestes sitios é comum
a presenca de infiltrados mononucleares, principalmente linfécitos, associados a destrui¢do tecidual
(SANTOS-BUCH; TEIXEIRA, 1974; FRANCA et al., 1997; HIGUCHI et al., 1997, TEIXEIRA et al.,

2006).

A existéncia de linfocitos auto-reativos e anticorpos que reconhecem ndo somente estruturas do
parasita, mas também do hospedeiro (ou epitopos do parasita compartilhados nas células mamiferas),
reforca a idéia da auto-imunidade, e sugere a existéncia de um mecanismo de auto-agressdo imunologica
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
rejeicdo de coracdes de neonatos sadios implantados em orelhas de camundongo chagésicos crénicos.
Esta observagio indicaria que fatores auto-imunitarios poderiam por si so ser responsaveis pelas lesdes
cardiacas. Entretanto, Tarleton e colaboradores (1997), utilizando outra linhagem isogénica de

camundongo, obtiveram resultados contrarios aos do Ribeiro dos Santos, sugerindo que, pelo menos neste
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caso, as lesdes chagasicas decorreriam da agressdo imunoldgica direcionada ao 7. cruzi presente no tecido
parasitado. Possivelmente, a patogenia da doenga de Chagas estaria associada a ocorréncia dos dois

eventos conjuntamente (LOCKSLEY, 1997).

1.3 - Aspectos da biologia do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado da familia Kinetoplastidea (Chagas, 1909), e

caracteriza-se por apresentar uma mitocondria inica denominada cinetoplasto, localizada na base flagelar.

Na natureza o 7. cruzi circula em insetos-vetores hematéfagos da familia Triatominiae, ¢ em
hospedeiros mamiferos silvestres, domésticos, € no homem (BARRETO, 1979; GARCIA; AZAMBUIJA,

1991).

O ciclo de vida do parasita ¢ complexo e apresenta trés formas morfologicamente distinta:

tripomastigotas sangiiineo e metaciclico, epimastigota e amastigota.

O triatomineo se contamina durante o repasto no animal infectado. As formas tripomastigotas
sanguineas, se diferenciam a epimastigotas no estdmago e intestino do inseto. Apds um periodo de
proliferacdo no intestino inferior, passam para os tubos de Malpighi e intestino posterior. Nesta etapa,
nova transformagdo ocorre, gerando as formas tripomastigotas metaciclicas infectantes, que sio
eliminadas nas fezes, apds o repasto do inseto, permitindo a contaminagdo de um novo hospedeiro
vertebrado. No mamifero, as formas metaciclicas infectam tanto células fagociticas como ndo fagociticas,
onde se transformam em amastigotas. Depois de sucessivas divisdes bindrias intracelulares, ocorre
diferenciagdo de amastigota em tripomastigota. Estas formas rompem a célula hospedeira e reiniciam o

ciclo de infecgdo.

Em condigdes laboratoriais, 7. cruzi é mantido em meios semi-sélidos e liquidos, em fragmentos
de tecidos, em cultura de células de linhagens primarias ou em linhagens estabelecidas, tais como

coragdo, rim, pele, pulmio, musculo, macréfagos, entre outras.

O T. cruzi apresenta grande diversidade genética, e freqlientemente sdo observadas variagdes na
morfologia, viruléncia e tropismo tissular, o que tem motivado a busca de marcadores para prognosticar
as manifestagdes da doenga (LAURIA-PIRES, et al., 1996; VAGO, et al., 1996a ¢ b; TEIXEIRA et al.,
2006). Nio foi demonstrada a reproducdo sexuada em 7. cruzi. Acredita-se que muta¢des acumuladas ao

longo do tempo sejam as responsaveis pela diversidade genética dos isolados. Comparagdes 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. TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES E ESTRUTURACAO DOS GENOMAS
2.1 - Transferéncias horizontais de genes

A idéia classica de evolugdo propde que todos os organismos tenham um ancestral comum e que
a diversidade genética encontrada nas espécies seja decorrente das mutagdes, recombinagdes e selegdo
natural ocorrida ao longo dos milénios. Segundo a teoria Darwiniana de evolug@o, uma espécie transfere,
verticalmente, a heranca genética contida em seu genoma para a sua progénie ¢ a diversidade ¢ a
variabilidade decorreriam unicamente do acumulo de mutagdes e rearranjos nos genomas. Até
recentemente, acreditava-se que uma espécie assim diferenciada teria perdido a capacidade de transmitir
horizontalmente seqiiéncias de DNA para outras espécies. Entretanto, com o advento da era gendmica,
verificou-se que a diversidade genética é em grande parte promovida pela aquisicio de DNAs exdgenos,
fusdo de genomas seguida ou nio de rearranjos no material genético hibrido (HACKER; KAPER, 2000;
GOGARTEN et al., 2002; KATZ, 2002; KURLAND et al., 2003; CHOL; KIM, 2007; GRINDLEY et al.,

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

Nos genomas mamiferos, grande parte do material genético compde-se por segmentos de DNA
repetitivos adquiridos pela integracdo de virus, retrovirus e elementos transponiveis. Essas seqiiéncias
quando ativas, podem mobilizar segmentos do genoma tanto para outras células como para outros
organismos, ndo necessariamente da mesma espécie, o que vem contribuindo significativamente para a
evolugdo 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 sdo potencialmente capazes de serem transferidos de um genoma
para outro independente da participa¢do de virus, retrovirus ou outra particula carreadora de material
genético (LEWIN, 2004; LAWRENCE; HENDRICKSON, 2003). Desde que haja abunddncia de DNA
no ambiente extracelular ou no citoplasma é possivel a absor¢do de segmentos e sua incorporagdo ao
genoma. Este fendmeno ¢ comum as células procaridticas e eucaridticas ¢ 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 analise do genoma de Arabidopsis thaliana indicou que 400-2200
genes dessa planta foram herdados de cianobactérias (RUJAN; MARTIN, 2001). Da mesma forma, a
analise genealogica de dois grupos de actinas presentes em Pyrenomonas helgolandii, uma alga criptéfita,
indicou que um dos grupos originou-se da transferéncia horizontal de uma alga vermelha simbionte

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

A transferéncia horizontal ndo se restringe apenas a transferéncia de fragmentos de material
genético de uma célula para outra. Eventualmente genomas inteiros sdo fundidos gerando-se um
organismo hibrido que pode ou ndo ser vidvel e gerar descendentes férteis. Este fenomeno ocorre tanto
em procariotos, através de conjugagdo interespecifica, como em eucariotos (RAVEL et al., 2000). Em
plantas, sdo transferidos genomas inteiros por fecundagdo cruzada. A atemdia ¢ um exemplo deste
fendmeno e resulta do cruzamento entre Annona cherimola Mill. x Annona squamosa L (NEVES et al.,
2003; MELO et al., 2002). Em mamiferos, apesar de mais raro, existem relatos de cruzamentos
interespecificos, 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 incorporagdo do DNA exdgeno pela célula receptora pode ser definitiva ou transiente. A
estabilidade da transferéncia dependera do tipo e da estrutura genética do material transferido, da
capacidade de expressdo de produtos toxicos, dos locais da inser¢do no genoma, dos mecanismos de
salvaguarda do DNA e da atuacdo de barreiras reprodutivas (KURLAND et al., 2003; LEWIN, 2004;
LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 ¢ 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 ¢ 2007; MARRI et al., 2007).

A transferéncia horizontal pode ocasionar instabilidade genética na célula receptora, gerando
rearranjos variados. Apos a integragdo, sdo freqiientes os relatos de duplicacdes, translocagdes ou
delegdes, envolvendo pequenos ou grandes segmentos cromossdmicos, gerando novas combinagdes

genomicas (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 ¢ col., 2007). O fendomeno contribuiu, e
provavelmente ainda vem contribuindo, para o surgimento de novas combinagdes gendmicas nos trés
grandes ramos filogenéticos Archea, Bactéria ¢ Eukarya (HACKER; KAPER, 2000; KATZ, 2002;
GOGARTEN et al., 2002; MOWER et al., 2004; CHOIL; KIM, 2007, MARRI et al., 2007; POPTSOVA,

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

Em termos evolutivos, a grande maioria das novas combinagdes resultantes de fluxo génico seria
neutra (GOGARTEN et al., 2005; THOMPSON et al., 2005). Contudo, é inegavel a importincia do
fendmeno na adaptacdo das espécies a nichos ecoldgicos especificos, 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 fendmeno natural aparentemente comum, o verdadeiro impacto da
transferéncia horizontal na evolugdo dos genomas eucaridticos ainda ¢ pouco conhecido em virtude da
deficiéncia dos métodos de detec¢do (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 transferéncia horizontal podem ser
divididos em dois grupos: os paramétricos e os filogenéticos (AZAD; LAWRENCE, 2005; POPTSOVA;
GOGARTEN, 2007). O método paramétrico baseia-se na deteccdo de composi¢des atipicas de seqiiéncias
quando a regido ¢ comparada com o restante do genoma, enquanto que o método filogenético procura por
conflitos entre a filogenia do segmento génico em relagdo ao restante do genoma. Estas duas técnicas
identificam regides de transferéncia que muitas vezes ndo se sobrepde, sugerindo a necessidade de
desenvolvimento de ferramentas mais adequadas para estudar o fenomeno (AZAD; LAWRENCE, 2005;
POPTSOVA; GOGARTEN, 2007). Estudos recentes empregando modelagem “in silico” indicam que a
taxa de transferéncia deva ser maior do que a estimada pelos métodos atuais (CHOI; KIM, 2007;

POPTSOVA; GOGARTEN, 2007).

2.2 - Transferéncias de minicirculos de KDNA de Trypanosoma cruzi para o genoma da

célula hospedeira

A progressdo das lesdes cardiacas em individuos chagasicos cronicos, a despeito da baixa
parasitemia, motivou a hipdtese elaborada por Teixeira e colaboradores (1991 e 1994) de que as formas

amastigotas intracelulares de 7. cruzi induziriam alteracdes no genoma hospedeiro que poderiam
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correlacionar-se a sintomatologia caracteristica dessa fase. As primeiras evidéncias da transferéncia de
genes do parasita para o hospedeiro foram obtidas a partir dos estudos citogenéticos e hibridagio in situ
realizadas por esses autores. Apds analise dos macrofagos peritoneais isolados de camundongos
chagasicos verificou-se a presenca de estruturas anormais nas cromatinas, que nio eram observadas nas
células dos animais saudaveis. O resultado das hibridagdes dos cromossomos com sondas de DNA do
parasita sugeriram integragdo do material genético do 7. cruzi no genoma hospedeiro. Os autores também
mostraram que haveria maior freqiiéncia de integragdo nos cromossomos 3, 6 e 11 e que o material
genético encontrado provinha, exclusivamente, dos minicirculos do cinetoplasto. Com a finalidade de
testar a hipotese de integracdo, os autores passaram a trabalhar com linhagens de macréfagos (humano
U937) infectados com o 7. cruzi e posteriormente tratadas com benzonidazol. Erradicada a infecgdo, as
amostras de DNA foram colhidas para as analises do perfil de restricdo e presenga de sinal de hibridagdo
com sonda de minicirculos. O resultado reforgou a hipdtese de transferéncia do DNA parasita para a

célula hospedeira.

Argafaraz (1996) obteve linhagens de macrofago com segmentos de minicirculos de kDNA
integrados ao genoma apds infectar células humanas em cultura com o parasita. Através da amplificagio
por PCR utilizando seqiiéncias de minicirculos como “iniciador”, esse autor obteve regides com
seqiiéncias hibridas minicirculo/DNA mamifero, cuja analise em banco de dados mostrou dois eventos
contiguos de integragdo de minicirculos intercalados por um fragmento de elemento transponivel da

familia LINE-1.

No estudo conduzido por Simdes-Barbosa e colaboradores (1999) com soro de pacientes
chagasicos e células murinas com e sem integracdo de kDNA, evidenciou-se que a transferéncia do
kDNA poderia afetar a expressdo génica da célula receptora. Essa mudancga no padrdo de expressdo foi
observada nos primeiros trés meses de repiques o que pode ser um indicio 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 regides do elemento transponivel LINE-1. Essas seqiiéncias
apresentavam estruturas de kDNA repetidas e rearranjadas, sugerindo sucessivas integragdes ou

instabilidade genética da regido clonada (TEIXEIRA et al., 2000).
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2.3 — Elementos repetitivos

Em conseqiiéncia do “Projeto Genoma”, sabe-se hoje que apenas 3% do material genético
hapldide de uma célula mamifera sdo compostos por seqiiéncias que codificam para cadeias
polipeptidicas (éxons), o restante compreende os chamados “refugos”, onde estdo distribuidas as diversas
repetigdes de origem ndo viral ou viral agrupadas genericamente em satélites, minissatélites
microssatélites, telomeros, seqiiéncias 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 seqiiéncias repetitivas curtas e longas encontram-se os elementos
transponiveis (elementos moveis), as seqiiéncias interruptoras de genes (introns) e os provirus, tanto de
origem viral como retroviral (revisto em BERNARDI, 1995; BIEMONT; VIEIRA, 2003; FAWCETT et

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

Os elementos modveis curtos e longos foram identificados em todos os genomas onde foram
procurados. Em humanos aproximadamente 60% desses elementos estdo localizados na regido de
heterocromatina (BIEMONT; VIEIRA, 2003), sendo agrupados em duas categorias de acordo com
existéncia ou ndo de um intermediario de RNA durante o processo de mobilidade no genoma. Na primeira
categoria estdo as seqiiéncias com capacidade de transposigdo direta, tais como elementos transponiveis
de origem viral, seqiiéncias IS, Tn, e muitos introns, que se mobilizam por mecanismos de recombinagéo
ndo homologa replicativa ou ndo replicativa. A segunda categoria compreende os elementos de origem
retroviral e transposons que se locomovem via mecanismo de retrotransposicdo (FINNEGAN, 1983;
WEISS et al., 1985; VARMUS, 1988; LEWIN, 2004; BUZDIN et al., 2007). Mais de 40% do genoma
mamifero é constituido por segmentos originarios de retrotransposicdo (BUZDIN et al., 2007). De acordo
com a similaridade de seqiiéncias, os diferentes elementos méveis podem ainda ser agrupados em

superfamilias, familias e subfamilias dentro de cada categoria (HAN et al., 2007).

A grande maioria das particulas moveis apresenta em sua estrutura as informagdes necessarias
para promover a sua expansdo, ou transferéncia de um ponto do genoma para outro. Contudo, algumas
familias necessitam da expressdo de enzimas de outros elementos mdveis ativos para se transporem, como
no caso dos SINES, que se movimentam por retrotransposi¢do com o auxilio da maquinaria de outros

retrotransposons (HAN et al., 2007; FAWCETT et al., 2006; GU et al., 2007).
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Existe uma forte correlacdo entre as seqliéncias de bases das repeticdes que interrompem
seqiiéncias génicas, os introns e as seqiiéncias que compde o grupo dos elementos méveis no genoma.
Essa semelhanga levou a especulagdo de que os introns e os elementos modveis poderiam estar
evolutivamente correlacionados (LAMBOWITZ, 1989; CAVALIER-SMITH, 1991; HICKEY, 1992;

LEWIN, 2004).

As inser¢des de elementos moveis no genoma, dependendo da natureza do elemento repetitivo,
podem alterar a expressdo génica (DEININGER et al., 2003), se rico em regides CG, como no caso dos
elementos A/u, podem introduzir novas ilhas CpG (Lander et. al., 2001), podem gerar delecdes (HAN et

al., 2005) ou criar novos genes ou familias génicas (XING et al., 2006, BUZDIN et al., 2007).

As seqiiéncias repetitivas semelhantes, moveis ou ndo moveis, podem estar arranjadas proximas
umas das outras formando estruturas simples ou complexas, genericamente classificadas quanto as suas
orientagdes na fita de DNA. Deste modo, duas repeticdes proximas, estando na mesma orientacdo,
formam uma estrutura simples denominada de repeti¢do direta. Igualmente, duas repeticdes com
seqiiéncias invertidas entre si, ou invertidas e complementares, sdo classificadas no grupo das repeticdes
invertidas, ou no grupo das palindromicas, respectivamente. Estas seqiiéncias podem estar ligadas umas
as outras, formando estruturas complexas, também conhecidas por “tandens”. Estruturas simples ou
complexas sdo encontradas tanto dentro como fora de regides transcritas (LEWIN, 2004). Conforme a
organiza¢do das repeti¢des e da natureza da seqiiéncia em termos de composicdo e distribui¢do 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 alga, grampos, estruturas cruciformes, estruturas do tipo Z, curvas e dobramentos, estruturas
triplas ou tipo H, quadruplas ou tetraplex (WANG et al., 2006; KMIEC et al., 1985; STEINMETZ, 1986;
LINIAL; SHLOMALI 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 recombinagdo 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 ndo modveis sdo encontradas flanqueando muitos
elementos transponiveis 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 repeticdes diretas sdo resultantes da
duplicagdo do sitio de entrada da integragdo. Sdo seqiiéncias normalmente pequenas, entre 3 a 12 bases.
Acredita-se que as enzimas envolvidas reconhegam as seqiiéncias do sitio de entrada e direcionem o
evento de transposi¢do, a exemplo do que acontece na integragdo do fago A (BELFORT; PERLMANS,

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

No genoma estdo presentes milhares de estruturas que possuem capacidade de transposicgdo,
porém a maioria encontra-se inativa. Muitas inser¢des novas, a partir de estruturas transgénicas sdo
silenciadas pouco tempo depois de sua integracdo. Acredita-se que o silenciamento seja o resultado das
discrepancias entre a composi¢do de CG do elemento inserido e o ambiente do “isochore” receptor.
Observa-se também que elementos integrados em regides pobres em CG sd3o mais freqiientemente

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

Como ha uma coincidéncia entre os sitios inativos e grau de metilacdo, varios pesquisadores
sugeriram que a metilagdo poderia ser responsavel pelo controle da transposi¢cdo ao nivel de transcrigdo
(BESTOR; TYCKO, 1996; YOLDER et al., 1997). O’NEILL et al. (1998) mostraram a associago entre a
diminui¢do da metilagdo e ativagdo de retroeclementos, correlacionando o silenciamento a estabilidade do

genoma.

a) Elementos repetitivos moveis longos

Dentre os elementos repetitivos longos de origem viral os mais freqiientes em mamiferos sdo os
LTR (long terminal repeats) e os ndo LTRs (non LTRs), onde se encontram os LINES (long interspersed

elements) (BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007).

Os LTR caracterizam-se por apresentarem longas regides repetidas nas extremidades de suas
seqiiéncias integradas, com tamanho entre de 250 a 1.400 pb flanqueadas pela duplicag@o de 4 a 6 bases
correspondentes ao sitio de entrada no genoma. Esses elementos sdo transcritos pela RNA polimerase 11
durante o processo de mobilizagdo. A fita de mRNA gerada ndo apresenta cauda poliadenilada, e
freqiientemente possui introns, que sdo removidos antes da fita ser traduzida. De um modo geral, os

retroelementos possuem as informagdes necessarias para promover a sua retrotransposicdo (transcriptase
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reversa e/ ou integrase), mas ao contrario dos retrovirus, os genes do envelope viral estdo ausentes, ou
defectivos (LEWIN, 2004; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). Dentro desse grupo estdo os elementos 7y

(em levedura), copia (em drosdfila), IAP (em roedores) e THEI (em humanos) (LEWIN, 2004).

O segundo grupo de elementos moveis longos compreende a familia LINE. Inicialmente, esses
elementos foram classificados no grupo dos retroelementos de origem ndo viral, devido a presenga de
seqiiéncias poliadeniladas terminais e auséncia de LTRs, entretanto as analises das fases abertas de leitura
mostraram alta identidade com enzimas retrovirais responsaveis pela retrotransposicdo (LEWIN, 2004). A
estrutura dos LINEs apresenta duas fases abertas de leitura. A primeira codifica uma proteina semelhante
a gag com sitio de ligagdo com RNA e propriedade chaperonica para acidos nucléicos (HOHJOH;
SINGER, 1996; KOLOSHA; MARTIN, 1997; MARTIN; BUSHMAN, 2001; MARTIN et al., 2005), ¢ a
segunda fase aberta uma proteina do tipo polimerase com atividade endo-desoxiribonuclease e
transcritpase reversa (MATHIAS et al., 1991; FENG et al., 1996). As analises “in silico” dos sitios de
integracdo de LINEs sugerem a participagdo do mecanismo de reparo de dupla fita do DNA na

transposicdo destes elementos (ICHIYANAGI; OKADA, 2006).

Os LINEs compreendem pelo menos onze classes que sdo subdivididas em diferentes categorias.
As categorias distribuem-se nos genomas de um grande nimero de espécies eucaridticas (MALIK;
EICKBUSH, 1999; ARKHIPOVA; MESELSON, 2000). Dentre essas categorias, o “LINE-1” ¢ a mais
freqliente em mamiferos. Acredita-se que existam em torno de 50.000 — 100.000 copias desse elemento
por genoma da maioria das espécies (HWU et al., 1986; SMITH, 1996; HAN et al., 2007; BABUSHOK;
KAZAZIAN, 2007). Devido ao grande nimero de copias, sdo tidos como sitios preferenciais para mediar

recombina¢do homdloga desigual (FANNING; SINGER, 1987; BURWINKEL; KILIMANN, 1998).

Apenas 5% das sequiéncias LINEs-1 presentes estdo completas, o que corresponde a
aproximadamente 3500 copias por genoma. Os restantes 95% encontram-se truncados na sua por¢do 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 codigos de terminago da traducdo em suas seqiiéncias de DNA, o que impede
a sintese das proteinas responsaveis pela sua locomogio, sendo raros os elementos capazes de se transpor
a outros sitios no genoma. Mesmo os elementos potencialmente capazes, grande parte encontra-se inativa

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

para realizar a retrotransposi¢do (SASSAMAN, 1997; SELEME et al., 2006).

Fragmentos de LINE-1 degenerados estio presentes nas regides estruturais silenciosas,
regulatdrias e em regides transcritas de muitos genes, compondo principalmente introns. Esse elemento é
encontrado fazendo parte da estrutura gendmica do complexo de histocompatibilidade principal (CPH)
(emb I X87344 1), cadeia  dos receptores de linfocitos (gb I L36092), fator de coagulagdo (gb I M22333
I e gb I M64554 1), receptor para interleucinas (emb I X67285 I), fatores do complemento e genes para
Bglobina (gb 1 UO1317 1), entre outros (KAZAZIAN et al., 1988; MIKI, 1998; KAZAZIAN; MORAN,

1998).

Ostertag ¢ Kazazian (2005) mostraram maior ocorréncia de integracdes de LINE-1 nas
proximidades dos genes expressos. O fenomeno foi evidenciado pelas mudangas nos padrdes de
expressdo génica nas culturas de células neuronais. Babushok et al. (2006), através de estudos com
murinos transgénicos, também demonstraram a tendéncia de direcionamento das novas inser¢des de
LINE-1 para as regides intergénicas. Bernardi (1995) e Graham e Boissinot (2006), por sua vez,
observaram que os LINEs antigos estariam localizados preferencialmente nas regides ricas em AT e com
baixa concentracdo génica. Graham e Boissinot (2006) postularam que essa maior ocorréncia decorreria

da selecdo negativa dos eventos e ndo propriamente da preferéncia por estas regides.

Os LINE-1 sd3o mais abundantes nos cromossomos sexuais do que nos autossdmicos
(GRAHAM; BOISSINOT, 2006). Em humanos verificou-se que 89% dos 100 Kb do cromossomo X séo
constituidos por LINE-1. Esses elementos estdo ausentes no cluster que compreende os genes homeobox

do cromossomo (GRAHAM; BOISSINOT, 2006).

Existem diferengas evolucionarias dos LINEs-1 entre as espécies mamiferas. A divergéncia entre
o elemento LINE-1 murino ¢ 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 presenga de repeticdes com
aproximadamente 200 pb na regido 5° fosfato que antecede a ORF 1. Essas repeti¢des, ausentes em
LINE-1 de primatas, apresentam atividade promotora e ativadora da transcri¢io (GOODIER et al., 2001).
Embora a maioria dos LINE-1 tenha se inserido no genoma depois da divisdo entre primatas e roedores, o

padro de distribuicdo desse elemento transponivel nos dois genomas sdo muito semelhantes, sugerindo
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um mecanismo de reconhecimento de sitios de integracdo preferencial comum (GRAHAM; BOISSINOT,

2006).

Entre primatas a similaridade dos LINEs-1 ¢ elevada em relagdo aos demais mamiferos.
Verifica-se, por exemplo, grande semelhanca nos elementos isolados de humanos e de chipanzés.

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

A atividade do LINE no genoma ndo é uniforme entre os individuos da mesma espécie, o que
ocasiona variagdes quantitativas do elemento e conseqiientes variagdes 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 expressdo de LINE-1 ativos vem permitindo ampliar as informagdes sobre o
mecanismo de retrotransposi¢do 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 regido de
aproximadamente 1kb contendo varios cddigos sinalizadores para final de tradugo (“stop codons”) em
todas as fases de leituras (“frames”). Woodcock et al. (1996) mostraram que esta regido codifica dois
RNAs pequenos, um de 305 e outro de 275 b, cuja fungdo ainda € desconhecida. No LINE-1 humano a
regido 5’ ndo traduzida do gene apresenta um promotor interno localizado nas primeiras 100-150 bases e
uma seqiiéncia adicional de 670 bases responsavel pela ativagdo do elemento, com afinidade pela RNA
polimerase III (KUROSE et al., 1995; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). Segue-se a essa regido 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 seqiiéncia que ndo codifica proteina. Apds as ORFs observa-se que a
extremidade 3° OH que ndo ¢ traduzida apresenta sinalizac@io caracteristica para adi¢do de cauda poli A
pela RNA polimerase II, seguida pela seqliéncia terminal rica em “A”. Nos flancos dos elementos LINE-1
tipicos aparecem repetigdes diretas contendo de 2 a 20 pb decorrentes da duplicagdo do sitio de entrada
(FANNING; SINGER, 1987; LANKINEN et al, 1996.; MCGLYNN e col., 2002; BABUSHOK;
KAZAZIAN, 2007). A ORF-1 carrega informacdes para a sintese de uma proteina tipo gag de

aproximadamente 40 KDa (p40 ORF1), ¢ rica em residuos basicos e contém dominio leucina ziper. A
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proteina possui a capacidade de se ligar em seqiiéncias ndo especificas de RNAs. Em humanos e
camundongos apresenta propriedade chaperdnica para acidos nucléicos e forma particulas de
ribonucleoproteinas em linhagens de células teratocarcinomas de camundongo. A proteina ¢ essencial
para a retrotransposi¢ao, acelerando o anelamento e formagdo do duplex no ponto de inser¢do (MARTIN,
2006; BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). A ORF-2, localizada a aproximadamente 63 bases do final da
ORF-1, codifica uma proteina de aproximadamente 150 KDa que apresenta capacidade endonucleasica,
atividade transcriptase reversa e dominio terminal rico em Cisteina. Mutagdes nesse dominio reduzem
sensivelmente a capacidade de retrotransposi¢do sem, contudo, afetar a capacidade de retrotranscri¢do. O
produto da ORF 2 tem localizagdo predominantemente citoplasmatica e a perda da regido carboxiterminal

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

O mecanismo de transposi¢do dos LINE-1 estd em parte esclarecido. Para a mobilidade do
elemento ¢ necessario que as proteinas codificadas pelas duas ORFs estejam presentes e ativas
(KOLOSHA; MARTIN, 1997; HOHJOH; SINGER, 1997; revisto por BABUSHOK; KAZAZIAN,
2007). Ainda ndo esta claro se o elemento ¢ transcrito pela RNA polimerase II ou III, existindo evidéncias
de que a transcri¢do poderia se dar por ambos os processos (KUROSE et al., 1995; revisto por
BABUSHOK; KAZAZIAN, 2007). A geracdo da nova copia de LINE-1 no genoma requer a ruptura e o
reparo da fita de DNA alvo. A semelhanga das retrotransposi¢des de elementos LTR R2Bm, acredita-se
que a ruptura no sitio alvo geraria uma extremidade 3’ OH livre que atuaria como iniciador para a sintese
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 seqliéncia alvo preferencial de entrada dos LINE-1 no genoma
compreende os nucleotideos 5’- TTTT/AA — 3’ e suas variagdes (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 endonucledsica da ORF2 gera produtos de integragdo atipicos
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 retrotransposicio (BABUSHOK;
KAZAZIAN, 2007). Farkash e colaboradores. (2006a e b), com base nas observagdes “in silico” dos
elementos LINE-1 truncados de Zingler et al. (2005), postularam um segundo mecanismo de integragdo

com a participagdo de endonucleases do mecanismo reparo do DNA.
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Recentemente verificou-se a existéncia de retrogenes quiméricos compostos por copias de
transcritos celulares fusionados com a porgdo 3’ de elementos de transposi¢do. As quimeras retrovirais

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

O mecanismo de formag@o das quimeras associa genes expressos que aparentemente nao
apresentam similaridade de seqiiéncia com os retroelementos (BUZDIN et al., 2007). Todos os eventos
analisados apresentaram a seqiiéncia génica do hospedeiro e do elemento transponivel na mesma
orientagdo e poliadenilagdo na extremidade 3’OH. Aparentemente, ndo existiria um ponto preferencial de
jungdo entre os dois segmentos. Nos flancos da integracdo observam-se as repetigdes diretas

caracteristicas da duplicagdo do sitio de entrada do elemento no genoma (BUZDIN et al., 2007).

Em mamiferos, o elemento transponivel predominante nas quimeras ¢ o LINE-1. A analise dos
flancos dos elementos integrados mostrou as repetigdes caracteristicas do hexanucleotideo T,A4 e suas
variantes, correspondentes ao sitio de entrada do elemento (BUZDIN et al., 2003; BUZDIN et al., 2007).
As combinagdes de seqiiéncias decorrentes das fusdes vém contribuindo para a formagdo de novos genes

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

Inser¢des recentes de LINE-1 foram associadas a doengas, tanto em murinos como em humanos.
A integragdo da familia IAP (LINE-1 murino) foi identificada nas regides 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 coagulagdo VIII. Posteriormente, varias
outras muta¢des foram associadas a integra¢do “de novo” deste elemento (MIKI, 1998). CHEN et al.
(2005), em trabalho de revisdo, elencaram mais de 40 inser¢des de elementos LINE-1 no genoma
associadas a doengas. Apds os eventos de integragdo é freqiliente a ocorréncia de rearranjos complexos
com duplicagdes e dele¢des variadas (CHEN et al., 2005). MUSOVA et al. (2006) mostraram a
ocorréncia de inser¢do de um elemento LINE-1 no exon 44 seguida de rearranjo genético que ocasionou a

sindrome de distrofia muscular de Duchenne no paciente estudado.

Belgnaoui et al. (2006) sugerem a ativagdo do LINE-1 nas células tumorais para controle da
proliferagdo tumoral. Os autores observaram que a ativagdo de LINE-1 nesse tipo de célula gera multiplas

quebras na dupla fita do DNA desencadeando o processo apoptotico.
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b) Elementos repetitivos moveis curtos

Os elementos repetitivos mdveis curtos nao virais pertencem ao grupo dos non-LTRs.
Caracterizam-se pela auséncia de LTRs, duplicagdes de 7 a 21 pb nas extremidades do elemento
integrado; presenga de poliadenilacdo na extremidade 3’ OH; auséncia ou poucos introns e transcri¢do via
RNA polimerase II ou III (BLINOV 1998; LEWIN, 2004). Considerados inicialmente como elementos
estruturais sem fungdo, sabe-se hoje que muitos participam de sitios regulatérios, a exemplo das ilhas de
CpG e sitios 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 seqiiéncias repetitivas do tipo SINE (short interspersed elements) pertencem a esta categoria
de elementos mdveis curtos de origem ndo viral. Movimentam-se por retrotransposi¢do com o auxilio de
outros elementos moveis ativos, ja que ndo codificam as enzimas necessarias para a sua mobiliza¢do e sdo
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 contribuiram significativamente para a historia evolucionaria da maioria
das espécies eucaridticas (FAWCETT et al., 2006). Em vertebrados compde duas superfamilias CORE-
SINE e V SINE (KAZAZIAN, 2004; GILBERT; LABUDA, 1999; OGIWARA, 2002; FAWCETT et al.,
2006). Em plantas sua distribui¢do ¢ mais limitada, sendo encontradas familias de SINES do tipo AU

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

Dentre os SINEs, as seqiiéncias A/u sdo 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 copia a cada 6kb — 3kb. Sua distribui¢do nio ¢ randomica e normalmente sdo encontrados no
genoma proximos uns aos outros, como observado no gene Bat2 do 16cus HLA classe II que possui 42
repeticdes 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 milhdes de anos (BLINOV et al., 1998), mas a

forma monomérica também esta presente nestes organismos (ZUCMAN-ROSSI et al., 1997).
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O elemento 4/u, em murinos, ¢ um mondmero com aproximadamente 150 pb e é conhecido
como elemento B (B1 e B2). Acredita-se que os mondmeros tenham um ancestral comum homologo a

particula 7SL de RNA nuclear.

A familia 4/u é composta por varias subfamilias que apresentam identidade da ordem de 70 a
75% (DEININGER et al., 1992; DEININGER; BATZER, 1999). Descrevem-se inser¢des antigas e
recentes desse elemento, existindo subfamilias espécie especificas, a exemplo de alguns tipos de A/u

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

O Alu dimérico possui aproximadamente 280 pb, ¢ composto por dois mondmeros ligados por
uma regido rica em A, sendo o da extremidade 3’ (brago direito) aproximadamente trinta bases maiores
do que o da regifo 5’ (brago esquerdo). Apesar das diferencas estruturais entre a familia B e 4/u, ambos
possuem dois sitios promotores (A e B) para RNA polimerase III (BLINOV, 1998). No A/u primata, a
ligacdo da polimerase ocorre no brago esquerdo (MIGHELL et al., 1997). Em elementos de origem
recente ¢ possivel observar pequenas regides repetidas diretas nos flancos (WALLACE et al., 1991). A
recombinacdo homologa desigual entre elementos A/u ¢é freqiente e ndo randomica, ocorrendo

preferencialmente entre as regides A e B nos A/us diméricos (KASS et al., 1995).

Como esses elementos ndo possuem as enzimas necessarias para promoverem sua propria
retrotransposi¢do, contam com o auxilio 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 proteina codificada pela ORF 2 dos elementos
LINE-1 é requerida no processo e a transposi¢do pode ser bloqueada pela proteina APOBEC3G, uma
citidina deaminase que inibe a infec¢do pelo virus HIV, de forma independente da expressdo da proteina

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

Copias simples de A/u ou regides ricas em A/u sdo normalmente encontradas em locais com altos
teores de C/G, em regides proximas a ilhas CpG e flanqueando genes, introns e espagos intergénicos, mas
ndo dentro de regides transcritas (GRAFF et al., 1997; BLINOV et al., 1998). Existem controvérsias
quanto aos motivos dessa distribuicdo (GROVER et al., 2003; GROVER et al., 2004; JURKA, 2004;
HACKENBERG et al., 2005; CORDAUX et al., 2006). Contudo, estudos com populagdes antigas e
recentes de A/u sugerem que a entrada do elemento no genoma seria randomica havendo uma selegéo

positiva para aqueles inseridos em regides ndo transcritas ricas em C/G (BELLE; EYRE-WALKER,
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2002; CORDAUX et al., 2006; GU et al., 2007). Verificou-se que inser¢des novas do elemento Alu
podem eventualmente gerar interrup¢do de genes ou rearranjos complexos no local da insergio
ocasionando doencas genéticas (DEININGER; BATZER, 1999; CHEN et al., 2005; OKUBO et al.,

2007).

Varios trabalhos indicam que os elementos 4/u possam atuar na regulagdo da expressdo génica.
Rubin et al. (1994) sugerem a funcionalidade das seqiiéncias A/u em virtude da variagdo no seu padrdo de
metilagdo em diferentes tecidos. Graff e colaboradores (1997), propdem a participagdo das seqiiéncias 4/u
no processo de metilagdo “de novo” das regides CpG proximas. LANDER e colaboradores (2001)
mostram que os elementos 4/u podem introduzir a formagéo de novas ilhas CpG. Blinov e colaboradores
(1998), com base na potencialidade dos 4/us formarem estruturas triplex, sugerem que as seqiiéncias Alu
comporiam um cddigo espacial formado pelas combinagdes das diferentes repeticdes completas e

truncadas, diretas e invertidas.

¢) Estrutura repetitiva e cinetoplastos

O cinetoplasto é a organela que contém o DNA mitocondrial dos protozoarios da familia
kinetoplastidae. O DNA do cinetoplasto (kDNA) representa 10 a 15% do DNA total dos kinetoplastidea
(Rion e Dealin, 1969) e esta peculiarmente arranjado, formando uma estrutura complexa composta de
pequenos segmentos de DNA circular catenados (minicirculos) e de segmentos circulares maiores

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

Os maxicirculos estdo presentes na organela em numero de 25 a 100, conforme o
tripanossomatideo. Em termos de seqiiéncia de bases do DNA, observa-se que as moléculas de
maxicirculo apresentam um alto grau de homogeneidade entre si e carregam informacdes para a
biogénese mitocondrial. Os genes presentes nessas moléculas, diferentemente de outros eucariotos,
codificam RNAs mensageiros que apresentam discrepancias nas fases de leitura, quando comparados as
seqiiéncias das suas correspondentes proteinas, sugerindo participagdo de mecanismos de processamento

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

Os minicirculos variam em quantidade e tamanho entre os cinetoplastideos. Por exemplo, em
Trypanosoma brucei, essas moléculas variam entre 0,5 a 2,9 kilo bases (Kb) ¢ estdo presentes em mais de
10.000 copias por organela. No T. cruzi, a grande maioria dos minicirculos esta na faixa de tamanho entre

1,4 - 1,5 Kb, e ¢ composta por quatro regides varidveis semelhantes entre si, intercaladas, a cada 90° na
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molécula circular, por regides conservadas com aproximadamente 120 pares de bases (pb) (revisdo em
SIMPSON, 1997). A heterogeneidade dos minicirculos de tripanosomatideos ¢ observada tanto entre
espécies quanto dentro da espécie. Em 7. brucei, por exemplo, estima-se que existam 300 classes de
minicirculos diferentes, um nmimero bastante elevado quando comparado ao da espécie Trypanosoma
equiperdum cujos minicirculos apresentam alta homogeneidade na seqiiéncia de bases do DNA. Os
minicirculos de 7. cruzi apresentam grau intermediario de variabilidade em relagdo as categorias

estudadas (RIOU; YOT, 1977).

As linhagens de 7. cruzi podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com as
caracteristicas bioquimicas, isoenzimas e marcadores moleculares do DNA ribossomal, regides
espacadoras dos mini-exons e genes de maxicirculo. Apesar da distingdo filogenética entre os grupos, a

organizagao geral dos minicirculos de kDNAs permanece conservada (JUNQUEIRA et al., 2005).

Os minicirculos de kDNA sdo utilizados como marcadores moleculares para identificar a
presenca do parasita em testes diagndsticos e na caracterizagdo das populagdes (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 pods-transcricional dos RNAs

mitocondriais imaturos, através de um mecanismo peculiar de edigdo.

A principio, acreditava-se que os gRNAs eram codificados pelos maxicirculos, porém Sturm e
Simpson (1990) mostraram que provinham da transcri¢do dos minicirculos. Os gRNAs sdo 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 edi¢do promove modificagdes nas seqiiéncias de bases dos RNAs mensageiros
imaturos (pré-mRNAs) através da inser¢do ou, em alguns casos, pela remogio de residuos uridinilados da
molécula. O mecanismo proposto para o processo prevé a existéncia de uma molécula de gRNA com
seqiiéncia complementar em sua extremidade 5’-fosfato ao pré-mRNA. Inicialmente, haveria o
pareamento de 4 a 15 bases da regido complementar, que teria a finalidade de manter as fitas unidas. As
bases ndo pareadas da extremidade 3’-OH do gRNA teriam a fun¢@o de direcionar a edicdo (BLUM et al.,
1990; HAJDUK et al., 1993; revisto em SEIWERT, 1996; LUKES et al., 2005). Varios estudos sugerem

que a estrutura secundaria do pré-mRNA a ser editado ja seria suficiente para expor o sitio onde ocorreria
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a clivagem para a insercdo dos residuos uridinilados (PILLER et al., 1995a; 1995b; 1996; LUKES et al.,
2005). Porém, existem transcritos cuja exposicdo do sitio ¢ mediada pelo gRNA (KABLE et al., 1996;
SEIWERT et al., 1996; HAJDUK, 1997; LUKES et al., 2005). Apos a clivagem do pré-mRNA, as
enzimas uridilil transferase e/ou terminal uridilil exonuclease fariam, respectivamente, a adicdo ou
remogdo das uridinas de acordo as informagdes 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 edi¢do, o mRNA pode receber cddigos de iniciacdo, de terminagio, ocorrer mudangas
das fases de leitura ou aumento do mRNA, o que supostamente permitiria uma maior variabilidade de
transcritos (ALDER; HAJDUK, 1994 ¢ 1997; SEIWERT, 1996; LUKES et al., 2005). Esse processo esta
presente em varios tripanosomatideos: Herpetomonas, Crithidia, Leishmania e cinetoplastideos
correlacionados, tais como o Tripanoplasma (revisto por SCOTT, 1995) ¢ no T. cruzi (AVILA;

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 7. cruzi que correspondiam a seqiiéncias de minicirculos, mas sem as
caracteristicas tipicas de um gRNA, sugerindo que os minicirculos seriam potencialmente capazes de

codificar pequenos peptideos.

A quantidade de DNA presente no cinetoplasto varia em fungio do estagio de desenvolvimento
do parasita. Essa peculiaridade ¢ conhecida por descinetoplastidizagdo e se caracteriza pela perda parcial
ou total do kKDNA. O fendmeno foi detectado, em condi¢des naturais, nas formas sanguineas das espécies
T. equiperdum, T. evansi e T. brucei ¢ nas formas sanguineas de 7. cruzi, mas pode ocorrer em
conseqiiéncia de tratamento com drogas, tais como brometo de etidio, acriflavina, diamidinas e
compostos relacionados. Neste caso, as drogas atuariam ao nivel da enzima topoisomerase II, essencial

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

Em adi¢do, LEE et al. (1992a, 1992b, 1993) relataram o fendémeno conhecido como
transcinetoplastidizagdo, onde classes de minicirculos e seqliéncias de maxicirculo antes pouco
representadas passam a ser majoritarias, enquanto que as inicialmente bem representadas passam a ser
minoritarias. O fendmeno relatado para variantes de Leishmania mexicana, resistentes a arseniato e

tunicamicina se completa em 15 geracdes do parasita onde se observa populagdes intermedidrias no
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decorrer do processo (LEE et al.,, 1994). Embora ndo se conhecam os mecanismos de regulagdo que
promovam a expansdo ou perda de determinados kDNAs, acredita-se que este material genético seja de
extrema importancia na adaptagdo do parasita as diferentes condigdes do meio ambiente (LUKES et al.,

2005).

2.4 - Instabilidades de Seqiiéncias

a) Instabilidade de repeti¢ies do tipo satélites

Todos os organismos eucariotos possuem pequenas seqiiéncias repetidas multiplas vezes
(TAUTZ; SCHLOTTERER, 1994). Sao chamadas de microssatélites as regides que possuem de 10 a 60
unidades de repeti¢des seguidas de minisatélites e satélites, quando apresentam um nimero de repeticdes
entre 60 a 180 e acima deste valor, respectivamente. Estudos mostram que essas seqiiéncias ndo moveis
sdo mais instaveis quando comparadas ao restante do genoma (LEVINSON; GUTMAN, 1987;
HENDERSON; PETES, 1992; WEBER; WONG, 1993; WOJCIECHOWSKA et al., 2005), sendo a
alteracdo mais comum a amplificagdo ou redugdo no numero das repeticdes. O fendmeno foi observado
em produtos clonados em E. coli (LEVINSON; GUTMAN, 1987; STRAUSS et al., 1997), em leveduras
(STRAND et al, 1993 e 1995) ¢ em mamiferos (MODRICH; LAHUE, 1996; MARCADIER;

PEARSON, 2003; PEARSON; EDAMURA, 2005).

Foram identificadas pelo menos 40 doengas causadas pela variagdo no tamanho de satélites
(PEARSON et al., 2005; MESERVY, et al., 2003). Um exemplo ¢ o aumento das repeti¢des “CGG” no
sitio X-Fragil. Nessa doenca observa-se uma heranga estritamente materna, onde o alelo materno se
expande nas células somaticas do zigoto. Quando a pré-mutacdo ¢ de origem paterna, a expansio nio
ocorre (MCMURRAY, 1995). Acreditava-se que defeitos na meiose fossem as principais causas da
expansdo, contudo verificou-se que o fendmeno ocorre na faze pos-zigdtica da divisdo celular, mais
precisamente durante a replicagdo ou reparo do material genético (MARCADIER; PEARSON, 2003;

PEARSON; EDAMURA, 2005).

Conforme o tipo de seqiiéncias repetitivas existe a formacdo de estruturas secundarias do tipo
grampo ou al¢ca. Baseado nessas informagdes, McMurray (1995) propds mecanismos que poderiam
explicar a expansdo e/ou reducdo desses segmentos. A dissociagdo transitdria das fitas moldes e copia no
momento da replicacdo poderiam ocasionar a formagdo dessas estruturas secunddrias pela reassociagdo

incorreta das repetigdes. Essas estruturas sdo normalmente reconhecidas e removidas pelos mecanismos
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de reparo do DNA. Caso a alga se dé na fita mée, o reparo ocasionaria a perda de parte do segmento
repetitivo, enquanto que na fita filha, a continuidade da replicagdio geraria a expansdo das repeticdes na
fita nascente (KOKOSKA et al., 1998; MARCADIER; PEARSON, 2003). Apesar de outras teorias serem
plausiveis, 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).

Varias mutacdes que afetam o reparo de estruturas secundarias t€ém como conseqiiéncia a
elevagio da freqiiéncia de mutagdes em satélites. Em leveduras, a proteina Msh2 juntamente com a Msh3
ou Msh6 e MutL, homdloga a Mlhl e Pmsl, corrige a formagio de algas com até 14 nucleotideos. Algas
maiores sdo corrigidas por um mecanismo de reparo ndo usual, que envolve os genes Msh2 e Radl
(KIRKPATRICK; PETES, 1997). Aparentemente outras proteinas além das que participam do reparo
estdo envolvidas na estabilidade dessas regides. Muta¢des no gene rad27 (FENI de mamiferos),
responsavel pela atividade 5°-3” exonucledsica, atuam na remocdo da regido ribonucleotidica dos
fragmentos de Okasaki e na DNA polimerase d (po/3-f) promovem aumento na instabilidade de satélites
(KOKOSKA et al., 1998). Em humanos haveria a participagdo do complexo Mrel1-Rad50-NBS1 no
reparo dessas algas (PAULL; GELLERT, 1999). Haveria também a participacdo de outras enzimas
especificas (CONSTANTINOU et al., 2001) e de helicases (KAMATH-LOEB et al., 2001). Seqiiéncias
repetitivas simples quando clonadas tendem a sofrer dele¢des ou inversdo das repeticdes (MARCADIER;
PEARSON, 2003). Proximo aos sitios de quebra e jung@o da regido que sofreu a dele¢do ou inversdo

observa-se, normalmente, estruturas do DNA do tipo ndo 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
analises desses fragmentos mostraram que a instabilidade estaria correlacionada a presenca de seqiiéncias
repetidas diretas, invertidas e invertidas complementares, repeti¢des do tipo micro e mini satélites, todas
potencialmente capazes de promover estruturas ndo 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, duplicagdes, inversdes, translocagdes
de DNAs, com ou sem a presenca de regides de identidade nos sitios recombinativos (LEACH; STAHL,
1983; WYMAN et al., 1985 ¢ 1986; em MEIMA et al., 1997; STRADER; HOWELL, 1997; LEEM et al.,
2004). Em alguns casos observa-se o comprometimento de seqiiéncias do vetor inviabilizando a sua
multiplicagdo (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 sobreposi¢des de seqii€ncias clonadas
em vetores bacterianos e de leveduras, verificaram que as regides de instabilidade de quatro genes eram
constituidas principalmente por grandes blocos de micro e mini-satélites e alta densidade de repeti¢des do
tipo Alu. Outras seqiiéncias também identificadas como altamente instaveis em vetores bacterianos foram
as repeti¢des invertidas longas, seqiiéncias ricas em AT e seqiiéncias 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 regides repetitivas como a distdncia entre as mesmas estimulam a
recombinagdo (LOBACHEYV et al., 1998). Ja a presenc¢a de origens de replicago forte entre as repeti¢des
diminuem a recombinacg8o, sugerindo que essa seqiiéncia sinal poderia romper a estrutura secundaria que

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

Insertos ricos em CG clonados em plasmidios do tipo YACs podem ser instaveis em leveduras,
indicando a participagdo de estruturas peculiares no mecanismo recombinativo (revisto em BERNARDI,

1995).

Plasmidios que se mantém em grande numero de cdpias na célula hospedeira, independente de
presenca de insertos, podem sofrer recombinagdo, mesmo em hospedeiras deficientes para esse tipo de
mecanismo. Os produtos intermedidrios da recombinagdo formam estruturas do tipo cauda-cabega, onde
dois ou mais plasmidios ficam ligados entre si, podendo posteriormente ser resolvidos a forma
monomérica. Observa-se que 95% dos plasmidios mantidos em E. coli estdo na forma monomérica, ¢ 5%

na forma de dimeros, trimeros ou tetrdimeros (BOE; TOLKER-NIELSEN, 1997).

Esses segmentos, eventualmente, sdo estabilizados quando a linhagem hospedeira é deficiente
para enzimas do mecanismo de reparo e salvaguardas do DNA (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al.,

1985 ¢ 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 influéncia das estruturas primarias e secundarias de insertos
com diferentes tipos repeti¢des diretas na estabilidade de plasmidios. Esses autores concluiram que as
repetigdes sdo capazes de formar estruturas que podem ser removidas ou amplificadas, mesmo em
bactérias hospedeiras deficientes em RecA (principal enzima responsavel pela recombinagio). Outra
observacdo ¢ a de que o niimero, o tamanho, a distincia entre as repeti¢des e a presenca de palindromos
influenciam na freqiiéncia dos rearranjos que resultam em perdas. Duplica¢des e inversdes ocorreriam a
uma taxa elevada, quando ndo houvesse uma repeti¢do direta ou invertida no seguimento contido entre

duas repetigdes diretas.

Vetores contendo palindromos superiores a 30 pb instaveis em plasmidios foram mantidos com
sucesso em fago A, utilizando hospedeiras deficientes para o gene recBC (exonuclease V) e sbcB

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

Repeticdes superiores a 300 pb mantiveram-se estaveis quando clonadas em fago A na
hospedeira E. coli recA" deficientes para recB, recC, e sbcB ou recD (WYMAN et al., 1985 e 1986).
Verificou-se também que a utilizagdo de vetores com sitios chi, e/ou gene gam funcional podem,

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

Apesar do grande niimero de vetores e linhagens hospedeiras geradas para acomodar segmentos
instaveis, a ndo clonabilidade ainda representa obstaculo 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 seqiiéncias
eucaridticas ¢ de dificil clonagem e as regides reconhecidas como instaveis permanecem nos rascunhos

dos bancos gendmicos até sua plena elucidagdo (LEEM et al., 2004).

¢) Instabilidade e estruturas ndo B

O material genético, segundo o modelo predito por Watson e Crick (1953), ¢ constituido por
duas fitas de DNA pareadas de formas invertidas ¢ complementares unidas por ligagdes de hidrogénio,
que formam uma estrutura dupla hélice com giro passo direito, denominada B. Essa é a conformagio

predominante do material genético, contudo, de acordo com distribui¢do de bases puricas e pirimidicas 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; SHLOMALI, 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 ¢ 2007) ou quadruplas
(tetraplex) (KAUSHIK et al., 2007), ou nfo parear com a fita complementar e sim com segmentos na
propria fita formando algas, grampos ou estruturas cruciformes (LEWIN, 2004). Essas estruturas
alternativas foram demonstradas “in vitro” e em muitos casos se correlacionam a fendomenos biologicos
“in vivo”, associados ou ndo a quadros clinicos (KIYAMA; KIYAMA, 1996; SAMADASHWILY et al.,
1997; WANG, ¢ VASQUEZ, 2004; WOJCIECHOWSKA et al., 2005; WANG et al., 2006; WELLS,

2007; KAUSHIK et al., 2007).

Nas ultimas duas décadas muitos esfor¢os procuraram elucidar os mecanismos que promovem a
recombinacgdo através da identificacdo de enzimas envolvidas e assinaturas gendticas dos pontos de
rearranjo (PITTMAN; SCHIMENTI, 1998; GRINDLEY et al., 2006; DU et al., 2007). E apesar da
complexidade dos mecanismos de recombinacdo, foi possivel identificar a existéncia de um padrio: em
todos os casos relatados de segmentos instaveis verificou-se que a regifio era propensa a formar estruturas
do tipo nao 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 conformacdo do DNA seria um aspecto preponderante no processo (BACOLLA et al., 2004).

O efeito recombinogénico foi descrito para repetigdes tipo satélite (SAMADASHWILY et al.,
1997; MARCADIER; PEARSON et al., 2003; DERE et al., 2004; WOJCIECHOWSKA et al., 2005,
WANG, e VASQUEZ, 2004, 2006 ¢ 2007) regides com expectativa de estrutura Z e regides R.Y do gene
PKD1 (WANG et al., 2006; WANG; VASQUEZ, 2004; WANG; VASQUEZ, 2007), regides do tipo
curvatura e dobramento (LINIAL; SHLOMALI, 1987; KIYAMA; KIYAMA, 1996; KIYAMA et al., 1999;
BACOLLA et al., 2004), estrutura H, hélices triplas ou quadruplas (tetraplex) (KAUSHIK et al., 2007;
WANG; VASQUEZ, 2004), repeti¢des diretas, invertidas e invertidas complementares (LEACH;
STAHL, 1983; WYMAN et al.,, 1985 ¢ 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).
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Existe uma correlag@o entre os pontos de recombinag@o e bandamento cromossdmico. Bandas R
e regides de intersecdo R/G s@o sitios preferenciais nos processos de trocas (incluindo translocacdes
espontineas, trocas de cromatides irmds, aberragdes cromossomicas, quiasmas mitoticos) e sitios frageis.
A anadlise da composi¢do de bases dos quiasmas mostra alta concentragdo de CG (EYRE-WALKER,
1993). Dentre elas seqiiéncia do tipo A/u, 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 integragdo de DNAs exdgenos ndo virais ocorresse
aleatoriamente pelo genoma, porém sdo muitas as evidéncias de sitios e cromossomos preferenciais
(RIJKERS et al., 1994). Milot et al. (1994) observaram que 9 dentre 10 seqiiéncias provenientes de sitios
de integracdo de retroelementos virais estavam correlacionados a presencga de estruturas do tipo bend,

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

O DNA exo6geno pode entrar em copia simples ou formar regides com multiplas copias, sendo
normal a orientagdo cauda-cabeca. MacFarlane et al. (1996) correlacionaram os consensos encontrados
nos sitios de recombinag@o com os da seqliéncia Chi de bactéria e propuseram a participacdo da enzima
topoisomerase I no mecanismo de integragdo. Da mesma forma, Macleod et al. (1991) sugeriram que a
topoisomerase | poderia favorecer a integracdo de uma marca de resisténcia clonada. Além do mais, a
semelhanga de uma pequena regido nas extremidades da construg@o direcionaria a entrada para regides
internas ou adjacentes a ilhas CpG presentes em promotores ativos. Bullock et al. (1985) também

mostraram a associagio entre sitios para topoisomerase I e a recombinag@o ndo homologa de fagos.

Seqiiéncias repetitivas do tipo micro e minissatélite apresentam modificagdes na mobilidade
eletroforética e s@o potencialmente capazes de formar estruturas do tipo ndo B. Regides que
compreendem segmentos repetitivos do tipo CTG/CAG, CCTG/CAGG e GAA/TTC podem adotar
estruturas do tipo desligamento transientes, grampo, al¢as, assumir estrutura do tipo triplex, tetraplex,

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

Wahls et al. (1990) sugerem que microssatélites poderiam servir como sitio especifico de
clivagem do DNA e promover a recombinagio, apos analisar a influéncia de uma regido consenso de

microssatélite clonado e o efeito na freqiiéncia da recombinagio.
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Sarkar et al. (1988) mostraram que a estabilizagdo do microssatélite (CTG);s.so em hospedeiras
mutantes para SbcB, uma proteina que modula a clivagem da fita simples do DNA ou degradacio de
segmentos de DNA duplex a partir de quebras na dupla fita, sugerindo a formagdo de estruturas

secundarias ndo B.

Dere e colaboradores (2004) mostraram que a estrutura repetitiva microssatélite (CAGG),s adota
estruturas ndo B do tipo grampo, enquanto que a fita complementar com a repeti¢do (CCTG),6 no possui

essa propensao.

Seqiiéncias de bases potencialmente formadoras de estruturas do tipo Z-DNA in vitro, sdo
reconhecidas pela proteina recl (KMIEC et al., 1985; STEINMETZ, 1986). As repeticdes CAGG
presentes na regido EB no sitio recombinativo do complexo de histocompatibilidade principal

assemelham-se as estruturas Z formadas pelas repetigdes CGGG (STEINMETZ, 1986).

Sitios preferenciais de recombinagdo (hotspot) foram caracterizados em alguns genes. No
cromossomo 17 murino, a regido que compreende o complexo de histocompatibilidade principal
apresenta 4 regides com alta freqiiéncia de recombina¢do (STEINMETZ et al., 1982 ¢ 1986; SHIROISHI
et al,, 1995). Duas dessas regides estdo bem caracterizadas. A primeira localiza-se na por¢do 3' do
segundo intron do gene Eb e compreende uma regido de 1kb. O sitio recombinativo apresenta algumas
estruturas que podem atuar como ativadoras da recombinagdo. A primeira delas ¢ uma seqiiéncia
repetitiva que contém 10 a 18 unidades de "AGGC" denominada MT, que aparece a uma freqiiéncia de 1
para cada 100 kb (KOBORI et al., 1986; BRYDA et al., 1992). Essa unidade de repeticdo lembra a
seqiiéncia Chi, que em bactérias estimula a recombinag@o e integragdo de bacteriofagos (LEWIN, 2004;
BRYDA et al., 1992; PITTMAN; SCHIMENTI, 1998). Na mesma regido existiriam outras duas
seqiiéncias freqiientemente associadas a sitios recombinativos: um fragmento de um retroelemento de
origem viral (LTR) e um minissatélite. Acredita-se que a ligagdo de fatores de transcri¢do pode
influenciar a atividade de recombinacdo em sitios especificos proximos (revisto por PITTMAN;
SCHIMENTI, 1998). Nessa regido, estio presentes também dois sitios de ligagdo de fatores de
transcrigdo: a seqiiéncia B, que é reconhecida pelos fatores H2TF1/ KBF1, e NF, e um dominio
octamero de ligacdo. A sensibilidade 8 DNAse também esta associada a sitios recombinativos e ¢ um
indicativo da presenga de estruturas ndo B do tipo bend (GABRIELIAN et al., 1996). Vizinhos ao
“hotspot” existiram dois pontos de hipersensibilidade a DNAse I, sendo um especifico do paquiteno na

meiose. O segundo "hotspot" é uma regido de 2 kb localizada adjacente ao gene Lmp2. Como na situagéo
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anterior, foram encontradas varias seqiiéncias que favorecem a recombinacdo no local, tais como uma
repeti¢io (CAGA)4-6, uma regido semelhante a um LTR e uma seqiiéncia medianamente repetitiva, mas

ndo foi encontrado sitio de hipersensibilidade a DNAse (revisto por PITTMAN; SCHIMENTI, 1998).

Observa-se em regides com repeti¢des formadoras de estruturas ndo B a presenca de quebras na
dupla fita nos pontos de formagdo dessas estruturas entre repeti¢des. Acredita-se que as quebras estariam
relacionadas a instabilidade da regido (SARKAR et al.,, 1998; BACOLLA et al., 2004; WELLS;
ASHIZAWA, 2006, WOJCIECHOWSKA et al., 2006). Supde-se que a baixa estabilidade dessas
conformagdes poderia dificultar ou impedir a replicagio (SAMADASHWILY et al, 1997) e ou

transcrigdo (BOWATER; WELLS, 2001; MIRKIN; MIRKIN, 2005).

Visando dar continuidade aos estudos da integracdo de minicirculos de kDNA de Trypanosoma
cruzi no genoma hospedeiro, no presente trabalho estudou-se a instabilidade genética das regides
gendmicas contendo minicirculos de kDNA clonadas em diversos vetores e hospedeiros bacterianos e a
presenca de alteragdes estruturais nos possiveis pontos de integracdo e regides rearranjadas obtidas de

bancos de dados.
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II. OBJETIVO

1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar as regides de integracdo de minicirculos de kDNA no genoma hospedeiro.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar sitios de integracdo de kDNA de T. cruzi em macrofagos humanos pela infeccdo

natural in vitro.

b) Seqiienciar os sitios de integracdo e verificar as caracteristicas estruturais dos eventos.

¢) Analisar a periodicidade dos fragmentos de kDNA, e do DNA da célula hospedeira,

covalentemente ligados e suas caracteristicas pela modelagem molecular.
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III. MATERIAL E METODOS
1. CULTURAS DE CELULAS

1.1 - Cultura de macréfagos humano linhagem U937, e obtencio de linhagens clonais

kDNA integrada

Macroéfagos 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 virus e micoplasmas
(Laborclin Curitiba Brasil), 100 IU/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e 250 mM L-
glutamina (Sigma Chemical Co.), numa atmosfera de CO, a 5%. Esta linhagem foi adquirida da colecdo
de cultura de células, Fundagdo Bio-Rio, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Recentemente, foi feita
autenticagdo da linhagem U937 tendo sido confirmada sua origem de humano (SIMOES-BARBOSA et

al. 2006).

Os clones celulares Al1, C4 e C6 de macrofagos transfectados com minicirculos de kDNA,
foram obtidos por Argafiaraz (1996) a partir da erradicagdo da infec¢do de macréfagos U937 com formas
tripomastigotas do estoque Berenice de 7. cruzi. A infecgdo foi feita observando-se a relacdo de 1:5. Dez
dias apds a infec¢do, as culturas foram tratadas com trés doses de 100 pg/mL da droga tripanocida
benzonidazol (Roche Ind. Farmacéutica -Suica), em intervalos de 5 dias alternados. Apds o tratamento, a
erradicacdo da infec¢do foi conferida pela auséncia de 7. cruzi no meio de cultura apds repiques
sucessivos. As células passaram por sucessivas etapas de diluicdo e cultivo para a obtencdo dos clones
celulares. As células tratadas foram também semeadas no meio de cultura LIT (ARGANARAZ, 1996).
Aliquotas desse meio foram examinadas por microscopia Optica, apds 30 dias de cultivo a 27 °C, e foram
utilizados na inoculagdo de camundongos recém-nascidos. Xenodiagosticos e subculturas do sangue
destes animais foram persistentemente negativos. A erradicagéo do 7. cruzi foi confirmada por Argafiaraz
(1996), também, pela auséncia de amplificacdo das amostras celulares por PCR com iniciadores (primers)
para seqiiéncias repetitivas especificas do DNA nuclear do parasita (Tczl e Tcz2; Ponl e Pon2). As
linhagens celulares negativas para seqiiéncias nucleares de 7. cruzi, mas que apresentaram amplificagdo
por PCR com iniciadores de minicirculo de kDNA (SK35 e SK36; SK34 ¢ 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 solido foi preparado com a adigdo de 1,5% de agar-agar bacterioldgico
(Merck) purificado e isento de inibidores, e nas infecgdes virais, € 0 meio “top agar” com 0,72% Agar
Noble Sigma Chemical Inc. De acordo com a recomendac@o de cultivo de cada vetor, os meios foram
suplementados com 50 a 100 pug/mL de ampicilina (Biobras). Nos experimentos de expressio, a indugdo

foi feita pela adi¢do de 100 pg/mL de IPTG (isopropiltiol-B-D-galactosideo) — Gibco-BRL.

Salvo alguma recomendagdo especifica do protocolo, as bactérias foram cultivadas a 37 °C,
durante 14 a 18 h, em meio liquido sob agitacdo de 220 rpm. O cultivo em meio sélido foi realizado a 37
°C até a visualizag¢do de coldonias com didmetro aproximado de 1 mm, o que corresponde a periodo de

incubagdo entre 14 a 18 h, conforme as caracteristicas genotipicas da hospedeira.

Formas epimastigotas de 7. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
suplementado com 5% de soro fetal bovino, contendo 100 UI/mL de penicilina e 100 ug/mL de

estreptomicina, sob agitacdo a 28 °C (Camargo, 1964).

1.3 - Clones bacterianos contendo segmentos vindos de regides de KDNA integrados no

genoma mamifero

Partindo da premissa de que DNAs exdgenos se incorporariam ao genoma em multiplos sitios,
geralmente proximos uns aos outros (MCFARLANE; WILSON, 1996), Argafiaraz (1996) amplificou por
PCR o DNA mamifero transfectado com minicirculos de kDNA, utilizando individualmente os
iniciadores SK36 e SK35, que anelam especificamente nas regides conservadas destas moléculas. Os
produtos obtidos foram clonados no vetor PCRII, mantidos na bactéria hospedeira E. coli — DH5a. A
selecdo dos insertos hibridos kDNA/DNA hospedeiro foi feita por meio da técnica de Southern blot,
conforme descrito por Argafiaraz (1996): os insertos foram liberados do plasmidio por digestdo
enzimatica com a enzima EcoR I, isolados do gel de agarose, e radiomarcados para servirem como sonda
na hibrida¢do dos DNAs de macrofago normal e de 7. cruzi. Desta forma foram selecionados os insertos
A, B, C, D, E, F e G, que apresentaram duplo sinal de hibridagdo. Estes clones foram cedidos para
seqiienciamento e analise, sendo que os clones A e B foram apresentados por Argafiaraz (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 amplificagdo do DNA de macrofago de coelho com iniciadores SK36, por Nadjar Nizt e

cedidos para seqiienciamento e analise.

2. GENOTIPOS E ORIGEM DAS BACTERIAS

a) Fago

Agt10 — Huynh et al., 1985 (em Sambroock et al.,1989)

AsrIA1 °b527 sriA3 Cimm434 (sri434+) sviA4 °srIAS5 °

b) Escherichia coli

DH5a (Focus, 1986 - Gibco — BRL)
recAl, endA1 gyrA96, relAl, thi-1, supE44, hsdR17(r,, m"), X', deoR, $80lacZAM15,

A (lacZY A-argF), phoA.

INVaF’ (Invitrogen)
recAl, endAl, gyrA96, relAl, thi-1, supE44, hsdR17(t-, mt), A-, $80lacZAMI15 A

(lacZYA-argF) U169, F°.

DHS5aMCR (Jeesse and Bloom, 1988 — Gibco — BRL)
recAl, endAl gyrA96, relAl, thi-1, supE44, A- , deoR, $80lacZAMI15 A (lacZY A-

argF) U169, F-, mcrA, A(mrr - hsdRMS- mcrBC-).

XL1-blue MRF’ (Stratagene)
recAl, endAl, gyrA96, relAl, thi-1, supE44, [F’proAB, lacqZAM15 Tnl0 (Tetr)],

A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173

XL1gold
Tetr (mcrA) 183 D (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 A1, supE44 thi-1, recAl, gyrA96, relAl,

lac Hte [FproAB, laclqZDM15, Tn10 (Tetr), Amy, Camr]

SURE Cells (Stratagene)
endAl, gyrA96, relAl, thi-1, supE44, [F’proAB, lacqZAM15 Tnl0 (Tetr)], el4-

(McrA-), A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, lac, recB, recl, sbcC, uvrC umuC::Tn5 (Kanr)
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CES201 (CGSC strains #6821E. coli Genetic Stock Center — Yale University - USA)
A (gpt-proA) 62, lac Y1, tsx-33, gal k2 (Oc), A-, rac -, sbc B15, his G4 (Oc), rfbD1,
A(recA — srl) 306, s7IR301::Tn10, recC22, recB21, rpsL31 (strR), kdgK51, xylAS, mtl-1, argE3

(Oc), thi-1, hsdR®

C600hfT

eld” (McrA ") supE44 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA21 hflal150::Tnl0

3. CONFIRMACAO DA NAO REVERSAO DA MARCA GENETICA RECA, NA LINHAGEM
BACTERIANA XL1-BLUE MRF’

A confirmagdo da presenca da mutacdo foi realizada através do método descrito em
SAMBROOK et al. (1989). O pré indculo bacteriano teste XL1-Blue MRF’ e o controle C600hfI foi
cultivados em meio liquido NZY durante a noite ¢ em seguida semeados em placa contendo o meio de
cultura sélido. Segmentos das placas foram cobertos de forma a ndo permitir a incidéncia de radiagdo
ultravioleta. As placas foram expostas a esta radiagdo pelos tempos de 10, 20 e 30 segundos, sendo

posteriormente incubadas durante a noite a 37 °C, para visualiza¢do do resultado.

4. EXTRACAO DE DNA

4.1 - Genomico

Os DNAs gendmicos, tanto de macréfagos normais, de suas linhagens subclonais e 7. cruzi
foram extraidos pelo método descrito por Gross-Berllard et al. (1972) com modificagdes. As células em
cultura foram quantificadas, e centrifugadas a 500 x g x Smin para sedimentacdo e remog¢do do meio de
cultivo. Em seguida o material foi lavado por duas vezes a 500 x g x 5 min. com 10 mL de tampao PBS
gelado. O sedimento foi entdo ressuspenso em 0,3 mL ou em 1 mL de tamp3o de digestdo por cada 3 x
107 ou acima deste valor, respectivamente (tampdo de digestao: 100 mM NaCl; 10 mM Tris HCI 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 agitacdo. No dia seguinte, adicionou-se
igual volume de clorofane (24 partes de fenol tamponado pH 8,0, 23 partes de cloroférmio, 1 parte de
alcool isoamilico), fez-se a homogeneizagio, e a centrifugacdo a 1700 x g x 10min, sendo esta etapa
repetida pelo menos mais uma vez. Adicionou-se %> volume de acetato de amoénia 7,5 M e 2 volumes de

etanol 100%. Neste ponto obteve-se a precipitagdo do DNA na altura do meio frasco, que foi enrolado em
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bastdo de vidro novo e estéril, lavado em etanol 70% e dissolvido em TE (10 mM Tris HCI1 pH 8,0; 1| mM
EDTA, ajustado para pH 8,0). Adicionou-se 0,1% de SDS e 1 pg/mL de RNAse (livre de DNAse), e o
material foi incubado por 1 a 2 h a 37°C. A mistura foi entdo dualizada a 4 °C com 100 volumes de TE,
por pelo menos 24 h. O DNA foi aliqiiotado 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 extraido por este método

guardado nestas condigdes foi estavel por mais de um ano.

4.2 - Extraciio de kKDNA

A extra¢do 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 entdo as
células em tampao NET100 (0,1 mM de NaCl, 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris HCI pH 8,0) na propor¢éo de
630 pL de tampdo para cada 3 x 107 células. Acrescentou-se & mistura 71 pL de SDS 10% e 7 pL de
proteinase K (20 mg/mL), sendo incubada por 1 h a 37 °C, sob leve agitacdo. Em seguida a mistura foi
vigorosamente homogeneizada com a pipeta e transferida para um colchdo de sacarose 20 em tampéao
NET100, e centrifugado a 14.000 rpm em microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C. O precipitado foi
ressuspenso em 30 pL do sobrenadante, acrescido de 680 uL de NET100 e mais uma vez centrifugado.
Repetiu-se este procedimento mais uma vez, sendo que no final ressuspendeu-se em 50 pL em invés de
30 pL. A mistura foi entdo dialisada a 4 °C com 100 volumes de TE, por 24 h com pelo menos duas
trocas do tampao. O kDNA foi mantido em boas condigdes de uso a 4 a 8 °C por de até 6 meses, aliquotas

que ndo seriam usadas a curto espago de tempo foram guardadas a —20 °C, por até 2 anos.

4.3 - Extraciio de Plasmidios

As extracdes de plasmidios foram feitas por diferentes métodos de acordo com a destinag@o
posterior do material. Nas triagens, foram empregadas as mini-extragdes alcalina descrita por Ish-
Horowicz e Burke (1981) citados em SAMBROOK et al. (1989). Para clonagens e seqiienciamento os
plasmidios foram extraidos pelo kit de purificagdo Wizard (Promega), conforme recomendagdo do

fabricante, ou por maxiprep, quando os testes requeriam varias etapas de manipulagéo.

Lise Alcalina: O método de extracdo 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 centrifugagdo e o sedimento ressuspenso em 200 pL de tampao TE mantido no gelo por
5 min. Em seguida, sempre retornando o tubo ao gelo, adicionou-se 360 puL de solugdo de lise (0,4 M
NaOH, SDS 2% em 4gua), preparadas no momento do uso, sendo a mistura homogeneizada,
delicadamente, por inversdo do tubo. Em seguida, adicionou-se 310 uL de NaOAc 3 M pH 4,0 e realizou-
se nova homogeneizagdo. A partir desta etapa todos os procedimentos foram feitos a temperatura
ambiente, a mistura foi entdo centrifugada por 5 min. a velocidade maxima em microcentrifuga. O
sobrenadante foi removido para outro tubo e acrescido de 750 puL de isopropanol, nesta etapa ocorreu a
precipitacio do DNA plasmidial, que foi coletado por centrifugagdo a 14.000 rpm por 5 min. Com a
finalidade de remover as proteinas contaminantes, os plasmidios foram ressuspensos em 200 pL TE,
sendo adicionado 110 pL de acetato de amoénia 7,5 M. A mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 15
min. e o sobrenadante transferido para outro tubo. Apos acréscimo de 750 puL de etanol 90% (em agua),
procedeu-se a centrifugagdo a 14.000 rpm por 5 min., descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o
precipitado em 200 pL de TE. Os plasmidios purificados foram precipitados pela adi¢do de 10 pL de 3 M
NaOAc pH 4,0 e 450 pL de etanol, seguido de centrifugagdo a 14.000 rpm por 5 min. O sedimento foi,
entdo, lavado com etanol 70%, secado por 5 min. no vacuo, e ressuspenso em 40 uL de TE com 1 pL de

RNAse (10 mg/mL). As preparagdes plasmidiais foram mantidas a temperatura de 4 a 8 °C.

Maxiprep: A extragdo de plasmidio em grande escala foi feita pelo método de purificacdo em

polietileno-glicol PEG, de acordo com protocolo de Treisman descrito em SAMBROOK (1989).

5. DIGESTAO DO DNA E TRATAMENTO COM FOSFATASE ALCALINA

Os DNAs genomicos, plasmidiais ¢ KDNAs foram digeridos de acordo com a especificagdo do
fabricante de cada enzima, com os tampdes compativeis e nas temperaturas recomendadas. No caso de
DNA gendmico foram feitas digestdes que continham de 16 a 60 pg DNAs por tubo, ajustadas para um
volume final de reagdo de 200 a 1000 pL, com 1 a 3,5 U de enzima/ug de DNA de acordo com a
especificagdo da enzima, sendo incubadas durante 16 horas. No caso de plasmidios e kKDNA a mistura foi

feita para 0,3 a 1 ng de DNA em volumes nfo superiores a 20 pL.

Os plasmidios e fagos destinados a clonagens foram tratados com a enzima fosfatase alcalina
(CIAP - Pharmacia) para aumentar a eficiéncia da ligacdo inserto/vetor, de acordo com a recomendagéo

do fabricante para aquela enzima.
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Ap0s os tratamentos enzimaticos, as enzimas ou foram inativadas por aquecimento, ou extraidas
com 1 volume de clorofane, seguida de uma segunda extragdo com 1 volume clorofil, sendo o DNA
precipitado com 1/10 volumes de 3 M NaOAc pH 4,0 ¢ 2 volumes de etanol 100%, lavado com etanol

70%, e ressuspenso em TE ou H,O, conforme a necessidade de cada experimento.

6. ANALISE ELETROFORETICA: PURIFICACAO DO DNA A PARTIR DE GEIS

6.1 - Agarose

Os DNAs obtidos de diferentes origens foram visualizados em géis com porcentagens de agarose
que variaram em fungdo do tamanho esperado do inserto (SAMBROOK et al.,1989). De um modo geral,
os gendmicos foram analisados em géis contendo 0,6% de agarose, sendo corados posteriormente em
solugdo do tampao com brometo de etidio (0,5 pg/mL). Os géis para DNAs menores, tais como
plasmidios e insertos, foram visualizados em agarose a 1% previamente misturada ao brometo de etidio
(0,5 pg/mL). O tampao empregado no preparo dos géis e na eletroforese foi o TBE 1X (90 mM Tris Base;

90 mM de 4cido bérico; 2,5 mM EDTA).

As bandas viisualizadas no gel foram isoladas com o kit QIAEx da QIAGEN (Alemanha),
conforme recomendagdo do fabricante. Em seguida, o DNA foi estocado em TE ou agua miliQ, de acordo

com as necessidades dos protocolos experimentais.

6.2 - Acrilamida

Os géis de acrilamida foram empregados nas andlises das reagbes de seqiienciamento, no
isolamento de bandas, verificagdo da qualidade dos iniciadores e marcagdes radioativas. As solucdes
foram preparadas a partir de estoques de acrilamida 20% (95 g de acrilamida; Sg de bisacrilamida; 8 M de
uréia; 50 mL de TBE 10X - gsp 500 mL com agua bidestilada) e TBE uréia (8§ M uréia; 50 mL TBE 10X -
gsp 500 mL com agua bidestilada), nas propor¢des 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 condi¢des) e analise de iniciadores ou

produtos marcados radioativamente por PCR.

Os géis para andlise e isolamento de bandas em poliacrilamida foram produzidos de acordo com
o protocolo do manual técnico do GenePrint STR Systems, Promega, com modificagdes nas

concentragdes dos géis (3 e 3,5%). As solugdes 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 dgua bidestilada (géis 3 ou 3,5%). Apds duas filtragens, acrescentou-se 250
pL de persulfato de amoénia 10% ¢ 25 pL 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? Ildinete Pereira do Laboratério de Biologia Molecular (UnB). No nosso laboratorio foram feitas
modificacdes de forma a atender as necessidades deste trabalho. Apds a corrida do DNA marcado
radioativamente, o gel foi aderido a uma folha de papel de filtro, e seco no sistema calor-vacuo, 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 regides de interesse. Os recortes foram transferidos
para tubos de microcentrifuga e imersos em quantidade suficiente de 4gua miliQ (normalmente entre 200
a 500 pL), incubados durante 30 min. a temperatura ambiente (TA) sendo em seguida fervidos a 100°C
por 15 min. Apoés 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 uL de glicogénio e 3,5 volumes de etanol 100%, para promover a precipitacdo 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 vacuo e ressuspenso em

20 pL de H,O miliQ. O DNA mantido a -20°C permaneceu estavel por no maximo 1 més.

7. INICIADORES, ADAPTADORES E SONDAS

Os oligonucleotidios utilizados como iniciadores para seqiiéncias conservadas de minicirculos
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/CYT/G)T.C; SK34 -5 ACA.CCA.ACC.CCA.ATC.GAA.CC 3’.

Foram desenhados trés oligonucleotidios derivados de LINE-1 a partir da seqiiéncia obtida do
clone HUMCI1, genbank acesso - gbIL19088I: LIRtal: 5> — CTG.GCC.AGA.ACT.TCC.AAC.AC - 3’;
LIRta2: 5 — GTT.TGT.AGT.TCT.CCT.TGA.AGA.G — 3°, LIRTsI: 5> — CAA.GCC.GGG.CAG.
AGA.CAC - 3’, que anelam no clone genbank HUMCL1 (DOMBROSKI et al.,1993), respectivamente,

nas posicdes: fita negativa, bases 4000 a 4002, e bases 4323 a 4348, e na fita positiva, bases 3542 a 3523.
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As seqiiéncias obtidas dos diversos segmentos de DNAs clonados a partir do genoma de
macrofagos transfectados e do 7. cruzi, originaram os oligonucleotidios: Mé6al: 5 —
CCT.TTG.ACA.AAA TTC.AACAACC — 3’ (posigdo 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 - GAGAGT.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’; Sar2: —
5’ — GTGT.GTG.TGT.GTG.TGT GTG.TAT.AC - 3’; S1: 5> — CGA. ATC.CAC.TCC. ACT.CCC.AC —
3 820 5 — GAG.TTG.AGT. GAA.GAA.TGG.AAT.G - 3’; M9S52: 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’; AI: 5° — ATG. TTC. AGG.GAA.AGG.GAC.TGT - 3’; 42: 5 - TTC
AGG.GAA.AGG.GAC.TGT.CTC - 3’; A3: 5°- TGT.TCA. GGG.AAA.GGG.ACT.GTC -3 ; 44 -5’

GTT.CAG.GGA.AAG.GGA.CTG.TCT -3".

Os oligonucleotidios utilizados como iniciadores na amplificacdo do gene mamifero [-actina
foram desenhados a partir da seqiiéncia acesso MMACTBR depositada no genebank. O produto esperado
da amplificagdo gerou um fragmento com 800 pb, correspondente ao gene sem o intron: BAs: 5° —
ATC.TGG.CAC.CAC.ACC.TTC.TAC.AAT.GAG.CTG.CG — 3’ - desenhado a partir da posi¢do 364 pb
fita negativa, do acesso MMACTBR; MpBAa: 5’ - CAT.CGT.ACT.
CCT.GCT.TGC.TGA.TCC.ACA. TCT.GC — 3’, iniciadores desenhado a partir da posi¢do 1139 pb da fita

positiva do acesso MMACTBR - Bactina murina;

Oligonucleotidios desenhados para a formagdo 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 compativel com extremidades geradas pela digestdo de DNAs com
Taq 1. pEco: 5° - AAT.TCT.CTC.GAG.CGG.CCG.CAT.CG - 3’, o anelamento deste iniciadores com o

Linkcla forma o adaptador LEco.

Todos os oligonucleotidios foram analisados quanto a auto complementaridade, temperatura de
anelamento, pelo programa DNAmam. No seqiienciamento, os iniciadores desenhados a partir de DNAs

clonados foram analisados, também, quanto a complementaridade com o vetor, e com o segmento ja
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seqiienciado, utilizado-se 0 mesmo programa. Nos experimentos de amplificagdo por PCR, os pares de

iniciadores foram desenhados de forma a evitar a auto amplificagao.

As sondas de kDNA foram obtidas pela extragdo e digestdo com EcoR I do kDNA do T. cruzi
estoque Berenice. A sonda 122 também foi obtida do estoque Berenice de 7. cruzi, a partir da clonagem
do produto de amplificacdo, entre os iniciadores SK67/SK34 correspondentes a regido conservada de

minicirculo de KDNA.

As marcagdes radioativas foram feitas com o e y P*> ATP ¢ aS* ATP (3000 Ci/mMol)
procedentes da Amersham (UK). As sondas o foram marcadas com kit “Random Iniciadores DNA
labelling system” e dNTPs da Gibco-BRL. As sondas y foram marcadas com enzima PNK
(polinucleotideo kinase) e seu respectivo tampdo da Promega. As sondas purificadas através de coluna

contendo Sephadex G-50, apresentaram atividade especifica média de 1 — 5 x 10° cpm/ug de DNA.

A marcacdo de fragmentos de tamanho intermediario, como no caso da sonda 122 pb, se deu
pelo método de PCR quente, onde o dATP foi substituido pelo y P*> ATP, com o intuito de melhorar a
atividade especifica da marcac@o. Neste caso a marcagio foi monitorada também em gel de acrilamida

desnaturante.

8. SOUTHERN BLOT

Apos eletroforeses em gel de agarose, os DNAs de interesse foram transferidos por capilaridade
para a membrana de “nylon Byodine B”, pelo método alcalino, conforme orientagdo do fabricante (Pall
Bio Suport. East Hills, NY 11548). Resumidamente, o protocolo consistiu de uma etapa de depurinizagio
com HCI 0,2 N por um periodo nio superior a 10 minutos, seguida de uma lavagem rapida em agua
destilada e incubagdo 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 sodio), em seguida, era posta para secar a temperatura ambiente. Quando

o DNA era menor que 4 kb omitiu-se a depurinizag@o.

A solugdo de pré-hibridag@o foi a mesma da hibridagdo [12 mL PEG 8000 50%, 20,4 mL dH,O,
21 mL SDS 20%, 4,5 mL SSPE 20X (175,3 g NaCl, 27,6 g, NaH,P0O,.H,0, 7,4 g EDTA para 1000 mL

dH,0, 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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modificagdes, com graus crescentes de estringéncias conforme descrito a seguir: duas vezes: SSC 2X ,
0,1%SDS, durante 15 min. a temperatura ambiente; e uma vez: SSC 0,1X , 0,1% SDS, durante 20 min. a
65 °C. Removido o excesso de liquido, a membrana umida 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 periodo de exposi¢do. No caso de reaproveitamento da
membrana para nova hibridagdo, a sonda anelada ao DNA fixado foi removida segundo recomendacéo do
fabricante, apds incubagdo a 65 °C por 60 min. com 20 mL de solugdo de formamida (110 mL de
Formamida, 20 mL de SSPE 20 X, 10 mL de SDS 20%, 60 mL de 4gua deionizada estéril) para cada cm®
de membrana. Realizado o tratamento, a membrana foi mergulhada no mesmo volume de uma solugéo
contendo 0,1 X de SSC e 0,1% de SDS, durante 1 min. a temperatura ambiente. Em seguida a membrana
dehibridada, ainda timida, foi novamente envolta no filme de PVC para nova exposi¢do, durante um
periodo de pelo menos 10 dias, com a finalidade de verificar a eficiéncia da remoc¢@o da sonda, antes da

nova hibridagao.

9. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR - POLIMERASE CHAIN REACTION)

As PCRs foram utilizadas para as confirmagdes da presenga do kDNA nas linhagens subclonais
de macrofagos, na obtencdo de segmentos de minicirculos a partir de 7. cruzi, em diferentes ocasides,
para amplificacdo de bandas isoladas de géis, ou de bancos gendmicos, nas estratégias de PCR inversa,
amplificacdo de flancos de kDNA clonado em vetores, no método de captura, e na obtengdo de sondas. A
quantidade de DNA wusados nas amplificagdes com diferentes iniciadores foram: 50ng de DNA
provenientes de bandas gendmicas isoladas; 2.10” pfu banco genémico em fago previamente fervidos por
5 min. em agua; 100 pg de kDNA de 7. cruzi. Estas quantidades foram definidas em fungéo do teste de

sensibilidade otimizado por Argafiaraz (1996), para iniciadores de kDNA.

De um modo geral as reagdes foram feitas para o volume final de 50 pL por amostra, com 0,5 U
de enzima Tag-polimerase, ou Tth, e respectivo tampao, 0,2 mM de cada ANTP e 20 pMoles do par de
iniciadores. No caso da enzima 7tk (Promega), foi feita a padroniza¢do da quantidade de Mg (OAc),

necessaria para a reacdo, que no nosso caso foi de 3 uL de uma solugédo 25 mM.

Como a maioria dos iniciadores foi desenhado para serem compativeis em amplificagdes 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.;
- Refrigeragdo a 4°C;

Nas situa¢des onde iniciadores dos vetores participavam das amplificagdes foram usados os

programas:

Programa Agtl10
- 94°C/2 min.;
- 30 ciclos: 53 °C/Imin; 72 °C/2 min; 94 °C/1min;
- 53°C/1 min,;
- 72°C/10 min.;
- Refrigeragdo a 4°C;

Programa plasmidio

- 95°C/2 min;
- 30 ciclos: 95 °C/1min; 46 °C/30s; 70 °C/1 min.;
- Refrigeragdo a 4°C;

Nas amplifica¢des de linkers com a enzima 7th:

Programa XI.Cla
- 94 °C/1 min.;
- 32 ciclos: 94 °C/30s; 68 °C/5min;
- 70°C/10 min.;
- Refrigeragdo a 4°C;

10. CLONAGENS

10.1 - Plasmidios

As clonagens de produtos de PCR foram feitas com o auxilio do kit TA (Invitrogen) no
plasmidios PCRII e PCR 2.1. Nas construgdes gendmicas enriquecidas e nas subclonagens, os plasmidios
foram cortados com as enzimas de restricdo apropriadas e tratados com fosfatase alcalina, conforme
descrito anteriormente. Na elaboragdo do banco enriquecido usou-se a relagdo de 200 ng de inserto para
200 ng de plasmidio tratado, e em subclonagem 100 ng de plasmidio e inserto, na relagdo dada pela

formula abaixo:
(tamanho do inserto em pb) x (100 ng do vetor)

X ng (inserto) =

(tamanho do plasmidio em pb)
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As misturas de ligagdo foram feitas para um volume final entre 10 — 20 pL com 5 a 10 unidades
weis de enzima T4 DNA ligase (Pharmacia) e seu tampdo a 1X de concentragdo, 1 mM de ATP e os
DNAs. A mistura foi incubada a 14 °C durante a noite, sendo inativada, posteriormente, por aquecimento,

conforme orienta¢do do fabricante.

10.2 - Transformacio

As transformagdes foram feitas com 25 a 50 ng de plasmidio ligado para cada 100 pL 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. Apds a
mistura das células ao DNA, foi feita a incubagdo em gelo durante pelo menos 30 min. Transcorrida a
incubagio, 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 pL de meio de cultura NZY, e a mistura foi levada para
incubar por 1 h a 37 °C com agitagdo de 225 rpm. Aliquotas de 50 uL — 100 puL foram semeadas em
placas de Petri contendo meio NZY sélido com ampicilina, e incubados a 37 °C conforme descrito no

item: 2-Culturas de Células.

Como sitio de clonagem da maioria dos vetores escolhidos esta dentro do gene 3 galactosidase, o
meio de cultivo sélido foi acrescido de 50 pg/mL de X-gal durante o preparo das placas, o que permitiu a
selegdo das bactérias que receberam plasmidios com insertos, em detrimento das que receberam apenas o

vetor vazio.

No caso da bactéria Sure cells a transformacédo foi feita também por eletroporagido, conforme

descrito em SAMBROOK (1989), sendo as aliquotas plaqueadas e cultivada como anteriormente.

11. CONFIRMACAO DA ORIGEM HIBRIDA DOS CLONES DO GRUPO A (A,CED)
Segmentos de DNA com sinais positivos quando hibridados com DNA de macrofago normal, e
com kDNA, foram clonados por Argafiaraz (1996), em plasmidio PCRII mantidos em E. coli DH5a. Trés
dos 5 clones (A, C, e D), cedidos para seqiienciamento e analise, apresentaram seqiiéncias de bases de
DNA, com os iniciadores (iniciadores) SK36 presentes em ambas as extremidades do segmento, em
orientagdo invertida e complementar quando comparados entre si. Apds o iniciador, seguiu-se uma
seqiiéncia de 5 bases com correspondéncia ao final das regides conservadas de minicirculo, e mais

internamente, uma seqiiéncia de DNA do hospedeiro correspondente a elemento da familia LINE — 1
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(L1), flanqueado por uma repeti¢do do tipo satélite III e uma regido com identidade ndo definida,
conforme mostrado na Figura 7. Com a finalidade de confirmar a suposta origem indicada pela analise
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 hibrida¢do por Southern de 25 ug de DNA gendmico de macréfago normal DNA e de 16
ug DNA total de 7. cruz, digeridos com a enzima de restrigdo EcoR I, sendo as condi¢des de transferéncia
dos DNAs para as membranas, hibridacdes e lavagens realizadas de acordo com o procedimento padrio

descrito no item 9.

11.1 - Isolamento da regiao satélite (MAS)

Inicialmente, foi feita a amplificagdo 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 1 e Hinf 1, sendo isolada do gel de agarose a banda de 100 pb
correspondente a regido satélite. Esta banda foi entdo diluida para 0,0lng e amplificada com os

iniciadores satl/sat2, novamente isolada do gel e marcada radioativamente por Random iniciador e PCR.

11.2 - Isolamento da Regido L1A

A regido L1A foi isolada a partir da amplificagdo do segmento m9s2/iniciador vetor (sp6) do
clone A (Figura 1), seguido de purificagdo e digestdo com a enzima Hinf I. A banda de 280 pb foi entdo

isolada em gel de agarose 2% e marcada por Random iniciador.

11.3 - Isolamento da Regido HVA

A regido variavel foi isolada conforme mostrado na Figura 1, a partir da digestdo do inserto Hinf
1/ Tag I com a enzima Rsa I seguido da purificacdo em agarose 2% e marcagdo da banda de 89 pb por

random iniciador.
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Figura 1. Sondas geradas a partir da subdivisdo do clone A para confirmagdo da origem hibrida dos
clones da familia LINE-1. Linhas: preta, vetor; vermelha, regido conservada de minicirculo de kDNA;
azul, regido variavel do minicirculo; amarela, satélite; verde, fragmento do elemento LINE-1. Estratégia
experimental para obtengdo da sonda MAS, L1A e HVA.
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12. AMPLIFICACAO DAS REGIOES DE INTEGRACAO COM INICIADORES DE LINE-1 E
DE MINICIRCULO DE KDNA

A partir das informagdes dos seqiienciamentos do grupo A, elaborou-se a estratégia experimental
apresentada na Figura 2, partindo do pressuposto de que a integracdo teria ocorrido dentro de um
segmento de LINE-1. Portanto, foram desenhados os oligonucleotidios: M6al, LIRTal, LIRTa2 e
LIRTs1, que em combina¢do com os iniciadores, Sk35 e Sk36, amplificaram, por PCR, os DNAs moldes
isolados da primeira partida de macrofagos transfectados “A” e “G” , e normais, bem como o de 7. cruzi.
As reagdes de amplificagdes foram feitas de acordo com o protocolo padrdo descrito no item 10 e o
programa utilizado foi o “kDNA”. Os produtos obtidos das amplificagdes, apds visualizagdo em gel de
agarose 1%, foram transferidos para membrana de “Nylon”, para hibridagdo com os oligonucleotidios
radio marcados: SK35, SK36, ou M6al, segundo a técnica de Southern blot descrita anteriormente, com a
finalidade de verificar a especificidade da amplificagdo. Apds a analise da auto-radiografia resultante, da
primeira hibridagdo, a membrana foi dehibridada, e em seguida rehibridada com o segundo
oligonucleotidio, e posteriormente com o terceiro, conforme procedimento detalhado no capitulo
Southern blot. Confirmado o sinal positivo nas trés hibridagdes, a banda de interesse foi isolada do gel de
agarose por QIAEX, ligada ao vetor PCRIIL, para transformagao da bactéria hospedeira INVaF’, de acordo
com os protocolos padrdes. Os transformantes foram selecionados como descrito no item: “Hibridagdo de
Colonia”.

Estratégia semelhante foi empregada para analisar amostras de DNA isoladas do sangue
proveniente de humanos chagasicos. O DNA foi obtido de acordo com o protocolo descrito em
SAMBROOK et al., 1989 e gentilmente cedido por Socorro Braga, para realizacdo da amplificagdo do
kDNA integrado através da mesma abordagem experimental. No caso, foram empregados os iniciadores
SK36, de regido conservada de minicirculos de kDNA, em combinagdo com o iniciador M6al, desenhado
a partir do LINE-1 do grupo A, de acordo com o protocolo padrdo usado nas PCRs, e programa kDNA. A
especificidade da amplificagdo 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 DH5a,
conforma protocolos ja descritos. Os insertos recuperados dos clones foram novamente hibridados por

Southern blot, e submetidos a seqiienciamento.
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13. CONSTRUCAO DO BANCO GENOMICO ENRIQUECIDO

13.1 - Abordagem I: Construcio do banco enriquecido em Fago A gt10.

Uma aliquota contendo 10 pg de DNA do fago foi digerida totalmente com a enzima EcoR 1, e
tratada com fosfatase alcalina conforme protocolo padrdo. O DNA de macrofago transfectado, utilizado
neste experimento, foi isolado da terceira partida de células em cultura, aproximadamente dois anos da
obtengdo das linhagens subclonais. A ligagdo com o DNA de macréfago enriquecido da regido positiva na
hibridagdo com kDNA foi feita de acordo com a recomendagdo descrita no kit Agtl0-EcoR I-CIAP-
Treated vector kit (Stratagene) para um volume final de 5 pL. Em resumo, as regides kDNA-positivas em
Southern blot, proveniente das linhagens subclonais Al11 e C4 digeridas com a enzima EcoR I, foram
isoladas do gel de agarose por QIAEx e quantificados por espectrofotometricamente a 260 nm. Para cada
construcgdo, 0,1 pg de DNA isolado foram misturados a 1 pg de DNA de fago tratado. Adicionou-se o
tampdo de ligagdo, o rATP, para as concentracdes finais de 1X e 1 mM respectivamente, 2 U de T4 DNA
ligase, e agua miliQ suficiente para completar o volume de reacdo. A ligacdo foi incubada 4°C durante
48h. Apos este periodo, os DNAs virais reanelados foram empacotadas com o auxilio do kit GIGAPAK

IIT Gold (Stratagene) de acordo com procedimento descrito no manual.

a) Preparo das Bactérias

As células utilizadas nas infecgdes virais foram preparadas a partir de colonias de bactérias
colhidas de placas com dois dias de semeadura, em 5 mL de meio LB acrescido de 10 mM de MgSO, e
0,2% (p/v) de maltose. O cultivo foi realizado durante a noite a 30 °C com 200 rpm de agitagdo. Na
manha seguinte, fez-se as leituras da densidade optica a 600 nm, sendo removido o meio de cultura , por
centrifugacdo 500 xg por 10 min., quando o valor da ODgy = 1,0. O sedimento foi ressuspenso para a

ODggo = 0,5 com 10 mM de MgSO, (estéril) gelado, e mantido no gelo até o momento do uso.

b) A infecgdo viral

O banco foi titulado e amplificado de acordo com manual publicado no kit Agt10/EcoR 1 /CIAP-
Treated vector kit (Stratagene). Na titulacdo uma aliquota de 200 pL de células preparadas conforme
descrito no item anterior foram misturadas a 1 pL do fago empacotado e outra aliquota a 0,1 pL, sendo
incubadas por 15 min. a 37 °C. Apds este periodo, foram adicionados 3 mL de top agar-NZY a 48°C,

misturados por inversdo do tubo, e, imediatamente vertidos para placas de 90 mm com NZY. O meio foi
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solidificado ap6s por 10 min. a temperatura ambiente, sendo posteriormente incubados a 37° por 14 a 18
h, até boa visualiza¢do das placas de lise. Na amplificaco, foram misturados aproximadamente 5.10* pfu
de bacteri6fagos para cada 600 pL 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.
Apods solidificagdo do meio de cultura, as células foram incubadas a 37 °C, até as placas de lise
alcancarem didmetros entre 1 a 2 mm. Ento, 8 a 10 mL de solugio tampao estéril de SM (5,8 g NaCl; 2,0
g do Mg SO,4.7 H,O, 50 mL de 1 M Tris-HCI pH 7,5; 5,0 mL de gelatina a 2% - p/v; dgua deionizada para
completar o volume de 1litro), foram adicionados as placas, que, por sua vez, foram incubadas com leve
agitacdo, a 4 °C durante a noite. Na manha seguinte, foram coletadas as solu¢des para um tubo estéril,
sendo feito uma lavagem adicional com mais 2 mL de tampdo SM, para coletar os fagos restantes. Ao
tubo com os fagos, foram adicionados 5% do volume final com cloroférmio, que foi incubado com
agitacdo leve por 15 min. a temperatura ambiente. Por fim, o material foi centrifugado 500 x g por 10
min., para remover residuos celulares. Acrescentou-se ao sobrenadante transferido para novo tubo, 0,3%

de cloroférmio, para estocagem a 4 °C.

Os bancos foram construidos utilizando-se as E. coli : XL1Blue MRF’, CES 201 e C600.

Selecdo dos fagos com sondas kDNA.

O banco foi diluido e titulado, como descrito anteriormente, para escolha da dilui¢do de trabalho,
de forma que a quantidade de fago nas placas, durante o 1° selecdo (screening) ficasse em torno de 5.000
— 10.000 pfu. Entdo, 2 a 5 uL da dilui¢do escolhida foram usadas para infectar 600 uL de células,

plaqueadas e incubadas conforme descrito na preparagido do banco.

A selegio dos fagos foi feita pelo método radioativo, em membrana de Nylon BIODINE A (Pall
Bio Suport. East Hills, NY 11548) de acordo com a recomendacdo 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, entdo, colocadas em contato com as placas de lise na superficie
do top agar-NZY, e marcada a posi¢@o, para incubag@o por mais lh a temperatura ambiente. Apds este
periodo, as placas foram refrigeradas a 4 °C durante 15 min., para facilitar a remocao das membranas. Os
fagos aderidos as membranas foram incubados por 5 min. em solugdes de desnaturacdo (0,5 M NaOH; 1,5

M NacCl), e de neutralizagdo (0,5 M Tris-HCI pH7,4; 1,5 M NacCl), sendo o DNA fixado pela secagem ao
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ar e posterior incubag@o a 80 °C por 30 min. em forno a vacuo. Concluido o tratamento, as membranas

foram pré-hibridadas, hibridadas, lavadas e expostas conforme descrito na sessdo Southern blot.

Os plaques positivos foram extraidos da agarose por incuba¢do com 500 pL tampdo SM a
temperatura ambiente, sob agitagdo de 225 rpm por 2 h, e submetidos a segunda etapa de isolamento.
Nesta etapa os fagos foram diluidos e titulados para a obtencdo de plaques mais isolados (200 a 600
placas de lise por placa), sendo que a diluigdo mais freqiiente para a obtengdo deste resultado foi a de 1:10
em tampdo SM. 2 a 5 pL da dilui¢do foram empregados na infec¢do de 200 pL das bactérias, que, por sua
vez, foram incubadas e plaqueadas como descrito, visando nova selecdo de positivos. Estas etapas foram

repetidas até a confirmagio do isolamento do fago selecionado.

¢) PCR para a confirmagdo do enriquecimento promovido pela selegdo.

Foram retiradas aliquotas do banco total, e de plaques positivos obtidos da primeira e segunda
etapa sele¢dio, com a finalidade de confirmar o enriquecimento dos fagos contendo os segmentos kDNA-
positivos. As aliquotas foram tituladas e diluidas de forma a conterem aproximadamente 10.000 pfus/uL.
Em seguida, foram adicionados a cada 10 pL de amostra, 90 pL de H,O miliQ, para incubagio a 70 °C
por 1 h. Posteriormente, as amostras foram transferidas para o gelo e submetidas a centrifugagdo para a

coleta do material condensado nas paredes do tubo.

Uma aliquota de 2 pL de cada amostra foi utilizada nas reagdes de PCR com o par de iniciadores
SK34/SK67 de acordo com protocolo descrito no item correspondente. Neste experimento foram

empregados o tamp@o e a enzima Tag-polimerase da Pharmacia.

14. ABORDAGEM II - CONSTRUCAO DO BANCO ENRIQUECIDO EM PLASMIDIO E
SELECAO DOS CLONES POSITIVOS POR SOUTHERN BLOT COM SONDA DE KDNA .

A mesma preparagdo de bandas gendmicas utilizadas no experimento anterior, de All e C4,
foram ligadas aos plasmidios e transformadas nas diferentes hospedeiras, de acordo com a metodologia
descrita em Clonagem e transformacgdo. Os transformantes que apresentaram coloracdo 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 hibridacdo de colonia 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 transferéncia, fixacdo, pré-hibridagdo e

lavagem foram idénticos ao descrito para a selecdo de fagos.

Os bancos foram construidos nas hospedeiras: DH5aMCR, 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 gendmico da linhagem subclonal C6,
isolado da primeira partida de cultivo desta célula, foi digerido com a enzima EcoR 1. Em seguida a banda
2,4 kb, positiva para kDNA, com aproximadamente 1pug de DNA, foi isolada em gel de agarose 1%. O
material foi purificado, circularizado e novamente precipitado, de acordo com a recomendagdo do

protocolo.

A PCR foi feita com os iniciadores SK35/SK36 de acordo com protocolo e programa padrio ja
descritos. As bandas superiores a 1,4 kb, visualizas em gel de agarose 1%, foram ligadas ao vetor PCRII e
transformadas na bactéria hospedeira DH5a ¢ INVaF’. Os clones positivos por hibridacdo de coldnia,
foram amplificados e tiveram os plasmidios extraidos por lise alcalina. O tamanho dos insertos foi
determinado por digestdo com a enzima EcoR I e visualizagdo em gel de agarose 1%. Os dois maiores
clones escolhidos aleatoriamente foram seqiienciados e analisados em banco de dados e com o auxilio do

programa DNAmam.
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16. ABORDAGEM 1V - PRC COM INICIADORES DE KDNA EM ASSOCIACAO COM
INICIADORES DOS VETORES

A Figura 3 mostra um resumo da estratégia experimental usada nesta abordagem para a
obtengdo do flanco de integracdo clonado em banco gendmico construido no vetor Agtl0. Nas
amplificagcdes foram empregados os pares de os iniciadores: SK34/A gt10R; SK34/L gt10F; SK35/A
gtlOR; SK35/h gtlOF. Uma aliquota de 10 pL do banco foi preparada com 90 puL de agua miliQ,
conforme descrito na PCR quantitativa. Em cada tubo foram colocados 2 pL da amostra, tampao, demais
reagentes e Tag-polimerase da Pharmacia, para um volume final de 50 pL, segundo descrito no item
PCR. O programa empregado para os quatro sistemas de amplificagdo foi o Agrl0. Os produtos
amplificados foram clonados no vetor PCR2.1 e transformados na bactéria XL1BlueMRF’. A selecdo foi
feita por hibridag¢@o de colonia com sonda 122 (regido conservada de kDNA). Os clones positivos foram
amplificados, sendo feita a extragdo de plasmidios, a determinag@o do tamanho dos insertos clonados por
analise em gel de agarose do produto da digestdo dos clones com a enzima EcoR 1, conforme protocolos
ja descritos. A confirmagio da positividade dos insertos foi feita por Southern blot com as sondas de 122
pb e iniciadores internos as amplificagdes. Os clones foram seqiienciados como descrito anteriormente e

submetidos analise.

17. ABORDAGEM V - METODO DE CAPTURA DO KDNA INTEGRADO NO DNA
GENOMICO.

O Método de Captura apresentado neste trabalho estd baseado nos principios da cromatografia de
afinidade entre DNAs, onde uma sonda de DNA ¢ ligada a uma superficie solida (membrana de nylon)
enquanto que a mistura de DNAs permanece em solugcdo. Havendo complementaridade do DNA em
solucdo com a sonda, ocorre a ligag@o entre os mesmos. A especificidade da ligagdo permite que somente
o DNA complementar permaneca aderido a membrana, sendo as ligacdes inespecificas removidas durante

as lavagens com solugdes de estringéncias crescentes.

A Figura 4 mostra de forma esquematica a estratégia de captura. Em uma primeira etapa
realizou-se a digestdo do DNA genomico ¢ a ligagdo do mesmo aos adaptadores (a); Em seguida, a sonda
foi imobilizada na membrana de nylon (b); Depois se fez a hibridacdo do DNA com a sonda imobilizada

(c). Nas etapas seguintes realizaram-se as lavagens e eluicdlo do DNA especifico (d).
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Figura 3. Estratégia experimental empregada na obtengdo e subclonagem dos segmentos hibridos kDNA/DNA
conservada dos minicirculos.

hospedeiro. Amplificagdo do banco genémico construido no vetor Agt10, por PCR, com iniciadores do vetor e da regido
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O material capturado foi amplificado por PCR a partir de iniciadores desenhados para anelar nos
adaptadores (e). O DNA especifico amplificado foi purificado em gel de acrilamida (f). Por ultimo, foi

feita clonagem e seqiienciamento (g).

Os adaptadores e iniciadores foram desenhados contendo multiplos sitios de clonagem multiplos,
e foram testados quanto a especificidade de anelamento. A sintese dos adaptadores foi realizada no
Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em Doenga de Chagas - UnB, com eficiéncia superior a 90%
(GENE Assembler Special - Pharmacia), sendo posteriormente purificados em coluna NAP, de acordo
com a orientagdo do fabricante. A qualidade dos oligonucleotidios foi confirmada em gel de acrilamida-

TBE conforme protocolo em SAMBROOK et al. (1989).

17.1 - Padronizacio da ligagdo dos adaptadores ao DNA

Em uma primeira etapa, foram testados 4 tipos de abordagem para a ligagdo dos adaptadores ao
DNA gendmico digerido, que diferiam quanto a forma de realizar a defosforilagdo, se do adaptador ou do
DNA gendmico, se do gendmico se havia diferenca se a defosforilagdo fosse realizada na banda isolada
ou no DNA total digerido. Assim foram montados os seguintes experimentos: 1) remo¢do do fosforo
terminal dos fragmentos digeridos de DNA gendmico, seguindo-se o anclamento ¢ ligacdo dos
adaptadores aos fragmentos gendmicos, eletroforese em gel de agarose e isolamento da regido kKDNA-
positiva; 2) remogdo do fésforo terminal dos fragmentos de DNA gendmico digeridos, isolamento da
regido kDNA-positiva; anelamento e ligacdo dos adaptadores ao DNA; 3) remoc¢do do fosforo terminal
dos adaptadores, ligagdo ao DNA genomico digerido, isolamento da regido kDNA-positiva; 4) isolamento

da regido kDNA-positiva, ligacdo dos adaptadores defosforilados.

O tratamento com a fosfatase alcalina foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido pelo
fabricante da enzima, em fungdo do céalculo estimado do niimero de extremidades de segmentos de DNA.
Nestes experimentos foram utilizadas 10 pg de DNA gendmico obtidos da terceira e quarta partida de
cultivo da linhagem sublclonal Al1, digeridos com a enzima EcoR I. A relagdo molar de ligagdo ao
adaptador foi de 1 de DNA para 100 de adaptador. A eficiéncia e qualidade da ligacdo dos sistemas foram
monitoradas pela presenca de sinal de hibridagdo com a sonda do adaptador e pela capacidade de
recuperagdo do sinal kDNA-positivo, por Southern blot, apos a amplificacdo de uma aliquota 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 razdo molar de 1:1 em um tubo
microcentrifuga de 1,5 mL. Aproximadamente 10 pg da mistura foram tratadas com fosfatase alcalina, de
acordo com o protocolo do fabricante da enzima (CIAP-Pharmacia). Apds o periodo de incubagéo, foi
acrescentado tampdo de anelamento (1 M Tris-HCl pH 7,6, 100 mM MgCl,, e 160 mM de DTT,
Pharmacia), na propor¢do de 1 pL do tampdo para cada 6 pL da reagdo. O tubo foi transferido
imediatamente para um Becker contendo 1,5 1 de agua fervente e deixada esfriar até a temperatura
ambiente. O tempo de esfriamento da 4dgua foi suficiente para inativar CIAP e promover o anelamento do

iniciador.

17.3 - Ligacdo do adaptador ao DNA digerido
O DNA digerido com a enzima apropriada foi ligado ao adaptador de acordo com o protocolo
padrdo descrito anteriormente. A propor¢do do numero de extremidades das moléculas DNA/adaptador

no sistema de ligag@o foi otimizado para a relagdo molar de 1:100 a 1:1000.

17.4 - Imobilizacio da sonda em membrana de “nylon” por “dot blot”

Foram testados dois protocolos de imobilizagdo de DNAs em membranas de nylon. No primeiro
as membranas Biodine B foram imersas na solugdo 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
seqiiéncia de minicirculo de kDNA de 600 pb. Este clone foi escolhido por apresentar na sua estrutura a
regido conservada 122 pb. Este piloto teve como objetivo verificar a especificidade da captura do kDNA

na mistura inserto/plasmidio, tendo como sonda a regido 122 pb.

Deste modo, 2 pg dos vetores contendo as seqiiéncias 122 e 600 pb foram digeridos com EcoR 1

separadamente. As seqiiéncias 122 pb foram isoladas do gel de agarose por QIAEx e imobilizadas em 8
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cm’® da membrana BIODINE B pelo método alcalino de dot blot. A membrana foi cortada em 8 pedagos

de 1 cm?.

Ja a mistura de digestio do vetor, contendo o segmento 600 pb, foi dividida em duas aliquotas de
1 pg cada. Uma das aliquotas foi aplicada no gel de agarose para o isolamento, por QIAEx, do fragmento
600 pb liberado e do plasmidio vazio. Adaptadores foram ligados aos extremos dos DNAs isolados por

QIAEX e as extremidades dos DNAs da outra aliquota.

Para o monitoramento da hibridacdo, os segmentos ligados aos adaptadores tiveram as
extremidades radio marcadas com 3 puL de yP32, e 10 U de PNK, para um volume final de 50 pL
incubados por 1 hora a 37°C. Enquanto transcorria a marcagdo, as membranas foram incubadas com a
solugdo de PEG descrita no item Southern blot, a 65 °C por 1 hora. Apos esta etapa de pré-hibridagio,
acrescentou-se 0 DNA marcado e fervido por 5 min. a solu¢do e o material foi hibridado durante a noite a

64 °C.

No dia seguinte a solucéo foi coletada e as membranas lavadas conforme segue: 1) lavagem com
100 volumes de SSC 2X ¢ SDS 0,1% /cm? de membrana, por 15 min. a temperatura ambiente, sendo a
solugdo posteriormente descartada; 2) lavagem com 1 volume de SSC 2 X e SDS 0,1% /cm® de
membrana, por 30 min., a temperatura ambiente; 3) lavagem com 1 volume de SSC 1 X e SDS 0,1% Jem?
de membrana por 30 min. a 64 °C; 4) lavagem com 1 volume de SSC 0,1 X e SDS 0,1% /em? de
membrana, por 1 hora a 64 °C; 5) lavagem com 1 volume de 4gua miliQ /cm” de membrana, por 1 hora a
64 °C. As solugdes 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 4gua
miliQ, para remover o excesso de sal, e coletadas em tubo de microcentrifuga. O material foi mais uma
vez concentrado em “speed vac”, a 37 °C, até o volume de 20 pL, o que em média era alcangado apos 40
min. de tratamento. 2 pL de cada material capturado foram empregados na amplificagdo com iniciadores
do adaptador, de acordo com o protocolo padrio para PCR, utilizando-se as enzimas e tampdo da
Pharmacia. As amplificagdes 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 - Nivel de deteccio

Com a finalidade de se verificar o nivel de detec¢@o da técnica, 5 ng, 50 ng, 500 ng, e 5.000 ng
de DNA gendmico de 7. cruzi do estoque Berenice foram digeridos com a enzima Pst 1 e ligados com o
adaptador compativel. Foram imobilizados na superficie de 9 cm® de membrana, 50 ng /cm” de segmentos
de 250 pb de cDNA, provenientes do gene Fosforilase, presente em cdpia Unica no genoma do
protozoario, 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 ultimo, foram lavadas com agua miliQ a 64 °C por 60 min. As solu¢des 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 genémico total, obtido da
quarta partida de cultivo da linhagem subclonal All, digerido com a enzima EcoR 1 e ligado ao
adaptador; o segundo a partir da regido 1 a 3 kb kDNA positiva, isolada do mesmo DNA gendmico
digerido com a mesma enzima, igualmente com o adaptador. Em ambos os casos, foram empregados 10
pg dos DNAs na hibridagdo de 18 cm? de membranas, sobre a qual foram imobilizados 50 ng/cm?® de

kDNA digerido com EcoR 1, incubadas como descrito anteriormente.

As membranas foram lavadas conforme de acordo com o experimento piloto, sendo colhidas as
solugdes: 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)
agua miliQ, durante 1 h. Foram também coletadas as solugdes provenientes da incubacio: 4) com agua
miliQ, durante a noite; 5) formamida (110 mL de formamida, 20 mL 20X SSPE, 10 mL 20% SDS, 60 mL
ddH20) 1 volume/cm2 de membrana 70 °C por 1 h. Da mesma forma que das vezes anteriores, o material
foi concentrado para 20 pL, sendo 2 pL usados nas amplificacdes com iniciador do adaptador. Foram
testados os sistemas de PCRs: com a enzima Tth (programa Xcla), com as enzimas Tag-polimerase
CenBio e Pharmacia (programa kDNA), conforme protocolos de cada enzima. O resultado foi analisado

com sondas de KDNA radio marcadas.

A regido de 1 a 3 kb do produto de amplificagdo do DNA gendémico enriquecido, provenientes da
coleta em H,O, foi isolada e submetida a nova amplificagdo com iniciadores do adaptador. As bandas da

regido 1 kb foram, entdo, radio marcadas pelo protocolo YATP, 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

METODO DE CAPTURA
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Figura 4. Etapas experimentais realizadas para a captura e isolamento da regido de integragio do kDNA no
genoma hospedeiro murino para clonagem e seqiienciamento.
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clonagem no vetor PCR 2.1. Apds a transformagdo da hospedeira DH5aMCR, foram isolados os
plasmidios de 6 a 18 clones provenientes de cada uma das bandas. O tamanho dos insertos liberados dos
plasmidio pela digestdo enzimatica com a enzima EcoR I, foi determinado por analise em gel de agarose
1%. Os clones foram seqiienciados de acordo com protocolo padrdo, e as seqiiéncias fornecidas

comparadas as demais ja obtidas e analisadas em banco de dados.

17.8 - Captura da banda de 7 kb contendo kDNA, a partir da digestio do clone A1l com
Clal

O DNA gendmico da quarta partida de cultivo da linhagem subclonal A11, digerido com Cla I,
foi ligado ao adaptador Lcla, conforme descrito anteriormente. O produto da digestdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose. Em seguida a regido correspondente a faixa de peso molecular de 6,5 a 7,5
kb, positiva em Southern blot com sonda de kDNA, foi isolada com o auxilio do kit QIAEx. A banda foi
eluida num volume final de 20 pL em &gua. Foi realizada uma amplificagdo por PCR do kDNA
integrado, com a finalidade de confirmar a presenca de kDNA no material eluido. Para tanto foram
utilizados 2 pL do eluido no QIAEx da banda positiva, e também das bandas negativas desta digestdo e os
iniciadores SK34 e SK 67 de minicirculo de kDNA, sendo utilizado como controle negativo da

amplificagdo o do DNA de macrdfago normal.

Confirmada a presenga do minicirculo de kDNA na regido coletada, os 18 pL restantes da
eluigdio foram utilizados na estratégia de captura, onde foram empregados 18 cm® de membrana contendo

50ng/cm?® de KDNA imobiliza na hibridagdo.

Como descrito anteriormente, o DNA capturado foi concentrado e 2 pL da captura foram
utilizadas na amplificagdo com o iniciador do adaptador. Os produtos amplificados foram transferidos

para membrana, visando a analise por Southern blot, com sonda de kDNA.

Outros 10 pL da captura foram separados em gel de agarose 1%. As regides menores e maiores
que 3 kb foram isoladas por QIAEXx, digeridos com a enzima Taq I (para cortar também dentro da regido
conservada do kDNA) e ligados a 100 ng do adaptador o Mcla. O volume final foi ajustado para 15 pL.
Apods a incubagido de 48h a 4°C, o volume foi elevado para 500 pL com agua miliQ para remogio do
excesso de adaptador em microcon 100®. A mistura foi entdo concentrada para 10 uL 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 Tag-polimerase CenBio. O mesmo procedimento de
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isolamento das bandas maiores ¢ menores a 3 kb, seguido de ligagdo do segundo adaptador, purificagéo e
amplificagdo por PCR foi feito com o 5 uL (aproximadamente 50 ng) do produto amplificado da captura

em H,0, para controle positivo das etapas.

18. ANALISE COMPUTACIONAL DAS SEQI"Jl:'jNCIAS CLONADAS

Os insertos seqiienciados foram analisados pelo programa DNAman quanto ao niimero de bases,
seqiiéncias repetitivas diretas, invertidas, formacdo de algcas e propor¢do das bases nitrogenadas na
molécula. Pelo mesmo programa, as seqiiéncias foram comparadas entre si, compondo um banco de
dados proprio, que continha também seqiiéncias de minicirculos de kDNA de 7. cruzi (STURM et al.,
1989; acessos, X04680; U38184; M18815; M18816; M19176; M19179; X56188), regides Alu (R88864;
T99987; W01741; M21251;J04070), provenientes de bancos de dados e da literatura. Utilizou-se também

para a comparagio de seqiiéncias clustal w (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).

Os segmentos também foram comparados as seqiiéncias 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 regides com menor e maior significdncia em relagdo aos segmentos depositados.

Seqiiéncias regulatdrias foram analisadas pelo programa signal scan:

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html; Para as andlises de conformacdo espacial dos segmentos

de DNA utilizou-se os programas: a) Presenga de curvaturas e  dobramentos:

http://hydra.icgeb.trieste.it/~kristian/dna/bend_it.html. b) Visualizagdo da conformagao:

http://hydra.icgeb.trieste.it/~kristian/dna/plot_it.html e http://hydra.icgeb.trieste.it/~kristian/dna/model it.html.

19. ANALISE DO SEGMENTO B7

19.1 - Anotacéiio gendmica complementar

Além das andlises “in silico” descritas no topico 19, verificou-se no segmento B7 a presenca de
fases abertas de leitura, similaridades com seqiiéncias de regides promotoras e presenca de regides
regulatérias da expressdo génica. O estudo foi realizado com o auxilio dos programas ORF Search,

Sequence Scan, Promoter Scan, e Signal Scan, respectivamente.
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19.2 - Confirmacio da integracio

Foram desenhados 2 iniciadores, IS e S2 localizados nos flancos da regido murina do clone B7.
Estes iniciadores foram empregados nas amplificagdes de 100 ng dos DNAs gendmico intactos
provenientes das células de macrofagos normais, subclone All (segunda, terceira, e quarta, partida de
cultivo e isolamento) e de 7. cruzi cepa Berenice, conforme a estratégia experimental mostrada na Figura

5.

20. IDENTIFICACAO DA ORIGEM DAS REGIOES DE 50 A 80 PB OBSERVADAS
INTERCALANDO AS REGIOES CONSERVADAS DE MINICIRCULO

A Figura 6 mostra a estratégia experimental usada para a obtencdo da sonda da regido 50 pb,
observada nos clones de kDNA recuperados dos diferentes macréfagos, e da regido 80 pb, atribuidas a
regifo variavel de minicirculos de kDNA. Primeiramente foram desenhados os iniciadores em orientacdes
invertidas das regides terminais do segmento 50 pb, TcVa e TcVs, sendo o mesmo realizado para a regido
80 pb, (iniciadores C6.80a e C6.80s). Paralelamente, foram isolados os insertos que continham a regido
variavel de 50 pb e 80 pb respectivamente dos plasmidios 1C6 e 2C6. Para tanto 500 ng dos plasmidios
foram digerido com a enzima de restricdo EcoR I de acordo com as especificacdes do fabricante. A
mistura plasmidio inserto foi submetida a separacgéio 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 Tagq 1, que corta no final da regido conservada. Os fragmentos foram diluidos para a concentragéo
de 0,001 ng, e usados nas reagdes da PCR (2 uL da solucdo diluida para 50 uL de mistura de final de
reacdo). Apos a amplificagdo, 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 marcagio radioativa por PCR, onde também os iniciadores estavam previamente marcados com yP*2,
As sondas foram utilizadas em Southern blot com membranas contendo 50 pg de DNA de macrofago
normal e 7ug de kDNA de T. cruzi, ambos digeridos com EcoR 1. A hibridagdo 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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A) Amplificacdo da regido hospedeira com os iniciadores

1S/Sar2
Sat2
e
IS Regido hospedeira kDNA
396 pb
Resultado esperado DNA normal All T. cruzi
+ + -
PCR IS/Sat2
Southern blot com + + -
sonda da regiio
hospedeira 396

B) Amplificacdo da Regido Hibrida iniciadores 1S/ sk36
IS

R S — ~ 470 pb .......................
R S —— ~670 pb
A C— ~ 870 pb
S S ———— ~1070 pb
Resultado esperado DNA normal All T. cruzi

- + -
PCR IS/SK36

Southern blot com sonda
hospedeira 396, _ + _
e sonda 122 regifo
conservada de
minicirculo de KDNA

Figura S. Estratégia experimental para a confirmacio da presenga da regido de integragdo no clone
celular A1l, através da amplificagdo por PCR do DNA hospedeiro normal, clone celular All, e T.
cruzi. A) tamanho esperado da sequéncia amplificada com os iniciadores IS / S2; B) tamanho esperado
da amplificagdo com o iniciador hospedeiro IS e de kDNA sk36.
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21. VERIFICACAO DO TAMANHO DA REGIAO VARIAVEL 50 PB ANTES DA
INTEGRACAO.

21. 1 Construciio do Banco de kKDNA e selecio do clone portador da regido

Uma aliquota contendo 1 ug de kDNA foi digerida com a enzima de restri¢do EcoR 1. O produto
digerido foi ligado ao fago Agtl0 e empacotado, conforme orientagdo do fabricante. As particulas virais
foram utilizadas na infec¢do das hospedeiras XL1BlueMRF’ e CES201. As placas de lise foram
transferidas para a membrana de Nylon Biodine A para a realizagio da hibridag¢@o de coldonia com a sonda
TcVA (sonda de 20 mer desenhada para anelar com a seqiiéncia 50 pb, das regides variaveis dos

minicirculo de kDNAs recuperados das regides de integragio).

Foram analisadas aproximadamente 600.000 placas de lise de cada banco sendo coletados
plaques com sinal positivo de hibridagdo somente na hospedeira XL1BlueMRF’. A exemplo do ocorrido
com a clonagem da regifio de integragdo 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 minicirculos de KDNA com a seqiiéncia 50 pb

Para a captura dos minicirculos de kDNA portadores da regido variavel 50 pb foram utilizados
um total de 18 cm’? de membrana contendo 150 ng/cm’ do iniciador TcVA. Esta membrana foi
hibridizada com 1pg de kDNA digerido com a enzima EcoR 1 e ligado ao adaptador Eco, de acordo com
protocolo padrdo 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 presenga 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
DH5a., conforme protocolos descritos anteriormente. Foram analisados 360 transformantes por hibridagéo

de colonia com a sonda TcVA, .

21.3 - Amplificacdo da regido variavel 50 pb do kKDNA

Os iniciadores TcVA e TcVS foram utilizados para estimar o tamanho da regido variavel do
minicirculo antes da integracdo. Para tanto 100 pg de kDNA do estoque Berenice foram amplificados
pelo programa kDNA, com 7ag-polimerase da Pharmacia de acordo com recomendagdes do fabricante. O
produto foi hibridado com os iniciadores TcVa, e SK35. Este produto também foi clonado no vetor PCR

2.1, na hospedeira DH5a.
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22. PADRAO DE MIGRACAO DO CLONE B7 EM GEL DE AGAROSE E ACRILAMIDA NAO
DESNATURANTE

O segmento B7 foi liberado do vetor pela digestdo com as enzimas EcoR I e/ou Not I realizadas
segundo recomendagdo dos fabricantes. Alternativamente, o mesmo inserto foi obtido pela amplificagdo
com iniciadores do adaptador, conforme protocolo padrio. Apods isolamento em gel de agarose por
QIAEX, os fragmentos obtidos por PCR foram submetidos a uma etapa adicional de restricdo com as
enzimas citadas, e eletroforese em gel de agarose para reisolamento, com a finalidade de eliminar
eventual contaminacdo com o plasmidio. Estes insertos foram novamente submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1% e transferidos para a realizacdo de Southern blot com sonda de kDNA, de como
descrito anteriormente. Os insertos repurificados também foram analisados em gel ndo 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. COMPARACAO ENTRE AS SEQUENCIAS DAS REGIOES VARIAVEIS DE
MINICiRCULOS DE KDNA DEPOSITADAS EM BANCO DE DADOS.

Os minicirculos de kDNA obtidos dos bancos de dados do sistema BLAST, foram analisados
pelo programa DNAmam. Foi identificada cada uma das seqiiéncias das regides variaveis, que por sua
vez, compuseram arquivos individuais, analisados quanto a proporcdo entre de bases. Os resultados foram

comparados a mesma analise realizada dos segmentos obtidos dos das regides de integracdo.

24, NORTHERN BLOT E RT PCR PARA A ANALISE DE EXPRESSAO DO PRODUTO DE
KDNA INTEGRADO

O RNA total do clone celular A1l foi extraido com o reagente Trizol (Gibco) de acordo o
protocolo do fabricante. A RT-PCR foi feita com o iniciador poli-A em combinagdo com os iniciadores
IS, Sat2, MA, SK35, SK36, SK34, de acordo com protocolo descrito SAMBROOK (1989), tendo como

controle a amplificacdo da $-actina murina com o iniciador MBAa/BAs.

25. SUBCLONAGEM DA FASE DE LEITURA 2 (ORF2) EM VETOR DE EXPRESSAO
PGEX4T3

A ORF2 foi obtida pela amplificacdo do clone B7 com os iniciadores MA e SK36, e clonagem
em vetor PCR 2.1 em DHS5a. Selecionou-se os transformantes que continham a banda de 450 pb. Esta
regido compreende toda a ORF mais uma pequena regido supostamente ndo traduzida em ambos os

flancos.
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O clone foi digerido com a enzima EcoR 1 e o inserto transferido para o mesmo sitio no vetor
pGEX4T3. Foram analisados 65 transformantes, por analise de restrigdo com a enzima Nsi I/Bam H, para
determinar a orienta¢do do inserto no vetor. Em 20 dos casos, as analises foram feitas também por PCR
com os iniciadores do vetor e inserto, e, em 4 casos, os insertos foram seqiienciados por uma das

extremidades.

26. SUBCLONAGEM DA FASE DE LEITURA 2 (ORF2) EM VETOR DE EXPRESSAO PPIC9
DE LEVEDURA.

Foram desenhados 4 oligonucleotidios (iniciadores 1, 2, 3 e 4), que amplificaram o clone B7 a
partir do cddigo de iniciacdo da traducdo da ORF 2 em conjunto com o iniciador o SK36, conforme
protocolo padrio, e programa kDNA. Deste modo, foram obtidos quatro tipos de seqiiéncias, que diferiam
quanto as fases de leitura e presenga do sinal de inicio da tradug@o. Os produtos correspondentes ao
menor segmento contendo a ORF 2 de cada amplifica¢do, foram isolados do gel de agarose 2%, por
QIAEx. Apos 48 h, os segmentos foram quantificados e ligados a 200 ng do vetor de expressdo pPIC9,
previamente digerido com a enzima Snab 1 e tratado com fosfatase alcalina, de acordo com os protocolos
descritos anteriormente. Metade de cada mistura de ligacdo foi individualmente empregada para
transformar as células competentes XL1gold, apropriadas para amplificar este tipo de vetor, e outra
metade para transformar a DH5a.. A presenca e orientagdo dos insertos clonados foram determinadas pela

amplificagdo por PCR com iniciadores da subclonagem e do vetor.
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Figura 6. Estratégia experimental empregada no isolamento das regides 50 pb do clone 1C6, 80 pb e
do clone 2C6. Setas azuis indicam a dire¢do das amplificagdes realizadas com os iniciadores
TcVa/TcVs ,Clone 1C6, e C6.80a/C6.80s no Clone 2C6.
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IV. RESULTADOS

1. CLONES COM SEQUENCIAS DE MINICIRCULO DE KDNA E ELEMENTO LINE-1
OBTIDAS POR AMPLIFICACAO COM INICIADORES SK36

A amplificac@o de integragdes contiguas com iniciadores da regido conservada de minicirculos
resultou em cinco clones que quando usados como sonda geraram sinais de hibridagdo positivos por
Southern blot em DNAs de macrofago humano normal e de 7. cruzi. Dois dos clones, “A” e “B”, foram
apresentados por Argaflaraz (1996) e os demais, “C”, “D” e “E” compdem o presente trabalho de tese
(Figura 7). Os insertos apresentaram tamanho entre 300 a 1100 pb, e mostraram a presenga dos
iniciadores da regido conservada do minicirculo invertidos e complementares entre si nas extremidades,
seguidos de 5 a 9 bases correspondentes ao final da regido conservada (Figura 7 e 8). Subseqiiente a estas
bases, em pelo menos um dos flancos, verificou-se uma desproporg¢éo entre purinas e pirimidinas entre as
fitas de DNA, o que é sugestivo da presenca de conformag¢o nio B. Parte dos resultados foi apresentada

na publicagdo em anexo.

Os clones C, D, e E apresentaram seqiiéncias 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
refINW_925351.1|HsCraAADBO02 460, e 89% entre as bases 349 a 981 com a fita positiva do acesso
reflNW_921918.1|HsCraAADBO02 151, pertencentes aos cromossomos 4 ¢ 12, respectivamente. As bases
331 a 1040 apresentam similaridade de 82% com o LINE-1 do clone HUMCLI bases 4903-5585 (acesso
gbIL190881). Seguiu-se a esta regido um segmento com identidade ndo significativa em relagdo as

seqiiéncias depositadas nos bancos de dados.

As seqiiéncias C e D apresentaram identidade aproximada de 90% em comparagéo ao clone A,
descrito por Argafiaraz (1996). Estas seqiiéncias foram agrupadas e analisadas conjuntamente e o
agrupamento foi denominado de seqiiéncias do grupo A. Neste grupo, subseqiiente ao final da regifo
conservada (Figura 7) verificou-se a presenca de aproximadamente 340 pb com identidade de 70 a 90 %
com a regido 3611 a 3954 pb (gbIL19088I) do elemento LINE-1, um microssatélite com repeti¢des do
tipo satélite III (clone hssatl3, acesso gbIX82942I) e uma regido com identidade néo definida na analise
de similaridade com segmentos depositados nos bancos de dados, cuja origem foi atribuida a regido

variavel do minicirculo integrado.
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1.1 Confirmacio da origem hibrida humana/Trypanosoma cruzi dos clones pertencentes ao

grupo A.

As analises dos DNAs de macrofagos normais e de 7. cruzi com as sondas: LINE-1 (L1A), de
regido de microssatélite humano (MAS) e da suposta regido hipervariavel de minicirculo (HVA) (Figura
8) obtidas pela estratégia experimental apresentada na Figura 1 confirmou a origem hibrida dos clones do
grupo A. A regido LINE-1 estava presente em multiplas copias no DNA do macréfago humano e ausentes
no 7. cruzi. Os dois genomas continham a seqiiéncia de microssatélite e que a regido com identidade
desconhecida estava presente somente no 7. cruzi, com provavel origem em uma regifo hipervariavel de

minicirculo de kDNA.

2. AMPLIFICACAO DA REGIAO DE INTEGRACAO COM OS INICIADORES DE LINE-1 E
DE MINICIRCULO DE KDNA

As amplificagdes das regides de integragdo presentes nos macrofagos infectados e tratados e
linhagens clonais A e G (Argafiaraz, 1996), segundo estratégia detalhada na Figura 2 (2a, b, c, d) e
hibridagdo por Southern blot com as sondas: de LINE-1 (M6al, LIRTal, LIRTa2 e LIRTs1,) e kDNA
(Sk35 e Sk36) geraram fragmentos. Contudo somente os segmentos provenientes do DNA infectado e
tratado amplificado com o par de iniciadores SK35/ LIRTal apresentaram sinal positivo de hibridag¢do por
Southern blot com a sonda interna, SK36 (Figura 9). O resultado sugere a presenca de pelo menos uma
regido conservada de minicirculo de kDNA no produto amplificado. Este mesmo segmento apresentou
sinal positivo de hibrida¢do obtido com a sonda do iniciador L/Rtal indicando a presenga de um flanco
humano. As bandas positivas obtidas da amplificacdo, isoladas do gel de agarose e clonadas no vetor
PCRII na hospedeira bactéria INVaF’, contrariamente ao esperado, ndo geraram coldnias 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
chagasicos, gentilmente cedidas por Socorro Braga, ndo geraram sinal de amplificagdo com os iniciadores
SK35, SK36 e L1hinf. Contudo, o par de iniciadores SK36 e M6al produziu segmentos positivos com a
sonda de minicirculo 122 pb (Figura 10). A clonagem destas bandas em DHSa e CES201, gerou
seqiiéncias que ndo apresentaram caracteristicas atribuiveis a minicirculos de kDNA ou a LINE-1. Frente
ao resultado sugestivo de instabilidade dos insertos clonados, realizou-se nova abordagem para a
clonagem das regides hibridas. Optou-se, portanto pela construcdo e selecdo de bancos gendmico

enriquecidos da integraco, elaborados em diferentes vetores e bactérias hospedeiras.
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CloneA 638 bp;

GTTCGATTGG GGTTGGTGTA ATTAGGAGGA GTTGAGTGGA
71 GGAATGAGAT GGAATGGAAT GGAATGGAAT GGAATGGAAT
141 GAGTGGAGTG GGAGTGGAGT GGATTCGAAA TCCTCAATAA
211 CAAAGCTTAT CCACCATGAT CCAAATG TCLET”“T7C
281  ACATAATCAG CCATTCNNNA TCAAAC GTCCAAA
351  TTGACAAAAT TCAACAACCT TC . AAACTCTCAA
421 AAAATAATAA GAGCTATTTA T CAA ACAGCCAATA
491 TCCCTTTGAA AATCTCAGTT ACCTTTCTTT TGGATATGTG
561 TTTAGTTAAA TGCCATATAC AATAAATATT AATACCTACA
631 ATCGAACC
Clone C: 662 bp;
1 GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATTAGGAGG AGTTGAGTGG
71 TGGAATGAGA TGGAATGGAA TGGAATGGAA TGGAATGGAA
141 AGGGAAGGTA AGGGTGGTGG GAAGTAAGGT GGTGCGCTAA
211 GCAGCAAATC AAAAAGCTTA TCCE .
281  CATCACAATC > ATATC
351 GCCTTTTGAC AA“ATTCAAu AALCTT”Pi“ V”kT?RAA”
421 ATCTCAAGGG ATGTATCTCT AATATTAA GTCATTTAGT
491  GTNAAAAACC TGGAAGGCAT “CTTTGAA AATCTTCAGT
561 AAGAGTACCT ACAAACTACC CTTTTAGTTA AATGCCATAT
631 ATGTTGTATA TTACACCAAC CCCAATCGAA CC
Clone D: 625 bp;
1 GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATATAGTGG AGTTGAGTGG
71 AATGGAATGG AATGGAATGG AATGGAATGG AATGGAATGG
141 TGGAGTGGAT TGNGAA A TCTT””% CTACCAA
211 2 ) ATGGGCTGC TLL SATGC
281 CCACGTCC HHHD\\,T "AAT uuTHTfT AR
351  CAACCTTCAT TGCCTAARAC TCTCAATAAA TTAGATATTG
421 TATATATGGC ATTATGTCAA CCACAGCAAT TTCATACCTG
491 ATCTCAGTAC CTTTCTTTTG GATATGTGTG TGACCAAAGA
561 CATATACAAT AAATATTAAT ACCTACAGTC CTCATGTTGT
CloneE 1067 bp;

GTTCGATTGG GGTTGGTGTA TATACAGCCT ACCATGATTC
71 CTTAAAAAAT ATTTTGGCTT ATTTTTGAAT ATATTCCAGA
141 TCTCTCTAAA TATATACTTG TGTACGGGTT CAAAATGTAA
211 ATGAGAGGCT ATATCTCATG CCTTTGTTTC CCTTAACACC
281 AGCATTCATG TAATGTGTGC CAAATTGGAA AAGGAATGAA
351 TGGAAGCAAG CCTAGGCAAT CCTTCCTGGA CCCTAAGGAA
421 AAAACCAATT GCAACAAAAA CAAAAATTGA CAGGTGGGAT
491 AAAGAAACTA TCAACAGAGT AAACAGACAA CCTACAGGAA
561 GACAAAGGTC TAATATCCAG CATTTATAAG GAACTTAGCA
631 GTGGACAAAG GACATGAACA GACACCTCTC AAAAGATGAC
701 ATTCCATATC ACTAATCATT AGAGAATTGC AAATCGAAAC
771 AATGGTGATT ATTAAAAAGT CAGGAAACAA TAGATGCTGT
841 GAAACGGCTT TTACACTGTT GGTGGGAAAT GCAAATTAGT
911 CCTTAGGGAT ACTGGAACCA AAAATACCAT TTGACCCAGC
981 ATATAAATCA TTGTACTATA AAAGACACAT GCACACCTAG
1151 CCAACCCCAA TCGAACC

AGGGAAATGG
GGAATGGAAT
AATACTACCA
ATGCAGGATG
CAATGATATG
TAAATTAGAT
TCATACTGAA
TGTGAGGAAA
GTCCTCATGT

AAGGGAAATG
TGGAATGGAA

TACCTTTCTT
ACAATAAATA

AAGGGAATGG
AATGGAAATG
JAATC"AUCH

\ AATAC
> TGGGG

“A GCCAAT

AGTTGAGTGA
GGAATGGAAT
AACCGAATCC

CAGCTGTCAC A

TCAATGATGC

ATTGATGGGA

TGGGCTTTTC
GAGTACCTAC
GTATATTAC

GAGTTGAGTG
TGGAATGGAA

ATATG
TAGATAT TFA
ATCA
TTGGATATGT
TTAATACCTT

AATGGAATGA
GAAGATGGAG
TCAAATCAAA

CA CATCTCACA

AﬂTbbﬁﬂAﬂp
GTACCTACAA
ATATTACACC

\ AGCCTT TT(
5 TATCT

CTGGAA
CTACCTTTTA
AACCCCAATC

AGGATGGAAT
GAAAGGAGTG

CTGGAAGCAT
AAACTACCCT

ACCAACCCCA

AAGGATGGAA
TGGAATGGAA

TGDATGL
GTGTGAGGGA
ACATGTCCTC

GATGGAATGG
TGGAGTGGAG
GCTTATCCAC
AATCAGCCAT
CAAAATTCAA
TAATAAGAGC
CCCTTTGAAA
GTTAAAATGC
GAACC

CAAGTGGTAC
AAAAAGCAAT
ATAAAAACCT
TGGCCAAAAA
AAGTGGGAAA
CAGGTAAAAG
CTAATTAAAC
GTGTGAAAAA
AATTTACAAA
ATACGTGCAG
CACAATGAGA
GGAGAAATAG
TCAACCATGG
AATCCCATTA
GTTTTATTGC

AAGTATTTTT
GTCACCCAAG
AAGACTATTT
TGCAGTCCTG
GGTCAAAGCT
ATTTCATGGA
CTAAAAGCTT
CATTTACAAA
AGAAACAACC
CCAAGGAGCA
TACCATCTCA
ATGAGGTTGT
TAGAAGACAG
CTAGGTATAT
TACATACTAC

TTCCAAATGC
TCTCCCAACA
CCTACTTCTG
GTGCATGGTT
CTGGAAACCC
CAAAGATACC
GCACACAGCA
CTATGCATCT
CCATTAAAAA
TATGAAAAAA
CGCCAGTCAG
GGAGAAATAC
TATTGTGATT
ACTCAAAGGA
ATATATTACA

Figura 7. Seqiiéncias pertencentes ao grupo A: clones A, C, D e E, obtidos por amplificagdo de
macrofagos transfectados com Trypanosoma cruzi, comparadas a seqiiéncias depositadas em banco de
Caracteres em vermelho sublinhado,
amplificagdo da extremidade da regido conservada de minicirculos de kKDNA, regido em vermelho ndo
sublinhada bases com correspondéncia a extremidade da regido conservada (Sturm et al.,1989). Caracteres
azuis, fragmento putativo de regido variavel de minicirculos. Em preto, regido com identidade indefinida.
Amarelo escuro, repeti¢gdes com identidade entre 84 a 97% com satélite III humano (hssatl3 acesos
gbIX829421). Verde, identidade de 70 a 90% com o elemento LINE-1 (HUMLIC acesso gbIL19088I):
clones A, C e D, similaridade entre as bases 3611 a 3954 do LINE-1; clone E: similaridade na regido entre

dados.

as bases 4895 - 5590. Italico: desproporgdo entre purinas e pirimidinas na fita.

seqiiéncia de bases do iniciador sk36 utilizado na
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Figura 8. DNAs isolados de macréfagos de humanos normais (N) e Trypanosoma
cruzi (Tc), digeridos com a enzima EcoR 1 e hibridados por Southern blot com as
sondas isoladas dos clones do grupo A conforme estratégia experimental mostrada na
Figura 1. A estringéncia maxima das lavagens foi de 65 °C/ 20 min com solugio 0,1X
de SSC e 0,1% SDS. a) Observa-se o sinal positivo de hibridagdo do fragmento de 280
pb pertencentes a regido L1 do clone A (L1A) apenas na linha correspondente ao DNA
de macrofago normal; b) Nota-se o sinal de hibridagdo do segmento de 100 pb
pertencente a regido satélite do clone A (MAS) no DNA macrdofago normal e no DNA
de T. cruzi; ¢) segmento de 89 pb proveniente da regido varidvel de minicirculos de
kDNA isolada do Clone A (HVA) mostrando sinal de hibridag@o positiva somente no
DNA de T. cruzi.

74
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Figura 9. Segmentos de DNAs obtidos
pela amplificacdo por PCR do DNA de
macréfago normal (2), infectado e
tratado (3), linhagem subclonal A (4)
linhagem subclonal G (5), e de
Trypanosoma cruzi (1) com o0s
iniciadores: a) SK 35 e L1RTal; b) SK
35 e LIRTa2; ¢) SK 35 e LIRTsl,
hibridados por Southern blot com a
sonda SK36 de minicirculo de kDNA.
(-) controle negativo de amplificagio;
(+) controles positivos de amplificagdo
e hibridacdo. Observa-se a presenca do
sinal positivo de hibridacdo na linha
correspondente a amplificagdio do DNA
de macréfago infectado e tratado com
os iniciadores SK35 e LTRal e
amplificagdo unidirecional gerada pelo

123 4567 8910111213

~0,45

1234567 8910111213

-
-
~0,45 kb

—>
L 1 L L

iniciador SK35 nos DNAs de 7. cruzi.

Figura 10. Segmentos de DNAs
contendo kDNA e DNA humano
proveniente de amostras de sangue de
pacientes chagasicos. A) Visualizagio
em gel de agarose dos segmentos de
DNA amplificados por PCR com os
iniciadores SK36 ¢ m6al: DNAs de
pacientes chagasicos (2 a 9) e DNA
de T. cruzi (10); controle negativo de
amplificagdo (1), controle positivo de
amplificagdo (12). B) Southern blot
do mesmo gel hibridado com a sonda
122 (regido  conservada  que
compreende a minicirculo de kDNA),
controle negativo de hibridagdo (12),
controle positivo de hibridacdo (13),
marcador de tamanho molecular (1 kb
ladder Gibco BRL), estringéncia de
lavagem de acordo com protocolo
padrao.
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3. CONSTRUCAO DO BANCO ENRIQUECIDO DA REGIAO DE INTEGRACAO

3.1 - Posi¢do do kDNA nas linhagens celulares subclonais A11, C4 digeridas com a enzima

EcoR 1.

O padrido de restricdo de 16 pg de DNA das linhagens subclonais C4, C6, e Al1, examinadas
com sonda de kDNA, pelo método de Southern blot demonstrou que as linhagens clonais nio sio
idénticas quanto a posicdo da integragdo no genoma hospedeiro. A digestdo do clone A1l com a enzima
EcoR 1 (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 unica com aproximadamente 2,1 kb e 2,4 kb,
respectivamente (dados nio mostrados). Apds cultivos sucessivos das linhagens subclonais, observou-se
uma intermiténcia no sinal de hibridagdo, o que nem sempre foi recuperado com o aumento nas
concentragdes do DNA (25 e 60 ug). Entretanto, as faixas de massa molecular correspondente ao sinal de
hibridagdo produziram amplificagdes positivas por PCR com iniciadores de minicirculos de kDNA
(Figura 12a e b), indicando a presenca desta categoria de moléculas naquelas faixas de tamanho

molecular mesmo que em menor quantidade.

3.2 - Clonagem da regido de KDNA integrada no genoma hospedeiro

a) Abordagem I - Clonagem da banda 3,2 kb A11 e 2,1kb C4 em fago A gt10.

Somente o banco enriquecido da regido 2,11 Kb de C4 EcoR I, clonadas no fago Agtl0 na
hospedeira XL1blueMRF’, gerou clones positivos por hibridagdo de colénia com sonda de kDNA. As
demais combinagdes de bancos enriquecidos (banda 3,2 Kb de All e hospedeiras: XL1blueMREF’,
CES201 e C600, e banda 2,11 Kb de C4 em CES201 e C600) nd3o 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
frequiéncia de aparecimento do sinal positivo foi de uma placa para cada 500 fagos negativos. Contudo
observou-se perda de positividade nas etapas subseqiientes de enriquecimento. Coletou-se uma proporgao
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 freqiiéncia do sinal, sugerindo a perda do inserto durante a replicacdo do fago. Realizou-

se, entdo, 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 selegdo para enriquecimento do fago

de interesse. O resultado mostrado na Figura 13 confirma a presenca do kDNA tanto no banco como nas

Figura 12. Padrio de hibridagdo por
Southern bolt do DNA de macréfago
subclone A1l (2) digerido com a enzima
EcoRI e do macréfago normal (1) com a
sonda 122 proveniente da regido
conservada de minicirculos de kDNA.
Observa-se o sinal positivo de hibridagdo
na posigdo de 3,2 kb e 0,8 kb no clone C4
apos a lavagem das membranas com SSC
0,1X e SDS 0,1% durante 20 min a 65 °C.

10 kb
8 kb
7 kb
6 kb
5 kb

4 kb

Figura 12. Localizag@o dos segmentos de kDNA no genomas das linhagens subclonais A11 (coluna 1) e
C4 (coluna 2) digeridos com a enzima de restricdo Cla 1. 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 etidio. Apos leve coloragdo o gel foi subdividido de
acordo com o esquema. O DNA isolado de cada faixa foi amplificado por PCR com os iniciadores sk35/
sk36, especificos para minicirculo de kDNA. O resultado positivo (+) ou negativo (-) das amplificagdes e
hibridag@o foi anotado ao lado da faixa correspondente. B) Visualizagdo por Southern blot com a sonda
122 da presenga de minicirculos de kDNA presentes nas diferentes faixas moleculares dos DNAs de A11
e C4 digeridos com Cla I ap6s amplificagdo conforme estratégia mostrada no item 12A.
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Figura 13. Perda do minicirculo de kDNA da regido de integracdo clonada no fago Agtl0 durante
processo de enriquecimento e purificagdo do vetor. Observa-se a redug¢do no sinal de hibridacdo em
Southern blot do produto de amplificacdo da regido conservada de minicirculo (iniciadores SK67/ SK34)
com a sonda 122 de minicirculos de kDNA. Linha 1, amplificagdo do banco All Agtl0;. Linha 2,
amplificagdo dos fagos eluidos na primeira etapa de purificacdo do selecionado 1; Linha 3, segunda etapa
de purificagdo do selecionado; Linha 4, terceira etapa de purificagdo do selecionado 3; Linha 5, controle
negativo da amplificagdo e hibridagao.

placas de lise coletadas, porém, observa-se uma significativa dilui¢do do sinal positivo de hibridagdo com
sonda de kDNA. A amplificagdo por PCR dos fagos coletados juntamente com a placa de lise kDNA
positiva, com iniciadores somente do vetor (Agt10R e Agt10F), permitiu observar um aumento no nimero
de fagos sem inserto. O aumento significativo de fagos sem inserto e a raridade do sinal positivo durante
as etapas subseqilentes de isolamento inviabilizaram a recuperag@o dos clones portadores da regido kDNA

positiva integrada no genoma hospedeiro.

b) Abordagem II - Clonagem das bandas de 3,2 kb e 2,1 kb dos subclones AIl e C4 em

plasmidio.

Foram analisados de 300 a 3000 clones provenientes de cada uma das clonagens das bandas 3,2
Kb de All e 2,1 Kb de C4 nos vetores PCR 2.1 e pBluescript, nas hospedeiras XL1BlueMREF’,
DHS5aMCR, ¢ SURE-cells, através de hibrida¢do de colonia 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 sitios EcoR I da clonagem, como demonstrou a
analises de restri¢@o, e confirmado pela ndo obtengao do inserto apés amplificagdo com os iniciadores do

vetor, e impossibilidade de seqiiénciar a partir do sitio de anelamento do iniciador M13 reverso.
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Nio obstante ter-se clonados segmentos de DNA com aproximadamente 2,3 kb, o tamanho dos
recuperados ndo foi superior a 600 pb. O resultado do seqiienciamento parcial desses DNAs mostrou
regides conservadas de minicirculo intercaladas por uma seqiiéncia de aproximadamente 50 bases. A
Figura 14a mostra, a titulo de ilustrag¢do, o resultado do seqiienciamento do clone 1C4 ja que os demais

apresentaram seqiiéncias semelhantes.

¢) Abordagem III - Clonagem a partir de PCR inversa

A PCR inversa com os iniciadores SK35 e SK36 da regido 2,4 kb-kDNA obtida da digestdo do
subclone C6 com a enzima EcoR 1 e resultou em fragmentos com tamanho superior a 1,4 kb. A clonagem
do material amplificado no vetor PCRII e hospedeira DHS5o geraram, aproximadamente, 2000
transformantes. A analise de restricdo dos clones positivos e negativos com a sonda 122 por Southern blot
com a enzima EcoR I mostrou que os insertos positivos possuiam no maximo 660 pb, enquanto que os

negativos apresentavam tamanho na faixa esperada de 1,4 kb.

O seqiienciamento de 2 clones positivos um com tamanho de 660 pb e outro com 400 pb revelou
que os clones apresentaram regides conservadas completas de kDNA intercaladas por segmentos
repetidos de DNA com 50 ¢ 80 pb respectivamente (Figura 14 b e ¢). As regides 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 relagdo ao clone 2C6, esta semelhanga esteve em torno de 75%.

d) Abordagem IV — Fragmentacdo da estrutura repetitiva do kDNA integrado presente nos
fagos Agtl0.

A estratégia experimental mostrada na Figura 2, empregada para romper as repeticdes de KDNA
presentes nos vetor Agtl0, resultou em amplificacdes com sinal de hibridagdo positivo com a sonda 122
pb. A clonagem do produto no vetor PCR 2.1 e hospedeira E. coli, XL1BlueMRF’ permitiu a selecio de
14 clones positivos com a sonda 122 pela técnica de hibridagdo de colonia. O tamanho dos insertos e e
analise dos seqiienciamentos foram apresentados na Tabela I e Figura 15. De acordo com a similaridade
de suas seqiiéncias os clones foram agrupados em quatro categorias. O resultado da comparagdo das
seqiiéncias com outras depositadas no genebank e com os demais clones obtidos por outras estratégias
mostrou a inexisténcia de segmentos de regido conservada (regido 122) ou outras regides atribuiveis
aminicirculos de kDNA na maioria dos clones analisados. Apenas um grupo apresentou similaridade com

o iniciador SK35, que no clone estava organizado em multimemos. Houve alteragdes na seqiiéncia
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a) 1C4:

1 GAATTCGGCT TGGTTCGATT GGGGTTGGTG TAATATAGAG AGTTTGGTGA TAGTTGTGGT
6l GTTTTATGTA AATGGAGGTG CTGAAATGCA GATTTTGATT TTNAGGGCGT CAGATTTCCG
121 ACAAATCATT CATCTCCCCG ACNNNGCGAA GTGGTGNNGT TACTTAGTGT CGATGGGTGG
181 G

b) 1C6

1 GGTTCGATTG GGGTTGGTGT AATATAGAGA GTTTGGTGAT AGTTGTGGTG TTTTATGGTA
6l 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
6l 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
6l AATGGAGGTG NTGAAAATTG GCAGAATTTT GATTTTNGGA GGGGCGTTCA GATTTTGGGC
121 GGAAAATTCA TGCATCNCCC CCNTACATTA T

Figura 14. Seqiiéncias dos DNAs obtidos da clonagem em fago A gt10 das bandas de DNA gendmico
proveniente das linhagens clonais C4, C6, e de macréfago de coelho chagasico que apresentaram sinal de
hibridagdo positivo com a sonda de minicirculo 122. a) Seqiienciamento parcial do segmento 1C4, obtido
da clonagem da regido 2.1 kb do C4 digerido com EcoR 1, a partir de banco gendmico enriquecido; b e c)
Clones 1C6 e 2C6, obtidos da clonagem da regido 2.4 kb do C6 EcoR I pela técnica de PCR inversa. d)
Clone M1 obtido da amplificagdo de macréfagos de coelho chagasicos com o iniciador SK36. Em preto:
sitio de clonagem EcoR I do vetor. Em vermelho e azul, regides conservadas e variaveis de minicirculo de
kDNA respectivamente. Observa-se a presenga de encurtamento nas regides variaveis em todos os clones
analisados quando comparados ao consenso esperado de 220 pb. As regides variaveis 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.
Ja no grupo 4 observa-se perda de 16 bases da regido EcoR I do segmento Agtl1OR, multiplas repeticdes
do iniciador SK35, seguido por 47 bases, com predomindncia de repetigdes G/T, sem correspondéncia
com seqiiéncias dos vetores de clonagem ou com os iniciadores usados na amplificagdo. O conjunto das

informagdes 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 possuiam seqiiéncias ricas em T, e segmentos com despropor¢do entre bases

puricas e pirimidicas.

Tabela I. Insertos obtidos pela subclonagem dos flancos da integracdo presentes nos fagos Agtl0 do
banco construido com o DNA da linhagem subclonais de C4, positivos na hibridagdo de colonia, e
negativos em Southern blot com sonda 122 pb e com iniciadores de kDNA internos. Os tamanhos foram

ajustados apos o seqiienciamento, sendo excluidas as bases do Agt10.

CLONE TAMANHO (pb) SEQUENCIAMENTO (bases)
“ agarose Seq. Grupo OBERVACAO
35R21 - 218 1 Seqtiéncia do vetor
34R39 - 330
34R38 600 494
34R16 600 494 2 Segmentos ricos em T/C, A/G;

35F14 00 71 (grupo 35F 4 e 10 — seqiiéncia

parciais)
35F20 600 471
35F10 1100
35F4 1100
35F1 200 125
3 Ricosem T

35F7 300 266
34R59 - 74
35R2 - 96 4 Repeticdes de sk35
35R14 400 -

Nao seqiienciados.
34R1 800 -

34R55 800 -
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GRUPO 1:
Clones 35R21 e 34R39

AGT10

GTCACTGTCATACCATTCATCAATGTCCTTGATATCGTAGGGTTCACAAGCTTCACACCA

35R21

34R39

AGT10
35R21
34R39

AGT10
35R21
34R39

AGT10
35R21
34R39

AGT10
35R21
34R39

AGT10
35R21
34R39

GTCCAAGCTGAATTCTTTTGCTTTTTACCCTGGAAGAAATACTCATAAGCCACCTC

B) GRUPO 2:
Clones 34R38 e 34R16: 494 bp.
Iniciadores do vetor completos

1
61
121
181
241
301
361
421
481

CLONES 35 F14 e 35F20:

1
61
121
181
241
301
361
421

Aat10R

GAATTCATAC
CTAGAAGGGA
TCTCACTCTC
ACCCTGGTTC
AAGCGGCTGT
TCTGTGCCCT
ACTCCAAAAC
CTAATGAGTG
ATTGGGGTTG

ATAATGTACG
TGGAGGAGAG
GTTAAGTAAG
GAATAATTAC
TTCTTCCATT
TCTGAGGACC
TAATTGCCAA
GCTGGAGTTC

AATGATGGGC
ATGGGTCCAT
CCATCCCATT
AATTAACAAG
CTGCTGTTGC
ATTCCCCAGT
ACCAATGCCT
TTAACAGATT
GTGT

GGGGAGATGC
GTAACTAACC
TTAAGGACTA
TCTCAGAGTC
CTTCACATCC
CATCGAGTCT
CTCACATGGC
ACAGGTAGTT

TGTTGGGGAG
GGGGGCTCAC
TTCTCCATGA
TAGAGGTACC
TCCCTATCCC
CTGCAGACTG
GTTTCATAAC
AAATGTTGTT

471 bp;

TGAGAGAGAC
AAGTGGTAGG
GACAGGGAAG
ATCATTCCAA
TACCCACAGG
CAGCTGGCAT
TGTGGATGTC
GTGAGCCTCA

AatlOr

GGAGGATGGG
CTTGGGGATG
TACTGAGCCC
CAGATCTAGC
TCTCTCCTTC
GTAACAAAGG
AAACCACAGA
GTTGGCTACC

ACTGAGGAGA
CATAGAGTAG
AGCCAAAGCC
AAGAAAATGT
AACACAATGG
TCACAATCTC
CAGAGGCTAG
CAACTTTGGG

AATTTAGGAA
ATAACTTGCT
TGTGGAGCCA
TTGCAGCTCT
CCCTGTGCTC
CCAAGCAGGA
TCTCAGGTTT
TTCTAACAAG

TGGGAAGACC
TAGTTGAAAT
TATCTTAGGC
TTTGCTTGTT
TGGCACAAGC
TTTTATAAGT
AGGTATTGGA
TGTTTGAATT

GTAGGGCCTT
CCTGGCTCTC
CATGCTCTTT
GTCTAGCCCT
TCCACTCCCC
AGAGATTCAA
CAAATATTTT
TTCAGGTTCG

TGGGCGGGAC
GGTTGAAATG
ATTTAATAAT
TTTTTTATAC
CGGCTTCTTC
ACTTGATTCT
TTCCCCCGGA
C Aatl10F

362

414
25
65

473
86
124

531
144
184

589
202
244

645
218
259
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CLONES 35 F4 e 35F10
Insertos com aproximadamente 1000 pb. Seqiienciados 312 bp e 293;
do iniciador Ml3rev

Leitura a partir

1 TATAATGTAC GGGGGAGATG |[CCCTGCTTCA TATGCCCATG GAACCATGAA TGAATAAGTT
6l GCTCCACCAC TCAGTACTAA CAGTTTGTGG GTGATGGGTG GACAAAAAAG AGAGCAGGAG
121 GTTTGCTTTG AGAATCTGTC| AAGCCCAAAA GAAAAGAGAG AAAGAGTAGT TAGACAAAGT
181 TGGCAAAGIT TCTCTTTTCT| GAATTGCCAT TATCCCAAGG [TCCTCTCCTG! CATTTTGGAG
241 GAAGCATAAG GGGACAGTTG GGTTTTGTGG ACATTGAAAT AAATTTGGCC TAGTAAATGA
301 AAGATGAAGA CAA. ..., (regido ndo seqlienciada) ......c.cveveeee..
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 thlo
C) GRUPO 3:
Clone 34R59: 74 bp;
1 CCCAACTGAA TTCTTTTGCT TTTTACCCTG GAAGAAATGC
61 TCATAAGCCA CCTC Agt1OR
Clone 35F1: 125 bp;
Lgt10F
1 GAATTCGTTA TACAATTCAG ATATTTTTTA AAATATTCAC TTTTAAGTTT TGGGGCATTC
6l TAGAGATTTG TTTTGCATTT GTTGTCTCTC TGGGATTACG GTTGCATCTC ACCCGTACAT
121 TATA
Clone 35F7: 266 bp;
1 ATAATGTACG GGGGAGATGC AAAAGACGAG GTACCTTCTC GTTGCTCTTA ACAATATCAG
6l CCAAATCACC TCTCAAGAAG AGCAGAATTC TGAATATGCA TTTCTCAAGG AAATGAGTTT
121 CCTACTTGTA AGGAAAGGAA TGCCATAAAG TTTCTTTCAC ATTGATCAGC AGTAAAGAAA
181 CTGTACATTA AACTCTACCA TTAATTTTCA TTTAAAACTG CTCTGCTGAA TTCAGCTTGG
ACTTAACCAG GCTGAACTTG CTCAAA Agt1OF
D) GRUPO 4:
Clone 35R2: 139 bp;
1 ATAATGTAAG GGTGAGATGC ATAATGTACG GGGGAGATGT ATAATGTACG GGGGAGATTGC,_
61 CAGTTAGCTT TGGTGGTGTG TGGCAGTTGT AGTCCTGAAC GAAAACATAC CCTGGAAGAAA'
123 TACTCATAAG CCACCTC L T

(3= GAATTCTTT TGCTTTTTAC CCTGGAAG - 5°)
Agt10R truncado

Figura 15. Resultado do seqiienciamento dos clones pertencentes aos grupos 1, 2, 3 e 4 obtidos da
estratégia de fragmentacdo da estrutura repetitiva do kDNA. Em azul, iniciador do fago Agt10; em rosa e
vermelho, iniciadores SK34 e SK35 de kDNA respectivamente. A) GRUPO 1: Clones 35R21 e 34R39
com identidade aproximada de 95% ao Agt10 entre as bases 356 a 604. Trago, identidade ao Agt10; ponto,
auséncia de base. B) GRUPO 2: Agrupamento dos clones com a mesma seqiiéncia. Excluido valor de
pares de bases o iniciador do fago. Peculiaridade entre os subgrupos 2: presenca de regides ricas em A/G,
C/T (retangulo laranja). C) GRUPO 3: Clones pequenos. Observa-se a presenca de segmentos de DNA
(preto), com origem indefinida, unindo os iniciadores completos usados nas amplificagdes. Observa-se
nos clones 35F1 e 35 F7, regides ricas nas bases A/T. D) GRUPO 4: Inserto mostrando multimeros do
iniciador SK35, com pequenas alteragdes na seqiiéncia de bases. Seta vermelha indica a orientacdo da
repeticdo do SK35; seguem-se as repeti¢gdes do iniciador, uma regido, em preto, sem similaridade de
seqiiéncia a outros clones seqiienciados. Observa-se o iniciador Agt10R truncado.
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e) Abordagem V - Método de Captura

A técnica de captura foi desenvolvida partindo do pressuposto de que seria possivel recuperar
seletivamente DNAs que estivessem hibridados a sondas homodlogas ou parcialmente homologas
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 amplificagio a partir de adaptadores ligados as suas

extremidades.

b)

~700 pb ~700 pb

Figura 16. Captura do segmento de minicirculo de kDNA com a sonda de regido conservada 122
a partir do clone 1C6 digerido com a enzima EcoR 1. A) Confirmagio da ligagdo 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 amplificagio com
iniciadores do adaptador visualizado no gel de agarose. Linha 1: Controle negativo da
amplificagdo; Linha 4: marcador de peso molecular (kb ladder gibco). B) Confirmagdo da captura
dos segmentos de minicirculo a partir da mistura com o vetor visualizado na Linha 2. Elui¢éo a
0,1X SSC e SDS 0,1% pelo sinal positivo em Southern blot com a sonda 122, Linha 1. Elui¢éo a
1X SSC e 0,1% SDS; Linha 2. Elui¢do a 0,1X SSC e SDS 0,1%; Linha 3. Controle negativo.
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e Sensibilidade do método de captura
O nivel de detecgdo da técnica foi aferido através da captura de um gene copia unica de 7. cruzi
por um fragmento de cDNA de 250 pb. O teste consistiu em usar diferentes concentragdes de DNA
gendmico 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 hibrida¢ao dos
produtos amplificados com os iniciadores do adaptador, com a sonda de cDNA 250 pb. O segmento do
gene copia unica foi capturado em todas as concentragdes de gendmico testadas, indicando que € possivel

recuperar seqiiéncias especificas de até 5 ng de material.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

5000 ng 500 ng 50 ng Sng

Figura 17. Sensibilidade do método de captura. Southern blot da captura de segmentos do gene
fosforilase'de T. cruzi presente em cdpia tinica no genoma (Jaime M. Santana, comunicagfo oral) a
partir do DNA gendmico total nas concentragdes de 5000 ng, 500 ng, 50 ng, e 5 ng, recuperados nas
elui¢des realizadas com: Linhas 1, 4, 7 e 10 — agua; linhas 2, 5, 8,e 11 - 0,1X SSC e 0,1 SDS, Linhas
3,6,9¢12-2XSSCe0,1% SDS.
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e Captura do kDNA integrado no DNA genémico do subclone A11

Diante dos resultados positivos obtidos no experimento piloto, foram utilizados 1 pg de DNA da
regido 3,2 kb do clone A1l para a captura do kDNA integrado. Como descrito anteriormente, as fragdes
eluidas 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 amplifica¢cdes no material
colhido nas estringéncias 2X SSC com SDS 0,1%, H,O e controle positivo da amplificacdo, que neste
experimento foi a regido 3,2 kb do subclone All ligada ao adaptador. Na Figura 18b verifica-se a
hibridagdo positiva na faixa de 200 a 1.400 pb do material amplificado a partir das elui¢des 0,1X SSC e
0,1% SDS e H,0. O sinal positivo indicando a presenga do kDNA na linha correspondente a amplificagdo
do A11-3,2 kb partir dos iniciadores do adaptador s6 foi visualizado apds 7 dias de exposi¢do do filme de

raio X.

Com a finalidade de verificar se a captura da regido de integracdo a partir da banda EcoR 1 A11-
3,2 kb reproduziria o mesmo perfil de bandas de uma recuperacdo a partir do DNA gendmico total de
Al1, uma nova captura foi realizada utilizando-se 5 pg do DNA gendmico total digerido com e ligado ao
adaptador. Os resultados da amplificacdo e da hibridagdo dos materiais eluidos foram apresentados na
Figura 19. Observa-se uma forte semelhanca nos perfis de eluicdo e hibridagdo com sonda de kDNA do

material capturado tanto do DNA genémico quanto do obtido da banda 3,2 kb.

Em ambas as estratégias de captura, ndo se observou amplificagdes de fragmentos maiores que
1.400 pb com sinal positivo para kDNA. Em conseqiiéncia da ndo recuperacdo da esperada positividade
na regido 3,2 kb, aventou-se a possibilidade das bandas estarem presentes, mas numa concentragido
inferior ao nivel de detecgdo da técnica de Southern blot. O isolamento e a amplificagdo com iniciadores
do adaptador da regido correspondente a faixa de 3,2 kb ndo mostrou a presenca da banda no tamanho

esperado.

Para descartar a possibilidade de estruturas anormais presentes na regido hibrida 3,2 kb estarem
bloqueando a amplificagdo, aumentou-se a estringéncia da PCR pela adigdo de DMSO (Winship, 1989) e
elevou-se o nimero de ciclos e o tempo de extensdo. Este procedimento promove a abertura das fitas de
DNA nas regides onde com alta concentragdo de C/ G e/ou estruturas secundarias com tendéncia a
formagdo de dobramentos. Contudo, a maior banda positiva por Southern blot com sonda de kDNA

amplificada nestas condi¢des apresentou tamanho de 600 pb (Figura 20a). A clonagem da banda no vetor
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PCR2.1 tendo como bactéria hospedeira a DH5a, resultou em clones com tamanho inferior a 400 pb e

sem sinal de hibrida¢do com sonda da regido conservada de kDNA (Figura 20b).

Decidiu-se, entdo, amplificar o material capturado na fracdo eluida em H,O 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 “dificeis”. Esta amplificacdo resultou em bandas
com sinal positivo de hibridagdo, em Southern blot, com a sonda 122 apresentando tamanho de até 3 kb
(Figura 21). Com o objetivo de aumentar a concentragdo da banda para a clonagem e verificar a
existéncia 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 reamplificagdo com a
enzima 7Tth polimerase pelo sistema XL- PCR dos DNAs isolados repetiu o padrao de amplificagdo obtido

no sistema de PCR normal, com bandas entre 200 a 1.400 pb (Figura 22).

]
b
=
Ll

Figura 18. Amplificagdo a partir dos iniciadores do adaptador dos fragmentos de minicirculos de kDNA
capturados da regido 3,2 kb do subclone All digerido com a enzima EcoR I. A) gel de agarose
mostrando a amplificagdo dos produtos provenientes das eluigdes: 1. SSC 2 X, SDS 1%, 15 min a
temperatura ambiente; 2. SSC 0,1 X, SDS 1% por 15 min a 65 °C; 3. H,O por 1 h a 65 °C; 4. Controle
negativo de amplificagdo da PCR; 5. 100 pg de T. cruzi amplificados com o iniciador do adaptador; 6.
DNA do subclone A1l digerido com EcoR I e ligado ao adaptador, ndo capturado; 7. kDNA de 7. cruzi
digerido com EcoR 1. B) Analise por Southern blot do mesmo gel apds hibridagdo com a sonda de kDNA
com de lavagem de acordo protocolo padrio descrito no material ¢ métodos . Observa-se o sinal de
hibridagdo na faixa de peso molecular entre de 0,2 a 1,4 kb nas Linhas 2 e 3 e no controle positivo de
hibridagdo Linha 7.
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Figura 19. Captura da regido de integracdo de minicirculo de kDNA do subclone A1l digerido com a
enzima EcoR 1, apos amplificagdo por PCR com os iniciadores do adaptador, e hibridagdo por Southern
blot com sonda de kDNA, as lavagens foram realizadas de acordo com o protocolo padrdo descrito no
item 9 do material e métodos, sendo a ultima lavagem realizada a 65 °C por 20 min com a solugdo SSC
0.1X e SDS 0,1% . A) Comparagdo do perfil de bandas entre as capturas realizadas da banda 3.2 kb
(Linhas 3 , 4 ¢ 5) com as obtidas do DNA total (6, 7 ¢ 8), observa-se o sinal positivo de hibridagdo com
sonda de kDNA ns Linhas 4 e 7, eluicdo com SSC 0,1 X, SDS 0,1%, por 1h a 65 °C; e nas Linhas 5 e 6
elui¢do em H,O durante a noite a 65 °C, e auséncia de sinal nas Linhas 3 e 8, correspondente as elui¢do
com SSC 2 X, SDS 0,1% , por 15 min a temperatura ambiente; nas Linhas 1 e 2, tem-se respectivamente
os controles positivo e negativo da amplificacdo e hibridagdo; B) Eluicdo da regido de integracdo
capturado do DNA total realizada em solug@o de formamida a 65 °C por 1 h (Linha 1); e H,O durante a

noite & 65°C (Linha 2).

600 pb
298 pb
“ 396 pb pb

Figura 20. Rearranjo da regido de integragdo capturada do macréfago All apods clonagem no vetor
PCR2.1 e multiplicagdo na bactéria hospedeira DH5c.. a) Comparagéo entre o tamanho dos segmentos
amplificado e o recuperado da clonagem visualizada através de eletroforese em gel de agarose: Linha 1.
fragmentos liberados da digestdo do clone com EcoR I; Linha 2. marcador de peso molecular 1 KB ladder
(GIBCO); Linha 3. banda 600 pb obtida da amplificagdo da regido de integragido capturada do All na
presenga de DMSO. b) Mesmo gel mostrando a perda da regido conservada de minicirculo de kDNA no
segmento proveniente do clone constatada pela falta do sinal positivo de hibridagdo por Southern blot
com a sonda 122 (Linha 1), e o sinal positivo de hibridagdo com a sonda 122 pb no segmento antes da
clonagem (Linha 3).
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Figura 21. Regides de integragdo de minicirculos de kDNA capturado do macréfago All-EcoR 1
amplificado com os iniciadores do adaptador, pelo método XL- PCR (Promega) (Linhas 1); padrdo de
tamanho molecular (Linhas 2). a) visualizagdo da amplificacdo em gel de agarose; b) sinal positivo de
hibridagdo por Southern blot, do mesmo gel, com sonda 122 da regido conservada (hibridagdo e
lavagens realizadas de acordo com protocolo padrdo descrito no item Southern blot do material e
métodos - Estringéncia da ltima lavagem SSC 0,1 X SDS 0,1% a 65 °C por 20 min).

0,5 kb

Figura 22. Padrdo de bandas dos DNAs provenientes da capturados a do macrofago A11-3,2 kb,
coletados em ddH,0, ap6s reamplificacdo com a enzima Tth-polimerase e iniciadores do adaptador.
Resultado da reamplificacdo 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, padrao de peso molecular KB ladder (Gibco); Linha
5, A11-3,2 kb ligado ao adaptador (controle positivo da amplificacdo).
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e Isolamento das bandas capturadas da linhagem subclonal de macroéfago A11 -
EcoR 1

Como o padrio das bandas provenientes da captura, visualizadas em gel de agarose, se
assemelhavam, independentemente da estratégia de amplificagdo adotada, optou-se por realizar o
isolamento dos produtos de PCR que apresentaram melhor defini¢do de bandas apos eletroforese. Desta
forma decidiu-se realizar o isolamento das regides de integragdo obtidas da reamplificacdo da regido 1-2
kb com a enzima Tth-polimerase (Figura 22). Para tanto, aproximadamente 20 ng desse produto de
amplificagdo foi radiomarcado e separado em gel de acrilamida desnaturante, como descrito em Material

e Métodos que resultou no padrdo 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 esta ilustrado na Figura
24. Nota-se que todas as bandas apresentaram sinal de hibridagdo positivo. Algumas, porém, mostraram
além da banda principal, bandas adventicias menores. Para descartar estas bandas menores, realizou-se o
reisolamento da banda principal a partir do gel de agarose. Estas bandas foram submetidas a nova
eletroforese em gel de agarose e analisadas Southern blot com sonda de kDNA, confirmando-se a
purificagdo. Curiosamente, estas mesmas bandas purificadas, quando reamplificadas a partir do
adaptador, mais uma vez geraram bandas adventicias menores, no mesmo padrio observado

anteriormente.

e Clonagem das bandas isoladas

As bandas reisoladas do gel de agarose foram clonadas em abrupto no sitio de EcoR V do vetor
PCR 2.1 e utilizadas na transformag@o da DHS5a. As colonias selecionadas para extracdo do plasmidio,
apresentaram tempo de crescimento e aspecto caracteristicos de E. coli. A Tabela II mostrou o tamanho
dos insertos recuperados de cada transformagido, bem como o numero de clones analisados. Todavia,
apesar das diversas tentativas ndo foi possivel obter transformantes das bandas 4 e 5, em nenhuma das
hospedeiras testadas (DH5a, Sure Cells, CES210, XL1BIueMRF). 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 a clonagem, a banda 6 produziu clones
somente com hibridacdo negativa, sendo que trés insertos apresentaram tamanho proximo 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 padrdo de digestdo parcial quando digerido com a enzima EcoR I: quatro com insertos no
tamanho esperado, um menor com 500 pb, dois plasmidios sem insertos quatro com plasmidios com
tamanho inferior ao esperado, todos negativos para kKDNA, e apenas um clone positivo denominado B7,
com tamanho superior ao esperado (1.200 pb). Os clones provenientes da banda 8 forneceram plasmidios
com seqiiéncias positivas para kDNA. A maioria dos plasmidios provenientes da clonagem das bandas 6,
7, e 8, quando digeridos produziram padrdo semelhante a uma digestdo enzimatica parcial (Figura 25).
Este resultado foi reproduzido com prepara¢des plasmidiais provenientes de diferentes métodos de

extragdo (Lise Alcalina, Wizard, ou Maxiprep) e sugere rearranjo e populagdo mista de plasmidios.

Foram selecionados doze transformantes para o seqiienciamento, oito destes positivos para
kDNA em Southern blot e quatro negativos. As seqiiéncias obtidas foram comparadas entre si e
analisadas em banco de dados do sistema BLAST. O seqiienciamento do DNA capturado mostrou a
presenca do adaptador nas duas extremidades do segmento. Entretanto, na maioria dos casos verificaram-
se alteragdes no adaptador do flanco proximo ao sitio M13-Reverse do vetor (Figura 26). Nos clones 1B,
2C, 10Ce 11B e 11E 9G e F, observou-se a auséncia do sitio EcoR I do adaptador. O clone 7E apresentou
inser¢do de 15 bases (57 AGCCGAATTCGGCTT 3’) entre o sitio de clonagem do vetor e o inicio do
adaptador no lado préximo ao sitio M13-Reverse. As 10 primeiras bases da inser¢do (5° AGCCGAATTC
3”) correspondem em seqiiéncia a duas regides presentes no sitio de clonagem do vetor PCR2.1: 1) bases
292 — 283, na orientagdo invertida e complementar em relagdo a M 13, 2) bases na orientagdo direta 295 —
304, regido proximo ao T7-Promoter. As 5 bases subseqiientes (5 GGCTT 3”) correspondem as posi¢des

289 —293, ou: 290 — 285 do vetor. Observa-se a auséncia da ultima base do sitio EcoR 1 do adaptador.

Dentre os clones que apresentaram sinal positivo com sonda de kDNA, apenas o 12A ndo
mostrou seqiiéncias de regido conservada, sugerindo que a captura e hibridagio se deram por similaridade
com a regido variavel de minicirculos. Os demais positivos, incluindo o clone B7, mostraram regides
conservadas completas, com identidade na faixa de 95% em relagéo aos consensos depositados em bancos
de dados (acessos gbIM188141; gbIM191881; gbIM191871), intercaladas por segmentos repetidos curtos
ndo superiores a 50 pb, com seqiiéncia de bases semelhante as obtidas dos subclones de macréfagos C4 e

C6 (Figura 14 a, b, e d).
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Figura 23. kDNA da banda A11-3,2 kb capturado e eluido em ddH,0 amplificado com os iniciadores
do adaptador. Linha 2. Padrio das bandas obtidas, em gel de acrilamida 3,5 %, da reamplificag¢do da

regido 1-2 kb. As 12 primeiras bandas foram isoladas do gel de acrilamida; Linha 1. padrio molecular
1 kb ladder BRL Gibco.

92
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Figura 24. kDNA do macrofago A11-3,2 kb capturado e eluido em ddH,O apés purificacdo das bandas
do gel agrilamida 3,5%. As 12 bandas isoladas individualmente foram reamplificadas com os iniciadores
do adaptador. A) Visualizacdo em gel de agarose das 12 maiores bandas isoladas do gel de acrilamida. B)
Hibridacdo do mesmo gel, por Southern blot, com a sonda de regido conservada de 122 pb; observa-se o
sinal positivo, em diferentes intensidades, em todas as bandas analisadas, apds lavagem das membranas
em estringéncia maxima de SSC 0,1X e SDS 0,1 %. A 65°C/ 20 min.
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Tabela II. Comparagdo entre os tamanhos dos segmentos de kDNA em pares de bases (pb) do
macréfago A11-3,2 kb bandas 1 a 12 (B1 a 12 — Figura 25) isolados do gel de acrilamida antes e apds a
clonagem no vetor PCR 2.1 e multiplicagdo na hospedeira a bactéria E. coli DHS a.

clonagem (sonda 122 de
minicirculo de kdna)

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 |, 3 11500 | 1100 | 950|900 | 800 | 770 | 650 | 630 | 600 | 580 | 520 | 570
isoladas da acrilamida
Tamanho do inserto 750
recuperado apos 600 | 600 | 600 | O | O |750 1200 600 | 600 | 600 | 550 | 500 | 450
clonagem
Positividade das insertos
isolados da acrilamida
(Sonda 122 minicirculo * * * A * R N I I B
de kDNA)
Positividade dos insertos
recuperados apos + + + ) ) ) + + | . + 4 ) )

12 3 4 56

7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 25. Padrdo de migragdo dos segmentos de kKDNA capturados do A11-EcoR I apds clonagem
no vetor PCR 2.1 multiplicagdo na hospedeira a bactéria E. coli DH5 a. Os plasmidios isolados
foram digeridos com enzima de restricio EcoR I para a liberagdo dos insertos do vetor, e
submetidos a separagdo 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.
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Clone 6-1
Adaptadores e sitio de clonagem do vetor normais
(Extremidade M13 do vetor)

TGCTGGAATT

TGTGCTTTTA
TAAATTGGGG
AGTTCNTCAT
TGCCTTAAAG

CCTGCTATTG
CGATGGTGGA
CTGAGGCACT
CCTAGATCCC
TCTCTCGAGC

ACTAGTAACG GCCGCCAGTG
1 TAATTTATCC GTGTCTACTT
6l TTGGTCAGTT TTTGTCCNTA
121 AGGAGTCGAC TGTGCAATGG
181 GCATCGTGGG GCTTCCGTTT
241 CAAGAAC
1 GTAAACACCT TGCCGCTGCC
6l GTCTCTGCCA CTGCAGGCAT
121 CAAGACACAC TTAAGGCCTG
181 AGAGGAGACT TTCAGCCATT
241 CGCTTCTGAN GAGGTTGAAT

CCATCACACTG GCGG

(Extremidade T7 do vetor)
Clone 7E

CGGCTTCGAT
ATAGCACACA
GAAAGTAGCT
GTNTTCCAAT
GGTTTGTGGA

AAAAAANANA
AGCTGGAAGC
GGGAGCTGTG
CTCCCAGGAA
GGCCGCATCG

GCGGCCGCTC
TGAAACCATT
GTTCATCATA
TCTGTGCCGT
ACCACAGAGG

ACCGTGAANA
CGGGCTGTAG
GATGCAACCG
NNACTGAGAG

AAGCCGAATT

Alteracdo no vetor préximo ao sitio EcoR I do flanco M13.
(Extremidade M13 do vetor)

1
61
121
181
241
1
61
121
181
241
301
361

TG
GTGAGCAGCT
AACGCATACG
CCGTACGTTG
AGTTTTTCAC
GCTTGTGCAA
TGGTCGTAAA
AATGAATTTA
GTGCAAAAAC
TCAGAAACAC
TACAGTTTTT
GTGTTACTAA

G

Clone 9G
Auséncia do sitio EcoR I do adaptador préximo ao M13 do vetor.
(Extremidade M13 do vetor)

TCCACTAG TAACGGCCGC

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

CTCAGGGGTA
CTCCTTGGGT
ACTGTGAAGC
ATATCTAGGG
AAGCTGATTA
CAGCTCCAAA
TTTCTAAATA
ATCTCAAGGA
TATTTATTTT

. .ATCATCTCAT

TTC

GAATTCGGCT
TGGCTCGGAT
TGTACTAACC
GAAGTTCTTT
CATACAATTG
CTCTCACTCC
NCAACCAACG
AAGGTTTTGG
AGTTTCAGTC
CTTTTAAAGT
GAAAATGTCA
AATCTGAATC

..CATTTAAI$A ATTCTCTCGA

CTGGTTAGTT
ACTTTCTCTA
ATCCACTTCT
ATCCTTTGAG
TGGGATTGAN
CTTTGTCTCT
CCAGCATTCA
AGTTCTGGTA
TTGAGATTTC
AACCCTTCAT

TAGCCGAATT

ATTTGTNNCA
AACAATTAAC
ATAAGTGTTT
TACCACTCGA
CGATGT
TTGTGGCTTT
TGCCTGTTCT
ATACGGTCAT
GAATNAAAAB
GTCGCTTTAG
TCATCACTTG
GCGGCCGCAT

CGGCTTCGAT
AAATGCCGGT

AGATGCGTTA

TTCCATACAT
ACCGAAGTTT

ACCTAATGCT
GCAAAAATAG
GAAGTACTTG
ACCACGTTCT
ATGACCAAGG
CTGGTTGACG
CGAAGCCGAA

GCGGCCGCTC
TTCATCTGCT
TACTTTAATA
TTGGAACAAT
TATGACGCAT

TCTTACCTGA
TGCTTTTGCA
TTTTACTTCA
AAACGGTGGA
TGAAATCGTA
AAGTTCAAAA
TTCTGC

GAGAGAATTC
TTTATTGAAT
GTCAAGTCAC
CAGCTGCCTG
CATAGGTGGA

GCTCGGNATG
TGTGACGTGG
TGGGGTATTA
ACAGAGTCCA
CTGCAGATAT

Cc

GAGAGAATT+
TTCGGGTAAA
ATAGCCGTAA
GATAATGGTT
GTTACGAGTT

CCTAAAATAC
TCTTCAATTT
TTAGGAAATT
ACTGGAGTAT
CCCACACGTG
GACTCACCGT

(Extremidade T7 do vetor)

CAGTGTGCTG GAATTCGGCT TCGATGCGGC CGCTCGAGAG

CATATTGTTG
GCTCTACCAT
GTGTTTGCTA
CAAAATCTTG
CCTGGATATG
GTAACTCCTT
TCGCTATAAA
ACATGTGTTT
AATATAGTTA
TCTCTTTTGA

TTCCACCTAT
CGGGGGCCCT
GGCCCCGGCA
CTAGTATACC
GCAGTCTCTA
CCATGGGTGT
GTTTCCTTCT
CATCTGTTTC
TATCATTTCT

ATTCTCTCGA

(Extremidade T7 do vetor)

AGGGTTGCAG
GTGAATCCAT
TAGTCTCACA
ACAATGGTAT
GATGGTCCAT
TTTGTTCCAT
TTCACCTGAC
TAGGAACATT
TCTTTACTTT
GCGGCCGCAT

CTCCCTTTAG
CCAATAGCTG
AGAGAGAGCT
CAGCATTTGG
CCTTTCGTCA
ATCTTGAGAT
TTGGCTAATA
TTTGTTTTAT
CCTCNCCCAA
CGAAGCCGAA
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Clone 9F
Auséncia do sitio Eco R I do adaptador prdéximo 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
Alteracdo no vetor préximo ao sitio EcoR I do flanco MI13.
C
(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
Auséncia do sitio EcoR I do adaptador prdéximo ao M13 do vetor.

(Extremidade M13 do vetor) 3
TGCTG GAATTNNNCT TCGATGCGGC CGCTCGAGA.

1 GGCTTATAAT GTACGGGGGA GATGCATGAA TTTTCCGGCC AAAATCTGAA CGCccCTCCCA
ol 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 Gttt ittt ettt e eteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannnnns

Clones 10C, 11B e 11E
Auséncia do sitio EcoR I do adaptador prdéximo ao M13 do vetor.

121
181
241
301
361
421
481
541
601

(Extremidade M13 do vetor)

GCTTATAANG
AATCAAAATT
CACCAAACTC
CCCCCACCTT
TGAACGCCCC
TGAAAAAGCG
GAAGAAGCCC
GGGGGAGATG
TTCTGCAAGT
GCTGCGTGAT
GCATCGAAGC

TACGGNGGAG
GCTGCCAGTT
TCTATACTGA
TCGGCCTAAT
TCCCAAAATC
ACCACCAACC
CAGCCTGCCC
CATGGATTTT
TTTCAGCAGG
ATTACTACGG
CGAATTC

(Extremidade T7

CT
ATGCATGAAT
TTNTGCAGCA
CACCAACCCC
AATGTGACGG
AAAATTGCTG
TATGCACCCA
GTTTAAACGA
CCCGGNCGAA
NCNATTTACC
AACTTTTCAA

do vetor)

GGAATTCGGC
TTNCCGGCCA
CCTCCATTTA
AATCGAAGCC
GGGAGATGCA
CCAAGTTTTC
AAACTCTCTA
AGCCCCCACT
AAATCTGGAG
ATAAAACACC
TCGAACCAAG

TTCGATGCGG
AAATCTGAAC
CCATAAAACA
CCCACCTCCC
TGAATTTTGC
AGCGACCTCC
TATTGACACC
TTACGGCCAA
GNCCCTCCCG
ACAACTATCA
CGGAATTCTC

CCGTCGAGAG
GCCCTCCCAA
CCACAACTAT
CGTTAAACAA
CGCCAAAATC
ATTTGACCGA
AACCCCAATC
ATAAATGTAC
AAAAGCAAAA
CTAGANGCTT
TCGAGCGGCC
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Clone 7-3 (B7)

Extremidade M13

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

GAATTCTCTG
AGGACTGTCC
ACATACTTGT
CAGTTGTGAC
TGGGTCCCTG
AAAGGGACTG
ACACACACAC
AAACACCACA
CCGTAAACAA
GCCAAAATCT
ACCATAAAAA
CACCCTCCCG
GTTTTGCCGC
TCCATTTGAC
AATGCCCCAA
CAAATAAGTT
AAAATCAAAA
TTATCACCAA

AGCGGCC GCATCG

do vetor)

TGGCATAGTT
ATCCTGCTTG
GGAACAGCAT
TGTACTACAA
GAGTTCACAA
TCTCAAAATC
ACACACACAC
ACTATCACCA
CCCCCCACTT
GAACGCCCTC
CACCACAACT
TAAACAACCC
GAAAATCTGA
CATAAAACAC
TGCCCAATTC
ACGGGGGAGA
TTCTGCCGAA
ACTTCTTCTA

GCAGTGTGC TGGAATTCGG CTTCGATGCG GCCGTCGAGA

CCCAACTTCG
AAAAATAAGG
GAGGGACCTC
GTATCATGCT
GTCAGTCATC
GAGGAAGATA
ACACACTCAC
AACTCTCTAT
TCGGCCAAAT
CCAAAATCAA
ATCACCAAAC
CCCACTTTCG
ACGCCCTCCC
CACAAAACTA
GTAACCCCAT
GCAGGAATTT
TTTTTTCAGC
TATTACACCA

.. (Extremidade T7

ATGGCTTACC
AAGTTGGCCA
AGTTTGAATC
ATAACTCCAG
CTATTTCAAT
CACGCACAAC
ACACAGTTTT
ATTACACCAA
AATGTACGGG
AATTCTGCCA
TCTCTATTAC
GCCAAATAAT
AAAATCAAAA
TCACCAAACT
CCTCCCGGTG
TCCGTCCCAA
ACCTTCCATT
ACCCCAATCG

do vetor)

CTGTTACTCA
AAGTTATGGT
CCCAGCGACC
TTCTGGGAGG
AGATAGTTTT
TCTGGTATAC
CAGCACCTCC
CCCCAATCGA
GGAGATGCAT
AGTTTTCAGC
ACCAACCCCA
GTACGGGGGA
TTCTGCCAGT
CTCTATATTA
ARACAACCCC
AATCTGGAAT
TTACCATAAA
ARCCAAGCCG

GCAACATCCT
TCAGAGGGTA
CTGTAAAAGT
CAGAGACAGG
ATGTTCAGGG
ACACACACAC
ATTTACCATA
ACCCCACCTC
GAATTTTCCG
ACCTCCATTT
ATCGAACCCC
GATGCATGAA
TTTCAGCACC
CACCAACCCC
CACTTTCGGC
GCCCCTCCCA
ACACCACAAC
AATTCTCTCG

Figura 26. Seqiienciamentos dos segmentos capturados da regido kDNA do Al1-EcoR I, clonados no
vetor PCR2.1 na hospedeira DH5a.. Em rosa: seqiiéncia plasmidial; marrom: adaptador; vermelho: regido
conservada de minicirculo de kDNA; azul: regido varidvel do minicirculo; preto: regido sem
correspondéncia significativa as seqiiéncias depositadas em banco de dados; verde: regido identificada em
Southern blot como pertencentes a0 DNA humano; sublinhado: sitio EcoR I; Clones negativos na
hibridagido por Southern blot com sonda de kDNA: 6-1; 7E; 9G, 9F. Clones com sinal de hibridagéo
positivo com sonda de kDNA: 12A; 1B, 2C, 10C, 11B, 11E, E 7-3 (B7).
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4. CARACTERIZACAO DOS MINICIRCULOS DE KDNA COM REGIOES VARIAVEIS
ENCURTADAS PRESENTES NOS CLONES DE REGIOES DA INTEGRACAO.

4.1. Origem das regides repetidas 50 e 80 pb presentes entre as regidoes conservadas de

minicirculo.
A hibridagdo por Southern blot do macréfago normal e kDNA com as sondas 50 pb e 80 pb
conforme estratégia apresentada na Figura 6 mostrou que estes segmentos seriam porg¢des de regides

variaveis de minicirculo (Figura 27) apesar de ndo apresentarem o tamanho esperado em relagdo ao

consenso observado STURM et al. (1989).

Figura 27. Padrio de hibridagdo em
Southern blot dos DNAs de Trypanosoma
cruzi (Tc) e Macrofago 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 padrdo para Southern blot descrito
no item 9 do material e métodos.

4.2. Instabilidade regido variavel de KDNA de Trypanosoma cruzi que originou o segmento

50 pb

O kDNA amplificado PCR com o par de iniciadores TcVA e TcVs e hibridagdo com sondas de
regido conservada de minicirculos (sonda 122 pb) indicou que as regides variaveis 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 DH5a resultou em clones com insertos de 50 pb. Os cinco clones
seqiienciados apresentaram seqiiéncias semelhantes aos segmentos 50 pb provenientes das linhagens

subclonais de macréfago humano.
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Figura 28. Regido variavel obtida da
amplificagio, por PCR, do DNA de T. cruzi, com
os iniciadores da regido variavel TcVa e TcVs,
desenhados a partir das informagdes obtidas dos
minicirculos provenientes das regides de
integragdo, encurtadas do clone B7. Sinal de
hibridag@o, por Southern blot, com as sondas
TcVa (A). Mesma membrana hibridizada com a
sonda de regido conservada de 122 pb (B).
Verificou-se que o tamanho da regido variavel
amplificada foi de 200 pb, correspondente ao
tamanho do consenso descrito na literatura. O
sinal de hibridagdo observado foi obtido apos
sucessivas lavagens, sendo a de maior
estringéncia realizada com de 0,1 X SSC e 0,1 %
SDS por 20 min a 65 °C.

4.3. Instabilidade genética do minicirculo de kKDNA que deu origem as integracdes quando

clonados

A instabilidade dos minicirculos associados ao evento de integragdo, quando clonados em
diferentes hospedeiras foi observado em diferentes combinacdes de vetores e linhagens bacterianas
hospedeiras. A clonagem dos segmentos de kDNA digeridos e clonados no sitio EcoR I do fago Agt10 nas
hospedeiras XL1BlueMRF’ e CES201 ndo gerou clones com sinais positivos em 600.000 placas de lises
analisadas. Somente o banco construido em XL1BlueMRF’gerou placas com sinal de hibridagdo positivo
com a sonda TcVA. Contudo verificou-se o rareamento do sinal nas selegdes para o seu enriquecimento o

que impossibilitou o isolamento do vetor com a insercdo desejada.

Através da técnica de captura com a regido variavel de 50 pb imobilizada, isolou-se um
segmento de minicirculo com 600 pb, com sinal positivo com a sonda TCVA em Southern blot (Figura
29A e B). A clonagem do produto capturado em DH5a ndo gerou bactérias recombinantes positivas para

esta sonda em 360 coldnias analisadas.



100
RESULTADOS

Figura 29. Captura, a partir do DNA de Trypanosoma cruzi, das regides variavel de minicirculo de kDNA
observada nos subclones de macréfago. A) Visualizagdo do produto em gel de agarose 1%, apds
amplificagdo por PCR com iniciadores do adaptador: Linha 1. Eluido 2X SSC e SDS 0,1%; Linha 2. Eluido
0,1X SSC e SDS 0,1%. Linha 3. Eluido em H,O; Linha 4. Marcador de peso molecular. B) Southern blot do
mesmo gel com a sonda TCVA, da regido variavel de interesse. O sinal de hibridagdo é observado apos
lavagem a estringéncia maxima de 0,1 X SSC e 0,1 % SDS por 20 min a 65 °C.

4.4. Caracterizacio do segmento hibrido humano e minicirculo de kDNA do clone B7

A Figura 30 mostrou a seqiiéncia completa do clone B7 comparada as seqiiéncias depositadas
em banco de dados. A regido 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 minicirculos de kDNAs. Esta regido apresentou regido variavel encurtada com aproximadamente 50
pb similar as descritas anteriormente. No ponto de jungfo entre os genomas observa-se a presenga de um
segmento com aproximadamente 50 pb (posi¢do 220 a 270) com similaridade ao elemento Alu, seguido
de um microssatélite com 22 repeticdes CA e o inicio da primeira repeticdo da regido variavel/regido

conservada de minicirculo de kDNA.

A seqiiéncia B7, analisada com o auxilio do programa Signal Scan, mostrou a presenca de alguns
consensos regulatorios da expressdo génica na regido humana (Elemento AP1, Sitio AP3, Sitio AP1
invertido, seqiiéncia TATA, elemento APOB) e outros na regido de KDNA (sitio CAAT, Sitio AP3).

Confirmou-se a jungcdo do kDNA com o DNA hospedeiro na célula All intacta através da
amplificagio por PCR a partir de iniciadores da regido humana e de minicirculo, conforme observado na
Figura 31a. Este resultado foi confirmado posteriormente por Southern blot com sondas da regido

humana e kDNA (Figura 31 b). De interesse, observou-se que a amplificagdo da regifio hibrida a partir
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dos iniciadores de minicirculo ¢ do DNA humano ocorreu apenas na ultima das quatro partidas de cultivo

da linhagem subclonal A11.

Clone B7 (1075 pb)

1 GAATTCTCTG TGGCRTAGTT CQCAACTTCG ATGGCITACC CTGTTACTCA GCAACATCCT
61 AGGACTGTCC ATCCTGCTTG AAAAATAAGG AAGTTGGCCA AAGTTATGGT TCAGAGGGTA
121  ACATACTTGT GGAACAGCAT GAGGGACCTL AGTTTYGAATC CCCAGCGACC CTGTAAAAGT
181  CAGTTGTGAC TGTACTACAA GTATCA[GCT ATAACT¢CAG TTCTGGGAGG CAGAGACAGG
241  TGGGTCCCTG GAGTTCACAA GTCAGTCATC CTATTTCAAT AGATAGTTTT ATGTTCAGGG
301  AAAGGGACTG TCTCAAAATC GAGGAAGATA CACGCACAAC TCTGGTATAC ACACACACAC
361  ACACACACAC ACACACACAC ACACACTEAC ACACAGITTT CAFCACCTCC ATTTACCATA
421  AAACACCACA ACTATCACCA AACTCTCTAT ATTACACFAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC
481  CCGTAAACAA CCCCCCACTT TCGGCCAAAT AATGTACGGG GGAGATGCAT GAATTTTCCG
541  GCCAARATCT GAACGCCCTC CCAAAATCAA AATTCTGCCA AGTTTTCAGC ACCJPCCATTT
601  AECATAABRA CACCACAACT ALCACCRAAAC TCTCTATTAC ACCAACCCCA ATCGAACCCC
661  CACCCTCCCG TAAACAACCC CCCACTTTCG GCCAAATAAT GTACGGGGGA GATGCATGAA
721  GTTTTGCCGC GAAAATCTGA ACGCCCTCCC AAAATCAAAA TTCTGCCAGT TTTCAGCACC
781  TCCATT[FGAC CATRARACRC CACAAAACTA TCACCAAACT CTCTATATTA CACCAACCCC
841  AATGCCCCAA TGCCCAATTC GTAACCCCAT CCTCCCGGTG AAACAACCCC CACTTTCGGC
901  CAAATAAGTT ACGGGGGAGA GCAGGAATTT TCCGTCCCAA AATCTGGAAT GCCCCTCCCA
961  AAAATCARAA TTCTGCCGAA TTTTTTCAGC ACCPTCCAT|T TTACCATAAA ACACCACAAC
1021 TTATCACCAA ACTTCTTCTA TATTACACCA ACCCCAATCG AACCAAGCCG AATTC

[ 1 Sitio AP1 invertido 1 CAAT box ] TATA box [] Sitio AP3

[ 1 Elemento APOB Elemento AP1

Figura 30. Seqiiéncia completa do clone B7 (excluido os adaptadores), analisada quanto a identidade com
seqiiéncias depositadas em banco de dados, e consensos regulatorios. Caracteres verde, regido humana com
98% de identidade a regido do cromossomo 1 murino genbank gb|AC131797.3|: em negrito, seqiiéncia com
identidade de 85% ao elemento A/u, acessos THC131610 e THC210708; sublinhado, repeti¢do do tipo CA;
negrito italico, intercessdo. Caracteres vermelhos, regido conservada de minicirculo de kDNA (identidade de
95% em relag@o aos acessos gbIM188141; gbIM19188I; gbIM191871). Caracteres azuis, regido variavel de
minicirculo. Retangulo Azul - sitio CAAT, Amarelo - Elemento AP1, Cinza - Sitio AP3, Rosa - Sitio AP1
invertido, Vermelho — seqiiéncia TATA Verde: elemento APOB; Elementos AP1 protegem CpG de
metilaggo GGGCGG E CCCGCC.
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Figura 31. Confirmacdo da origem hibrida
humano/7. cruzi do clone B7 através de
amplificagdes por PCR do DNA de T. cruzi,
macréfago  humano normal, Linhagem
subclonal A1l seguido da confirmacgdo da
especificidade ~ da  amplificagdo  por
hibridagdo por Southern blot com sonda
interna a amplificacdo, de acordo com
estratégia experimental mostrada na Figura 5.
A) Amplificagdo da regido humana com os
iniciadores IS e sat2 observam-se o sinal
positivo de hibridagdo com a sonda humana
396 no produto proveniente do macrofago
normal (2) e do All (3), e auséncia do sinal
no DNA de 7. cruzi (1), o controle positivo
da amplificagdo e hibridagdo foi o clone B7
(4), controle negativo da amplificacdo (5). B)
Amplificagdo da regido hibrida com os
iniciadores IS e SK36; nota-se a positividade
de hibridagdio com a sonda humana 396
somente no All intacto (4); e auséncia de
hibridagdo no T. cruzi (2) e no macrofago
normal (3); controle positivo de hibridagdo
(1) e de amplificag@o (5), controle negativo
da amplificagio (6).

4.5. Confirmacio da presenca da regiio B7 no genoma da linhagem subclonal de

macroéfago All intacto

Como o tamanho do clone B7 nio estava compativel com o esperado da clonagem da banda 7
(em torno de 800 pb), a regido humana do clone foi isolada para ser utilizada na hibridagdo das bandas
capturadas. O resultado apresentado na Figura 33a mostrou a presenga de sinal positivo de hibridagdo na
banda 7 e inesperadamente nas bandas 10 e 11 (Figura 33b). Estas bandas originaram unicamente clones
com minicirculos de kDNA, com regides variaveis de 50 pb, com seqiiéncia semelhante a regido de

kDNA do clone B7.

De interesse, a captura de KDNA a partir de tecido cardiaco de coelho chagasico digerido com
EcoR T através do mesmo procedimento experimental empregado para capturar as integracdes de All
EcoR 1 resultou em produtos com sinal positivo de hibridagdo por Southern blot, tanto com a sonda 122,
como com a sonda da regido humana isolada do B7 (Figura 33c e d). Enquanto que a captura da regido
de integracdo correspondente a posi¢do 7 kb do DNA Al11 digerido com Cla I resultou em sinal positivo

para KDNA e negativo para a sonda humana (Figura 33c e d).
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Figura 32. Segmentos de kDNA capturados dos genomas de macréfago A1l e do tecido cardiaco de coelho
chagasico (Nadjar Nitz — dados ndo publicados), apos amplificagdo por PCR a partir dos adaptadores e
hibridagio por Southern blot com a sonda da regido humana (sonda 296) do clone B7 (A, B, C) e com a
sonda 122 da regido conservada de minicirculo (D) A) Padrdo de hibridacdo com a sonda 296 dos
segmentos capturados e purificados em acrilamida do A11-EcoR I, (Figura 25) bandas 1 a 5 (Bl aB5) e 7
(B7), observa-se a presenga do sinal positivo somente na banda 7 (B7) e B) padrdo de hibridacdo 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 hibridacdo nas bandas 9 (B9) e 10 (B10) e no controle positivo de hibridagdo B7 (+). C)
Padrao de hibridagdo com a sonda 296 dos segmentos de kDNA capturados a partir do genoma de coelho
chagasico digerido com EcoR I (1 a 5) e do kDNA capturado da regido de integragdo presente na banda 7
kb do DNA do A11 digerido com a enzima Cla I (7 e 8), onde (1) corresponde a captura eluida na solugéo
2X SSC, SDS01% 20 min a 65 °C; (2) material capturado na elui¢do em H,O (1 hora a 65°C), (3) obtido da
eluicdo em H,O (durante a noite a 65°C); (4) e em formamida (1 h/ 65 °C), (7) DNA de A1l recuperado da
elui¢do com H,0; 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, apds lavagem das membranas na estringéncia maxima
de 0,1 SSC e 0,1 % SDS a 65 °C por 20 min. Linha 6: controle (-) de amplificagdo. D) Mesma membrana
hibridizada com sonda a 122 observa-se sinal positivo de hibridagdo tanto nos segmentos capturados do
coelho como capturados do A11- Cla L.



104
RESULTADOS

4.6. Anilise das Fases Abertas de Leituras (ORFs) do clone B7

A andlise da seqiiéncia do clone B7 mostrou a presenca de sete possiveis ORFs completas e de
duas incompletas faltando o cddigo de terminagdo. A Figura 33 apresenta de forma esquematica a
origem, posigdo relativa no clone B7 e o niumero de residuos de aminoacidos das proteinas hipotéticas
codificadas pelas nove ORFs. De interesse, observa-se que duas estio localizadas na regido de interse¢do
dos DNAs humano/7. cruzi : ORF1 - fita (-) fase 1 e ORF2 - fita (+) fase 3 e codificariam proteinas com
48 aa (B7pl) e 73 aa (B7p2) respectivamente. A pesquisa de homologia em banco de dados do sistema
Blastp mostrou alto grau de significancia (Score = 46%, e “E” = 2e-5) entre a B7p2 e a regido do sitio
ativo do fator de sinalizagdo nuclear (NLS— binding protein) da familia spot-1 de camundongo (acesso
bbsl 170532) e também com um segmento da proteina 6xido nitrico sintase induzida de rato (acesso pir |

155615, Score = 43%, E= 2e-04). Os resultados mais significativos das demais fases de leitura foram

agrupados na Figura 34.
A) B7 207 291 396 525 716 949
I
B) Fita (+
Fa)sela() ORF |FASE | DE | ATE | As
1 L] o | LEL 1074 dl
[ +2 T18 a7 63
2 2 +3 291 512 T3
3 Ry 4 | 2 | %28 | Ty | a4
C) Fita ORF [FASE| DE | ATE | Am
Fase 1 1 268 412 4B
[
1 vy | 3| 3 | 1 | 425 | %A |
2 8 | T -2 1 207 1]
# 2 823 | 099 | sn
3 HE 5 3 | s&7 | THS | T2

Figura 33. Posicionamento e tamanho das diferentes fases abertas de leitura encontradas no clone B7
(ORFs). A) Esquema do clone B7 identificando as regides conservada e variavel do minicirculo de kDNA
¢ a humana, respectivamente, pelos retangulos vermelhos, azul e amarelo; a numeragdo mostra, em pares
de bases, a posi¢do do inicio 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 posi¢do da base nitrogenada
que da inicio e fim da ORF, bem como o nimero de residuos de aminoacido (Aa) da cadeia polipeptidica.
C) Fases de leitura das ORFs presentes na fita (+) do clone B7, identificando a posi¢cdo da base
nitrogenada que da inicio e fim da ORF, bem como o niimero de residuos de aminoacido (Aa) da cadeia
polipeptidica.
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266
B7pl B7 ih
Fase 1 (-) [ [ 1T | 48 aa

a-1) - gi [ 1840087 - 39 kDa antigen [Leishmania donovani]
(Score (bits) = 42; E (value) = Se -04; positives = 22/36 - 60%; 322aa)

C 3 - VLKTVCECVCVCVCVCVCVYTRVVRVSSSILRQSLS - 38
S - VL VC CVCVCVCVCVCV \ +S+ R S
P -188 - VLARVCVCVCVCVCVCVCVCVCVWVCASAYRRTCAS - 223

a-2) - gi 1554015 - Mouse CBA/J Ig heavy chain VI region pseoudogene, 5° end
(Score (bits) = 35; E (value) =0,063 - 50 aa)

291 512
A 55
B7p2
Fase+3 | SRS | 73aa

a) - bbs I 170532 - Nuclar localization signal (NLS) binding protein
(Score (bits) =46 ; E value =2e-5 - positives = 32/64 - 49% ; 140 aa )

7 60
C CLKIEEDTRTTLVYTHTHTHTHTHTHSHTVFSTSIY----—-———-—-— HKTPOQLSPNSLYYTNPNR
S- c+1 T T +THTHTHTHTHTH+HT TS+ K L P +L +P +
P- CIHIHTHTHTH-THTHTHTHTHTHTHTHTHTPTSLLPARSQAGLLCQKGDSLGPKALARASPRQ

59 121

(Spot-1, a novel NLs-binding protein that interacts with p53 throught domain encoded by
pCAn repeats. - ELKIND et al.,-1995)

452 598
B :h
B7p3 ’
Fase1(-) | [ 3l | 48aa

a) - sp 1 Q243061 - Apoptosis 1 inhibitor
(Score (bits) =29 ; E (value) = 2,8 ; positives = 18/32 - 55%; 438 aa)

C 14 RAFRFWPENSCISPVHYLAESGGLFTGGGVRL - 45

S - RF WPN P H LAE+G +TG G R+

P 213 RTFEAWPRNLKQKP-HQLAEAGFFYTGVGDRV 261
- L J
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525 719
|
- B7p4 B7 [ TN
Fase +3 [ [4 ] ] 64aa
a) - gi 3396059
nonstrucural polyprotein [Igbo Ora virus]
(Score (bits) =29 ; E value = 4,5 ; positives = 21/41 - 51% - 2513 aa;)
567 785
“B7ps o7 :'—'
Fase - 3
[ [ 2] | 72aa
a) - sp [p05030]
Yeast plasma membrane ATPase 1 (protom pump)
(Score (bits) =29 ; E value = 4.2 ; positives = 24/48 - 49% - 918 aa;)
907
716
B7p6 7 — e
Fase 2 (+) | [6 | | 63aa

a) - gi [ 2245514 - Class IV POU protein [Herdmania curvata]
(Score (bits) =35 ; E (value) = 0,060 ; positives = 24/41 - 57%; 422 aa)

C- 14 - SKFCQFSAPPFDHKTPONYHQTLYITPTPMPQCPIRNPILP - 54
S - S + +APP HP Q++H ++ + P+P+P P+ +P

P 101 - SSYYPMAAPPPHHMAPQSHHASVPMAPSPVPPPPVYGTMPP - 141

Figura 34. Pesquisa de similaridade entre os supostos peptideos codificados pelo segmento B7 com
seqliéncias depositadas em banco de dados do Sistema Blastp (www.ncbi.nlm.gov). a) acesso recuperado
do banco de dados; C — regido do peptideo codificado pelo B7 que apresentou similaridade com a
proteina do banco de dados; S — residuos de aminoacido comuns (letra) ou com concordincia de
carga/hidrofobicidade; P — regido da proteina recuperada do banco de dados que apresentou similaridade
com o segmento protéico codificado pelo B7. Letras azuis: dissimilaridades entre as seqiiéncias
mostradas. A numerag@o apresentada na parte superior dos desenhos esquematicos indica a posi¢do, em
pares de bases, da ORF no clone B7, o nimero mostrado na regido colorida do retangulo inferior do
esquema indica o numero ¢ a posi¢do da ORF (Figura 33) no B7, as cores no retdngulo superior dos
esquemas mostram a localizagdo das regides humana (amarelo), variavel de minicirculo de kDNA (azul)
e a regido conservada de minicirculo de kDNA (vermelho). aa — residuos de aminodacidos.
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4.7. RT PCR e Northern Blot

Com a finalidade de verificar a existéncia na linhagem subclonal de All de produtos
provenientes da expressdo do segmento B7, duas metodologias foram empregadas: 1) pesquisa através de
RT- PCR com iniciadores do poli-A em conjunto com os iniciadores da regido humana e de kDNA, e 2)
através de Northern blot utilizando-se fragmentos do clone como sonda. Em ambos os casos, nio se

identificaram, na partida de mRNA analisada, produtos de expressdo que pudessem ser atribuidos ao B7.

5. ANALISE ESTRUTURAL DOS PONTOS DE INTEGRACAO E REGIAO KDNA DO CLONE
B7 E G10.

5.1. Padrio de migracio do clone B7 em gel de agarose e acrilamida nio
desnaturante sugestivas de conformacéo nao B.
As Figuras 35a e b apresentam o padrdo tipico de migracdo e hibridagdo com a sonda de 122 pb
do inserto B7 quando isolado e purificado do plasmidio. Além do sinal de hibridag¢do na altura esperada

pode-se observar duas bandas adicionais nas posi¢des aproximadas de 2 e 3 kb (Figura 35b).

Nio se observou mudangas no padrdo de hibridagdo da banda B7 mesmo ap6s o isolamento da
banda 1,1 kb do gel, reisoladamento e digestdo com as enzimas de restri¢do EcoR I e Not 1, que cortam no
adaptador e no sitio multiplo de clonagem do vetor. O resultado descarta a possibilidade de tratar-se da
presenca de residuos do vetor e sugere a existéncia de interagdes moleculares entre as cadeias de DNA do
tipo ndo B. O retardamento na migragdo do segmento B7 de 1,1 kb verificado na eletroforese em gel de
acrilamida n3o desnaturante a 4 °C confirmam a presenga de estruturas ndo 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, apds ser isolado e
purificado do plasmidio, indicando
a presenca de conformag@o ndo B.
a- Padrdo de migragdo eletroforética
do clone B7 (Linha 1) visualizagdo
em gel de agarose apos isolamento
do plasmidio. b - Hibridagdo por
Southern blot com sonda de 122 pb
do mesmo gel mostrado na figura
36a. Observa-se sinal de hibridagéo
na posi¢do de 1,1 kb (tamanho real
do segmento), e nas posi¢des de 3,0
kb e 2,1 kb; c) padrio obtido da
eletroforese em gel de acrilamida
ndo desnaturante a 4 °C. Nota-se o
retardamento na migragdo do
segmento de 1,1 kb para a faixa de

==

=3

2 a3 kb.
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5.1. Analise estrutural “in silico” dos pontos de integracio e regiio kDNA do clone B7 e
G10.

Todos os segmentos envolvidos nos eventos de integracdo apresentaram diversas regides com
tensdo superior a 6 graus/10.5 bases nitrogenadas proximas ao ponto de inser¢io (Figuras 36, 37, 38) que

proporcionaram modificagdes na estrutura tipo B predita por Watson e Crick (1953).

Os microssatélites CA das regides hospedeiras presentes nos clones AC131797.3 ¢ B7 geraram
uma conformacdo de baixa tensdo com estrutura semelhante as do tipo B, seguida de uma stibita mudanca

no padrdo na porcdo terminal do microssatélite (Figura 36a,b e c).

O G10 mostra a regido genémica hospedeira NT077531.3 interrompida por um elemento LINE-1
similar a0 AC00461 contendo uma porgdo de minicirculo de kDNA com caracteristicas semelhantes ao

encontrado no B7.

A comparag@o do ponto de corte antes ¢ ap0s a integragdo revelou nitida redugéo na tensido apds
a entrada do material genético exdgeno em todos os eventos de recombinagdo analisados (Figura 37 e
39). Apesar de localmente existir a tendéncia na diminui¢do da tensdo no ponto de entrada, as integra¢des
introduziram aumento na tensdo geral da regido, pois tanto o minicirculo quanto o LINE-1 mostraram-se

ricos em segmentos com alta propensdo para formagio de curvaturas (Figuras 36, 37 e 39).

Os segmentos que promoveram os pontos de maior tensdo no clone B7 foram apresentados na
tabela III. A andlise dos segmentos da regido do minicirculo revelou que as tensdes ndo acompanham a

distribuigdo repetitiva da seqiiéncia primaria.

As imagens geradas dos pontos de integracdo antes e apos os eventos insercionais indicaram um
possivel padrdo na distribuigdo das tensdes (Figuras 36, 37 e 38). Esta situag@o ¢ mais evidente na analise
das regides de integra¢do do clone G10 (Figura 37b e 38), sugerindo que a distribuigdo peculiar estaria

associada aos eventos de integracdo/recombinagéo.



RESULTADOS

109

Tabela III: Pontos de maior tensdo do clone B7 que geram curvaturas a molécula de DNA.

Legenda Régua Posigdo Bases Segmento no clone
Central Centrais
(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
() 10,44 605/606 TA CATTTACCATAAAAACACCA
(2) 11,69 677/678 AC CCGTAAACAACCCCCCACTT
(h) 12,32 714/715 GC GGGGGAGATCGATGAAGTTT
i) 13,00 754/755 AA CCCTCCCAAAATCAAAATTC
() 13,62 789/790 AC CTCCATTTGACCATAAAACA
(k) 19,14 877/878 GG CATCCTCCCGGTGAAACAAC

A) CLONE B7

> Clone B7

GAATTCTCTGTGGCATAGTTCCCAACTTCGATGGCTTACCCTGTTACTCAGCAACATCCTAGGACTGTCCATCCTGCTTG
AAAAATAAGGAAGTT GGCCAAAGTTATGGT TCAGAGGGTAACATACTTGTGGAACAGCAT GAGGGACCTCAGTTTGRATC
CCCAGCGACCCTGTAAAAGTCAGTTGTGACTGTACTACAAGTATCATGCTATAAC TCCAGT TC TGGGAGGCAGAGACAGG
TGGGTCCCTGGAGTT CACAAGTCAGTCATCCTAT TTCAATAGATAGTTTTATGTTCAGGGAAAGGGACTGTCTCAA}S\EEC
GAGGAAGATACACGCACAACTCTGGTATACACACACACACACACACACAC{IS(/IAA}CA(‘ACACACACACTCACACA({ZEIG)TI'TT
CAGCACCTCCATTTACCATMxA}(\g)ACCACAACTATCACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATCGAACCCCACCTC
CCGTAAA('AACC(CC(}ICCACTTTCGGCCAAATAATGTACGGGGGAGATG(gJKTGAATTTTCCGGCCAAAATCTGAACGCCCTC
CCAAAA"?!‘J\AAATTCTGCCAAGTTTTCAGCACCTCCATTTACCASI‘”AAAAACACCACAACTATCACCAAACTCTCTATTAC
ACCAACCCCAATCGAACCCCCACCCTCCCGTAAILCA‘%’CCCCCCACTTTCGGCCAAATAA'I‘GTACGGGGGAGA'I!"G'C)ATGAA
G’l‘TTTGCCGCGAAAATCTGAACGCCCTCCCAAQATCAAAATTCTGCCAGTTTTCAGCACCTCCATTTG‘A”CCATAAAACAC
CACAAAACTATCACCAAACTCTCTATATTACACCAACCCCAATGCCCCAATGCCCAATTCGTAACCCCATCCTCCC(E]GTG

ARACAACCCCCACTTTCGGCCAAATAAGTTACGGGGGAGAGCAGGAATT TTCCGTCCCAAAAT CTGGRATGCCCCTCCCA

AAAATCARAATTCTGCCGAATTTTTTCAGCACCTTCCAT T TTACCATAAAACACCACAACTTATCACCAAACTTCTTCTA

TATTACACCAACCCCAAT CGAACCAAGCCGAATTC
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Figura 36. Distribuicdo da tensdo e identificagdo das regides 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 tensdo na
molécula, CA: microssatélite; PI: Ponto de integracdo; A) Seqiiéncia de bases do clone B7 a posi¢do nas seqiiéncias
das regides de tensdo, ponto de integracdo e microssatélite. B) Representacdo grafica das tensdes que geram
curvaturas (linha vermelha) e teores de C/G na molécula (linha azul). C) Imagem gerada pela distribuigdo das

curvaturas.
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Figura 37. Imagem da regifio hospedeira antes e apds a integragdo do material genético exdgeno. A) Regido
B7; B) Regidao G10.
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A)
=AC004061 - regido L1 observada no clone G10
(15001 a 16021}-
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>NT077531.3 — Regido observada no clone G1_0___ _

— skmitandecs

exogeno. Em vermelho flanco da integragdo e azul regido de corte. Observa-se a conformagdo caracteristica
proxima ao ponto de corte. A) Regido LINE-1 posicdo 192 (ponto de recombinagdo no cofator do fator da
RNApol IT) e 733 (ponto de entrada do kDNA) B)Regido de integragdo do conjunto LINE1/kDNA.
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Figura 39. Distribuicdo da bendabilidade das regides de integragdo. Observa-se a redugio de tensdo em
todos os pontos onde houve a entrada de material genético exdgeno. A) Regido B7 antes e pds integracdo
do kDNA; B) Regido cofator do fator de transcricdo para RNApolll antes e apds a entrada do segmento
L1-kDNA; C) Regido de integracdo do kDNA no LINE 1, antes e apds a integragao.
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DISCUSSAO

As primeiras evidéncias da integracdo do DNA 7. cruzi na célula hospedeira mamifera vieram dos
trabalhos de Teixeira et al. (1994). Nesse estudo, os autores mostraram alteragdes na estrutura dos
cromossomos de macrofagos peritoneais de camundongos chagasicos, fato que poderia estar relacionado as
manifestagdes clinicas da fase cronica da doenga de Chagas. A implicagdo bioldgica motivou os trabalhos
subseqiientes que culminaram na imortalizacdo de macrofagos humanos contendo seqiiéncias de minicirculos
de kKDNA de T. cruzi, mesmo apds a erradicagdo do parasita. As primeiras evidéncias de que estas moléculas
estariam integradas no genoma hospedeiro foram obtidas por Argafiaraz (1996), que apresentou dois
segmentos de DNA amplificados por PCR da célula transfectadas, com caracteristicas sugestivas de uma
regio hibrida minicirculo/mamifero. 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 minicirculo
e pequenos segmentos correspondentes ao final da regido conservada, ligados a uma regido com despropor¢do
entre purinas e pirimidinas entre as fitas de DNA, que segundo analise em banco de dados parece ser uma
caracteristica de regiio variavel de minicirculo. Nestes clones observou-se também a presenga de um
fragmento com identidade de 70 a 90 % com o elemento repetitivo LINE-1. Em trés destes clones seguiu-se a
esta regido uma seqiiéncia do tipo microssatélite III humano. A hibridagdo do DNA humano normal e do 7.
cruzi com sondas preparadas a partir do isolamento das regides hospedeiras e de KDNA destes clones (Figura
8) permitiu concluir que os clones desta familia representam uma quimera formada pela integracdo de pelo
menos 2 minicirculos de kKDNA dentro ou proximo a fragmentos do elemento LINE-1, com possivel
participagdo de regides microssatélite, comum aos dois genomas, no processo de integracdo. Esta suposi¢do
estaria embasada na observag@o de outros fendmenos de recombinagéo envolvendo principalmente particulas
virais, onde as regides de identidade entre os dois genomas seriam o alvo para a atuagdo de enzimas
especificas que realizariam a integragcdo, enquanto que as regides satélites, freqlientemente observadas
préximas a sitios recombinativos, favoreceriam o fendmeno a exemplo das seqii€ncias Chi, que em bactérias
estimula a recombinag¢do e integragdo de bacteriofagos (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 repeticdes encontradas no
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microssatélites dos clones A, C, e D do grupo A (Figura 7) (“TGGA”), lembram a seqiiéncia Chi,
(GCTGGTGQG) e a seqiiéncia preferencial de recombinag¢do do complexo de histocompatibilidade principal

denominada de sitio de recombinagdo MT ("AGGC”) (PITTMAN; SCHIMENTI, 1998).

A etapa subseqiiente dos trabalhos teve como objetivo amplificar por¢des maiores da regido de
integragdo a partir de oligonucleotidios desenhados para anelar no LINE-1 e no kDNA. Os iniciadores de
LINE-1 foram obtidos a partir das informag¢des das seqiiéncias dos clones do grupo A (Figura 7). Apesar da
positividade do produto amplificado quando submetido a hibridagdo com sondas de kDNA (Figura 9), os
clones recuperados da transformacdo da bactéria hospedeira INVaF’ apresentaram, somente, segmentos de
DNA hospedeiro. A estratégia experimental foi repetida com as amostras de DNAs isoladas de sangue de
pacientes chagasicos, gentilmente cedidas por Socorro Braga. Da mesma forma que anteriormente, houve a
amplificacdo de um produto que apresentou hibridacdo com sonda da regido conservada de kDNA.
Entretanto, apos a clonagem, os segmentos de DNA que foram recuperados dos plasmidios apresentaram um
tamanho menor ao esperado ¢ com seqiiéncias de bases sem correspondéncia a minicirculos de 7. cruzi e

LINE-1.

Diante desses resultados que sugeriam instabilidade do fragmento clonado no vetor, optou-se por
recuperar o minicirculo de kDNA integrado no genoma hospedeiro a partir de um banco genémico
enriquecido da regido hibrida clonado no vetor Agtl0 e tendo com hospedeira a bactéria XL1blueMRF’.
Acreditava-se que o sistema de clonagem poderia estabilizar os segmentos maiores ¢ com tendéncia a
formacgdo de estruturas reconhecidas pelo mecanismo de recombinagéo sitio especifico. Entretanto observou-
se, mais uma vez, a instabilidade das regides de integracdo. Na primeira etapa de selecdo do banco construido
com a banda 2,4 kb de C4- EcoR I, foram selecionados 20 placas de lise com sinal positivo para kKDNA em
100.000 placas de lise verificadas. Entretanto, as tentativas de purificar os fagos portadores da regido de
integragdo falharam em conseqiiéncia do desaparecimento da positividade durante os processos de isolamento
do fago. Concomitante, observou-se um aumento significativo no nimero de fagos sem inserto a cada ciclo de
amplificacdo, resultado esperado caso estivesse havendo rearranjo na regido clonada com perda do inserto.
Com a finalidade de verificar se realmente os fagos selecionados portavam a regido de integrag@o, tanto o

banco gendmico quanto as placas de lise selecionadas foram amplificadas com iniciadores do vetor e
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hibridadas com a regido conservada de minicirculo de kDNA. O enfraquecimento no sinal de hibridagdo

reforgou a idéia de instabilidade genética da regido hibrida.

J4 da clonagem da regido enriquecida 3,2 kb do A1l — EcoR I, no mesmo vetor, nenhum fago foi
selecionado apds sondagem de mais de 600.000 placas de lise, apesar da PCR do banco apresentar

amplificacdo e hibridag@o positiva com iniciadores e sonda de kDNA.

A instabilidade ou ndo representatividade de insertos em bancos genémicos ¢ um problema comum
quando as hospedeiras possuem ativos os genes responsaveis pela recombinagdo, ou quando os segmentos
clonados apresentam incompatibilidade no padrdo de metilagdo em relacdo ao padrdo proprio, reconhecido
pela célula hospedeira (LEWIN, 2004). No primeiro caso, a recombinagdo pode ocorrer entre insertos ou
entre os insertos € o genoma hospedeiro, resultando em segmentos rearranjados. No segundo caso, as
endonucleases responsaveis pelo mecanismo de salvaguarda do DNA, reconhecem como incorreto o padrio
de metilagdo no DNA exdgeno levando a destrui¢do do segmento, gerando a sua ndo representatividade no
banco gendémico (LEWIN, 2004). Muitas linhagens de bactérias hospedeiras foram desenvolvidas com o
objetivo de acomodar segmentos de DNA exdgenos. Dentre elas, as mais utilizadas sdo E. coli DH5a e
DH5aMCR (Gibco-BRL), INVaF’ (Invitrogen), XL1Blue, XL1BlueMRF’ ¢ XL1Goldl (Stratagene), ¢ Sure
Cells (Stratagene). As linhagens INVoF’, DH5a, ¢ XL1Blue sfo recomendadas para acomodar segmentos
vindos de outras bactérias, ou obtidos da amplificagio por PCR. Estas linhagens apresentam mutagdes no
principal gene responsavel pela recombinagfio, o recA, e nos genes [AsdR17(r, my")], importantes no

mecanismo que ocasiona a fragmentagdo do DNA por falta de metilaggo.

Com a finalidade de manter estidveis segmentos gendmicos metilados nas posi¢des 5°.Cmo6A G..3’
(ou 5°..Gm6AC..3’), padrio comumente encontrado em procariotos, ¢ 5’ -..Gm5CGC..-3’; e 5 -..Gm5C..-
3’, freqlientes em mamiferos, foram desenvolvidas as hospedeiras DH5SaMCR (Gibco-BRL), derivada da
linhagem DH5a, ¢ a XL1BlueMRF’ (Stratagene), derivada da XL1Blue, ambas apresentando a adi¢do das
mutagdes mcrA,A(mrr- hsdRMS- mcrBC-). A linhagem XL1Goldl resultou da introdugdo, na linhagem
XL1BlueMRF’, das mutagdes que permitem a facil transformacgao e estabilidade de plasmidios de levedura,

normalmente com alto peso molecular. Ja a Sure cells apresenta fundo genético diferente das demais (vide
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material e métodos), no que se refere ao sistema de recombinacdo e reparo do DNA. Existindo ainda, outras

linhagens, disponiveis comercialmente, com padrdo de mutagdes apropriado para cada situa¢do de clonagem.

A escolha da hospedeira XL1BlueMRF’ para a clonagem da regido de integracdo foi embasada no
fato da bactéria ser permissiva a infec¢@o viral pelo Agtl0 e manter estdvel tanto fagos como plasmidios e
segmentos genomicos metilados. Entretanto, diante dos resultados sugestivos de instabilidade genética dos
segmentos de interesse, foram levantadas duvidas quanto ao gendtipo recA da bactéria utilizada, ja que
reversdes espontdneas da mutacdio no gene recA revertem a bactéria para o fendtipo selvagem RecA”
(SAMBROOK, 1989). Deste modo, fez-se a confirmagdo do fendtipo mutante RecA™ da hospedeira, pela
incapacidade da bactéria crescer apos ter sido exposta a radiacdo ultravioleta. Este resultado indicou que

outros mecanismos de recombinagdo, independentes da enzima RecA poderiam estar atuando na

recombinacéo dos segmentos.

As causas mais freqiientes da instabilidade, tanto em bactérias como em leveduras, estio associadas a
presenga de estruturas repetitivas, tais como satélites, repeti¢des diretas, invertidas ou do tipo palindromicas,
bem como regides ricas em CG, que podem levar a formagdo 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 ¢ 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). Repeti¢des como as descritas sdo freqiientes nos minicirculos de

kDNA.

Os resultados obtidos dos segmentos hibridos contendo LINE-1 sugeriram a existéncia de uma
estrutura complexa resultante da integracdo, o que poderia favorecer a recombinagdo do inserto clonado.
Observa-se nestes segmentos a presenca de duas seqiiéncias de minicirculos truncadas, invertidas e
complementares em relagdo a regido conservada, intercaladas também por dois tipos de estruturas repetitivas,
LINE-1 e Satélites. Outro fato a ser ressaltado, ¢ do proprio minicirculo apresentar repeti¢cdes diretas em sua
organizagdo, o que poderia levar, igualmente, a uma combinagio instdvel. Mesmo em hospedeiro deficientes
para enzima RecA repeti¢des diretas podem mediar rearranjos eficientemente por mecanismos independentes

desta enzima (BI; LIU, 1996).
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Nas situacdes onde se observa instabilidade do segmento de DNA clonado, a recomendacdo mais
freqiiente € 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 regido de integragdo nas hospedeiras testadas, realizou-se,
entdo, uma consulta ao centro de referéncia do Genetic Stock Center da Universidade Yale — EUA, sendo
sugerida a utilizagdo da linhagem CES201. Esta linhagem, além de apresentar a delegcdo do recA, possuia,
também, muta¢des nos genes dos mecanismos alternativos de recombinacdo/reparo, recB, recC, que estabiliza
seqiiéncias com repeti¢des diretas, da mutagdo sbcB15, que favorecem a estabilidade de insertos com
repeti¢des invertidas clonadas em fago e no gene que promove a restricio de DNAs ndo metilados AsdR.
Estas mutagdes associadas s@o potencialmente capazes de estabilizar tanto as repeti¢des diretas como as
invertidas. Contudo a presenga dos genes McrA, Mrr, McrBC poderia dificultar a clonagem se a regido de
integragdo contivesse, também, seqiiéncias metiladas, do tipo 5°..Gm5C..3’, freqiientemente encontradas nas

ilhas de CpG e elementos Alu.

Repetiu-se, portanto, a constru¢do do banco gendmico enriquecido com DNAs provenientes da
banda 2,1 kb de C4 ¢ com a 3,2 kb de All na lingagem CES201. Aproximadamente 600.000 placas de lise
proveniente de cada um dos DNAs foram analisadas com a sonda de minicirculo, sem que fossem

selecionados clones positivos.

A auséncia do inserto no banco poderia ser justificada pela presenca de sitios metilados na regido de
integracdo, ou pela formacdo de uma estrutura conformacional que induziria a recombinag@o por vias

alternativas ndo cobertas pelas muta¢des da bactéria hospedeira CES201.

Decidiu-se, entdo, testar a hospedeira C600hf, recomendada para clonagens em fago Agtl0, que
apresenta o gendtipo selvagem para as enzimas envolvidas na recombinagdo e reparo, bem como para o
sistema de restricio de DNAs exdgenos, segundo recomendagdo do Laboratério de Biologia Molecular da
UnB, eventualmente, insertos instdveis em bactérias deficientes para RecA podem ser mantidos com sucesso

nessa linhagem. Igualmente, nenhum clone positivo foi selecionado.
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Clonagens dificeis foram relatadas como as do caso descrito por Strader e Howell (1997). Esses
autores mostram a instabilidade do gene di-hidrofolato redutase, um homotetramero, quando clonado em Sure
Cells e JM 107, bactérias com mutagdes nas vias alternativas de recombinagéo e reparo. A estabilidade so6 foi
conseguida quando a seqiiéncia foi mantida nas células STBL2, cujo gendtipo corresponde ao da
XL1BlueMRF’ ¢ a da DH5aMCR, sem a muta¢do DeoR (mutagdo que promove a sintese constitutiva de

deoxiribose).

Decidiu-se, entdo, pela troca de vetor, sendo a clonagem da banda 2,4 kb de C4-EcoR 1 realizada no
plasmidio pbluescript, tendo como bactéria hospedeira a XL1BlueMRF’. A combinacdo foi escolhida pelo
fato de ter-se recuperado clones positivos para minicirculos a partir do banco de C4 - Agt10 cultivados nessa

hospedeira. Na clonagem da banda de 3,2kb A11-EcoR 1, optou-se pelo vetor PCR 2.1 e bactéria DH5SaMCR.

Nao se obteve colonias positivas dos 3.000 transformantes analisados da clonagem All. Ja& da
clonagem de C4, foram selecionados 7 construgdes 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
sitios de clonagem EcoR 1 e parte do vetor. O seqiienciamento revelou a presenca de repeti¢des diretas de
regido conservada de minicirculo com aproximadamente 130 pb cada, intercaladas por repeti¢des diretas de
50 pb (Figura 14a). Clones, cedidos por Nadjar Nitz para seqiienciamento e analise, obtidos por estratégia
semelhante aplicada a banda de 2,1 kb de DNA de tecido cardiaco de coelho digerido com EcoR I mostraram
seqiiéncias de KDNA contendo as mesmas 50 pb intercalando as regides conservadas (Figura 14d). Estas

regides foram posteriormente isoladas e identificadas como parte da regido variavel do minicirculo de kDNA.

Testou-se, entdo a transformagdo do banco de A1l e C4 na hospedeira Sure cells (Stratagene). Esta
linhagem, RecA", acumula mutagdes em genes envolvidos na recombinagéo e reparo diferentes dos testados
anteriormente. Apresenta deficiéncia no gene sbcC, que estabiliza seqiiéncias repetidas invertidas em
plasmidios, além das mutagdes nos mecanismo de restrigdo de DNA metilados e ndo metilados. Foram
analisadas aproximadamente 600 colonias tanto para All como C4, todas com resultado negativo de
hibridagdo com sonda de kDNA. Tentou-se a clonagem da banda com 7 kb vindas da digestdo do clone A1l

com a enzima Cla I, também sem resultado.
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Diante deste quadro, concluiu-se que a regido de integragdo poderia apresentar mais de um tipo de

estrutura que ndo seria estabilizada pelas hospedeiras testadas.

Apesar da importancia da recombinacdo no aumento da variabilidade genética, o mecanismo
completo que contribui para os rearranjos gendmicos ainda esta 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 varios genes nao
diretamente relacionados a recombina¢do podem interferir na freqiiéncia do fendmeno, por exemplo,
mutacdes nos genes responsaveis pela estrutura do DNA elevam significativamente a recombinacéo entre
repeti¢des (PRADO et al.,1997), mutagdes na proteina p53, que participa do processo apoptotico, elevam a
freqiiéncia na recombinag¢do homoéloga e entre seqiiéncias repetitivas em células eucaridticas (MEKEEL et al.,
1997, BERTRAND et al., 1997, HONMA et al.,1997). Fatores envolvidos na transcri¢do também podem
atuar na estabilizagdo de seqliéncias repetidas no genoma como verificado em S. cerevisiae (PRADO et

al.,1997).

A maior parte do conhecimento referente a recombina¢do vem dos estudos com bactérias. Trata de
um mecanismo conservado ao longo da evolugdo. Gradualmente, as enzimas e complexos enzimaticos
inicialmente identificados nos unicelulares vao sendo encontrados nos organismos mais complexos (LEWIN,
2004). Por exemplo, a enzima RecA bacteriana na levedura corresponde ao produto do gene RAD5] e uma
proteina analoga 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 influéncia entre as distincias e tamanho das repeti¢des invertidas no estimulo a deleg3o.
Os autores ressaltaram a importancia das estruturas secundarias no fendmeno e reforcaram a semelhangas dos
mecanismos eucarioticos com os identificados nas bactérias. Deste modo, a troca do sistema de clonagem
bacteriano para o de levedura poderia ndo resultar na estabilidade desejada. Assim, optou-se, mais uma vez,

pela mudanga na estratégia de clonagem.

Ao invés de se tentar estabilizar as repeti¢des de minicirculos presentes na regido de integracdo

clonada, resolveu-se reduzir o nimero de repeticdes no inserto vindo da integracdo e reclonar a regido.
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Amplificou-se, entdo, banco gendmico C4 construido em Agtl0 com os iniciadores da regido 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 amplificagdes no vetor PCR2.1 tendo como hospedeira a
bactéria E. coli DH5a resultou em coldnias também com sinais positivos. Entretanto, apds a expansdo dos
clones para extracdo do plasmidio, observou-se perda da positividade, apesar da hospedeira ser apropriada
para receber produtos de PCR (hsdR17(r’, my")), e de ser mutante para a principal enzima responsavel pela
recombinacdo (recA). Este resultado sugeriu, mais uma vez, possivel rearranjo dos insertos. Alguns clones
mostraram indicios de rearranjo do plasmidio, e outros a amplificagdo do iniciador do minicirculo seguido por
uma regido sem correspondéncia com a regido conservada, ou ao vetor da clonagem. Mas a falta de
seqiiéncias caracteristicas que pudessem ser atribuidas as regides do minicirculo de kDNA, ndo permitiu

comprovar a especificidade das amplificagdes (Figura 15).

Outra estratégia empregada, a de PCR inversa EcoR 1 das células C6, gerou amplificagdes positivas
para regido 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 seqiienciados e mostraram somente kDNA com regides conservadas encurtadas (Figura 14 b e ¢),
como visto, anteriormente, nos clones obtidos da linhagem subclonal de macréfago C4 e de coelho (Figura
14a e d). A presenca das regides conservadas nos clones sugeriu que a instabilidade poderia decorrer da
combinagdo entre as estruturas hospedeiras com as do minicirculo e ndo propriamente das repeticdes diretas

observadas do KDNA.

A impossibilidade de recuperar porgdes maiores da regido de integracdo, pelas técnicas
convencionais foi solucionada pelo desenvolvimento da “Técnica de Captura”, apresentada neste trabalho de
tese. O método foi elaborado aproveitando os principios da cromatografia de afinidade e o Southern blot. A
sonda imobilizada em uma membrana de “nylon” ¢ hibridada com a mistura de DNAs, sendo selecionadas as
seqiiéncias especificas ligadas a sonda. Esta técnica mostrou-se bastante eficiente tanto na recuperagdo de

pequenos segmentos de DNA, como para fragmentos maiores com até 7 kb.

Em esséncia, o método se assemelha ao das particulas 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 purificacdo. S6 que a técnica de captura, além de permitir um controle maior na especificidade
do material eluido, é mais simples, dispensando as etapas de biotinilagdo, e hibridagdo com as particulas

ligadas a estreptoavidina, representando uma melhoria de processo.

A sensibilidade do método permitiu a captura de fragmentos de genes copia Unica a partir de 5 ng de
DNA gendmico total de 7. cruzi (Figura 19). Pelas técnicas convencionais seriam necessarios em torno de 5

pg (mil vezes mais material) para a realizagdo do mesmo isolamento (SAMBROOK, 1989).

Esta metodologia mostrou-se eficiente para recuperar regides de kKDNA integrado, e foi utilizada na

obtengdo de integragdes, tanto de clones celulares, como de tecidos de coelho.

As seqiiéncias capturadas da banda 3,2 kb de Al1-EcoR I e amplificadas com os iniciadores do
adaptador apresentaram sinais positivos para sonda de kKDNA. Em gel de agarose, observam-se sinais de
hibridagdo na altura proxima a 3 kb (Figura 21), mas curiosamente, a maior banda em gel de acrilamida

desnaturante apresentou tamanho de 1,3 kb (Figura 23) .

Os esforgos em recuperar a banda no tamanho de 3,2 kb, ndo lograram éxito por trés metodologias
testadas: isolamento e reamplificagdo da regido de peso molecular de 3 kb; amplificagdo 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 resolucdo. Na segunda metodologia, o uso de DMSO na mistura de
reacdo poderia evitar o reanelamento inadequado das fitas (Winship, 1989) em caso de estruturas repetitivas.
E na terceira, a utilizacdo da enzima Tth polimerase, que amplifica com alta eficiéncia segmentos com até 40
kb (Perkin-Elmer), poderia favorecer a obtengdo do DNA nas situagdes onde existe formagdo de estruturas
complexas. Diante desses resultados, duas possibilidades foram aventadas: 1) ou a banda, de fato, existiria,
entretanto a presenca de estruturas secundarias ndo eliminadas pelas técnicas testadas impediria a progressdo
satisfatoria da PCR, gerando produtos menores (Figura 41); 2) ou a banda de 3,2 kb, em gel de agarose, seria
resultante de interagdes moleculares da regido de integracdo, fazendo com que a migragdo ocorresse em uma
posicdo ndo correspondente ao seu tamanho real. Alguns aspectos experimentais reforcam a primeira
hipotese, 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 presenga de bandas menores nestas amplificagdes ndo poderia ser explicada pela presenga de
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bandas contaminantes menores que estivessem comigrando com a banda principal, j& que este tipo de gel
impede interagdes moleculares que levam a comigragio (SAMBROOK et al.,1996). Fendmeno semelhante
também foi observado na amplificagdo do clone obtido da captura da banda 3,2 kb de A11 denominado B7.
Quando o inserto clonado foi utilizado como molde na amplificagdo, ndo se observam bandas menores.
Entretanto, quando a amplificag?o ¢ realizada a partir do segmento isolado do vetor, o padrdo obtido repete o
resultado das bandas isoladas da acrilamida. Estruturas secundarias na fita de DNA, suficientemente estaveis
nas condi¢des da PCR, poderiam ocasionar este tipo de resultado. Neste caso, a estrutura impediria a
progressdo da sintese da fita complementar ao DNA molde, sendo o fragmento amplificado liberado na etapa
de desnaturagdo. O fragmento liberado precocemente poderia servir como iniciador se a estrutura bloqueadora
estivesse localizada na regifo repetitiva. Neste caso o produto amplificado apresentaria tamanho menor e com

o iniciador nas duas extremidades, como mostrado na Figura 41.

Mesmo que tal fendmeno possa estar ocorrendo em relagdo a amplifica¢do da banda gendmica de 3,2
kb All-EcoR 1, isso n3o descarta a segunda hipdtese que aventa a possibilidade de uma migracdo
eletroforética anormal da regifo de integragdo. A evidéncia experimental que reforca esta idéia foi obtida do
padrdo eletroforético do segmento B7. Este segmento possui tamanho determinado pelo seqlienciamento de
aproximadamente 1,1 kb. Em gel de agarose, além da banda no tamanho esperado, aparecem outras trés
menores € menos intensas nas posi¢des de 0,7, 2 e 3 kb. Os fragmentos s@o visiveis no gel mesmo apos
tratamento enzimatico para liberar possiveis flancos plasmidiais. E podem ser notados mesmo apods o

reisolamento da banda 1,1 kb da agarose (Figura 36a e b).

De um modo geral, a composi¢do de bases do DNA e temperatura da corrida ndo influenciam na
migragdo deste tipo de molécula (THOMAS; DAVIS, 1975 — em SAMBROOK, 1989), porém, a
conformag@o 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-LOMBARDIA et al.,, 1998; WELLS, 2007). DNAs catenados, circularizado ou superenovelados
formam bandas em posi¢des que ndo correspondem ao tamanho dos fragmentos linearizados (Thorne, 1966,
1967 em SAMBROOK, 1989). Fragmentos linearizados podem apresentar migra¢des anormais nos dois tipos

de géis quando repeti¢des monotonas do tipo satélite estdo presentes, como mostrado por Israelweski (1983).
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Este autor ressalta a participacdo de seqiiéncias repetitivas ricas em AT na altera¢@o do padrio eletroforético e
apresenta géis onde um unico segmento resultou na formacdo de multiplas bandas com menor intensidade,
além da banda principal no tamanho esperado. Situa¢do semelhante a descrita foi observada na eletroforese
em gel de agarose do segmento B7 purificado. Diekmann e Wang, (1985) mostraram que minicirculos de
kDNA isolados de Leishmania tarentolae também apresentam peculiaridades de migrag¢do. Segundo os
autores, as repeticdes de 3 a 6 da base “A” encontradas a cada 11 bases levariam a modificagdes
conformacionais gerando curvaturas na molécula, que poderiam ser notadas pela mobilidade eletroforética.
Evidéncias mostram que a despropor¢do entre purinas/pirimidinas nas fitas do DNA podem ser responsaveis
por interagdes intramoleculares estaveis diferentes das preditas por Watson e Crick (ORTIZ-LOMBARDIA et
al.,, 1998). Mohammadi et al., 1997, mostraram a participacdo de regides ricas em homopurinas ou
homopirimidinas na formagao de estruturas do tipo triplex. A despropor¢do entre estas bases e repeticdes
mondtonas também foram encontradas nas fitas dos minicirculos de kDNA de 7. cruzi, segundo resultado
apresentado neste trabalho da andlise das regides conservadas dos minicirculos de depositados em banco de

dados (www.embl-ebi.ac.uk/parasites’/kDNA). Esta despropor¢do ¢ acentuada nas regides varidveis e esta

presente, também, nos segmento de minicirculos observados nas integracdes. Em gel de acrilamida ndo
desnaturante a 4 °C ¢ possivel distinguir a mobilidade eletroforética de segmentos com estruturas alteradas
nas hélices dos DNAs daqueles com igual nimero de bases na conforma¢fo normal “B” (MILOT et al.,
1994). Nestas condi¢des, o segmento B7 e a banda capturada da integracdo B1, com 1,3 kb, sofreram
retardamento de migracgdo, indicando a presenca de alteragdes conformacionais nas hélices destes DNAs

(Figura 36¢).

O seqiienciamento das bases do clone B7 mostrou a presen¢a da regido repetitiva de KDNA similar
as observadas em outros segmentos e uma regifo hospedeira com aproximadamente 396 pb, onde se verificou
a presenca de um microssatélite do tipo (CA),3. Estudos realizados por Naylor e Clark (1990) mostraram que
repeticdes do tipo d(GT),.d(CA), podem assumir conformac¢do do tipo Z-DNA, e formar interacdes
moleculares cruciformes. Segundo Gough e Lilley (1985) e Dickmann e Lilley (1987) estruturas cruciformes,
inclusive jungdes de Holliday, apresentam mudangas na mobilidade eletroforética em geis de agarose e

acrilamida. A preseng¢a do microssatélite no Al11-EcoR I, poderia promover a formacdo de estruturas ndo B
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que poderiam contribuir para o retardamento da migracdo e um possivel truncamento na amplificagdo por

PCR.

Segundo a literatura, todos os casos relatados de regides com instabilidade genética continham
segmentos com regides do tipo ndo B, sugerindo que a conformagdo do DNA seria um aspecto preponderante
no processo de recombinagdo (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 intera¢des entre repeticdes do tipo diretas e invertidas, e invertidas e complementares, distribui¢do de
bases puricas e pirimidicas na fita propicias a formag¢do de estruturas tipo Z, dobramentos e curvaturas, entre
outras alteracdes estruturais, poderiam formar um codigo tridimensional que seria reconhecido pelas enzimas
envolvidas na recombinacdo (LEACH; STAHL, 1983; WYMAN et al., 1985 ¢ 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)

Padrdes anormais de migracdo de DNAs foram correlacionados por Milot e colaboradores (1994) a
sitios preferenciais de integragdo de retrovirus. Wahls e colaboradores (1990) sugerem que microssatélites
poderiam servir como sitios especificos de clivagem no DNA, promovendo a recombinag¢do. Pittman e
Schimenti (1998) mostraram uma clara associa¢do de microssatélites e de elementos repetitivos nos processos
de integragdo e recombinacdo. No segmento B7 foram encontradas na regido hospedeira ambas as estruturas,
o microssatélite (CA) e um fragmento de elemento A/u. No mesmo clone, observou-se também, na suposta
juncdo entre o minicirculo de kDNA e o genoma hospedeiro (Figura 31), a presenga de um sitio para
topoisomerase 1 de eucarioto 5’ — (A/T)(G/C)(A/T)TY — 3'(BEEN et al., 1984; JAXEL et al., 1991).
Consensos para topoisomerase I sdo freqlientes nos flancos 5'-fosfato dos sitios de integracdo de DNAs
(BULLOCK et al., 1985; BEEN et al., 1984; MCFARLANE; WILSON, 1996). Esse sitio também pode ser
observado nas regides de transi¢do gendmicas do clone G10. O dominio catalitico desta enzima, que se
assemelha aos da integrase HP1 e recombinase Cre, entre outras, realiza o relaxamento das fitas do DNA,

transesterificagdo sitio especifica, transferéncia das fitas do DNA e religagdo, na recombinagdo homologa
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desigual (CHENG et al.,, 1998). A presenca desse consenso na jungdo dos dois genomas sugere que
mecanismos envolvendo a participacdo da topoisomerase I poderiam ser responsaveis pela integragdo do

minicirculo de kDNA no genoma hospedeiro.

A andlise estrutural das curvaturas e dobramentos dos segmentos G10 e B7 indicaram a presenca de
uma regido com tensdo caracteristica proxima aos locais de recombinagdo. Estas estruturais do tipo ndo B
estariam presentes nos segmentos gendmicos que precederam a integragio, o que poderia ser um indicativo da
existéncia de uma possivel palavra estrutural associada a interacdo. Apds a inser¢do do material genético,
verificou-se a ocorréncia de modificagdes na distribuicdo das forgas na regido da palavra estrutural, com
diminui¢@o na tensdo no ponto da inser¢do. Essa peculiaridade foi notada em todas as transi¢des gendmicas
presentes no B7 e G10, sugerindo que a recombinagdo favoreceria a redugéo local da tensdo. Com a finalidade
de verificar esta hipdtese, todos os segmentos de kDNA integrados no genoma e depositados no genebank
foram analisados quanto a estrutura. Esta avaliagdo revelou profundos rearranjos em todos os acessos
analisados e remog¢@o de todos os pontos de tensdo da molécula de minicirculo, permanecendo basicamente
multimeros das regides SK36 ou SK35. Portanto, € possivel que as regides KDNA e LINE-1 observadas nos
segmentos B7 e G10 representem produtos intermedidrios e ndo estaveis na linhagem celular, j4 que ainda
apresentaram elevada a tensdo global. Esta hipotese ¢ corroborada pelos resultados apresentados na Figura 4
da publicagdo em anexo, onde se verificou rearranjos no material apds trés anos do evento de integragdo
inicial.

A forga que gera a curvatura no DNA ¢ a resultante da soma vetorial das contribui¢des individuais
das tor¢des das bases nitrogenadas na seqiiéncia (GABRIELIAN et al.,1996; GABRIELIAN; PONGOR,
1996; VLAHOVICEK; PONGOR, 2000). Apesar de serem definidas pela seqiiéncia primaria do DNA,
haveria variagdes nos sitios de maior tensdo, mesmo numa estrutura repetitiva como a do minicirculo de

kDNA, conforme mostrado na Tabela III.

A propensdo para a recombinacdio correlaciona-se com o padrio de distribuicdo das proteinas
estruturais (LEWIN, 2004). Curvaturas na molécula de DNA poderiam promover modificagdes na afinidade

de ligacdo das proteinas estruturais/regulatorias e tornar a regido mais acessivel as proteinas envolvidas na
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recombinacdo. Flutuacdo na exposicdo das regides repetitivas do kDNA integrado, poderia indicar que

haveria uma ordem nos eventos de recombinacio.

A amplificag@o com os iniciadores do adaptador do DNA capturado da banda 7 kb da linhagem
subclonal A11-Cla 1, diferentemente da amplificac@o a partir da banda capturada 3,2 kb A11-EcoR 1, resultou
no aparecimento da banda no tamanho esperado. Contudo, somente as bandas entre 0,8 a 4 kb apresentaram
sinais positivos na hibridagdo por Southern blot, com sonda de kKDNA. O material amplificado sem a digestao
prévia com a enzima Taq I ndo apresentou sinal de hibridagdo com a sonda da regido hospedeira, que
compreende o microssatélite (CA) do clone B7, sugerindo uma possivel ndo amplificagdo ou ndo captura
deste flanco a partir desta digestdo. J& o DNA capturado com sonda de minicirculo de kDNA a partir do
tecido cardiaco de coelho digerido com EcoR I, cedido para andlise por Nadjar Nitz, mostrou hibridagéo
positiva com a regido hospedeira isolada do B7 (Figura 33d). Este resultado sugere a presenca de sitios

preferenciais de integra¢do do minicirculo no genoma hospedeiro.

A instabilidade genética da regido hibrida 7. cruzi/Mamifero na bactéria hospedeira foi demonstrada
pela clonagem das bandas isoladas da captura do A11-EcoR 1, em plasmidio PCR2.1. A primeira evidéncia
sugestiva de instabilidade veio do nimero reduzido de coldnias recuperadas, quando a mesma quantidade de
plasmidio ligado era utilizada na transformac@o. Segmentos maiores que 650 pb resultaram em poucos ou
nenhuns transformantes. J4 os menores que 650 pb, apresentaram uma eficiéncia na ordem de 50% em relagdo
ao numero de colonias obtidas dos controles de transformacdo (plasmidio vazio religado). Entretanto, o
tamanho inserto dos insertos e as andlises dos seqiienciamentos confirmaram o rearranjo. Todos os insertos
obtidos da transformacdo 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 ndo
houve recuperacdo dos segmentos contendo minicirculos de kDNA, enquanto que em outras surgiu uma
combinagdo entre clones positivos ¢ negativos de tamanho dispares ao esperado. A andlise das seqiiéncias
recuperadas revelou a presencga do iniciadores do adaptador em ambas as extremidades em todos os clones

analisados.
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Figura 39
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Figura 40. Estrutura hipotética do DNA capturado: amplificagdo 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 sitio EcoR I do adaptador localizado
preferencialmente no lado préximo ao sitio 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, duplicagio do sitio de clonagem,
e a inser¢@o de algumas bases supostamente do proprio vetor no lado préximo ao sitio M13 Reverse, antes do
inicio do inserto. Ja o clone B7 apresentou tamanho de 1075 pb, mutagio do tipo duplicagdo envolvendo duas
repeticdes de “regido conservada/varidvel” de minicirculo, ocorrida possivelmente nas repeti¢des proximas ao

flanco do DNA hospedeiro como sugeriu a analise de identidade.

A banda 12, positiva para a sonda de kDNA, resultou em clones com seqiiéncias positivas e
negativas. Este resultado sugere uma possivel contaminagdo da banda com segmentos de DNA ndo
especificos, mas pode também ser um indicio de instabilidade. Dentre os clones positivos em Southern blot
com sonda de regido conservada de kDNA selecionados para seqiienciamento, o Ginico que ndo apresentou
seqiiéncias caracteristicas da regido conservada foi o originado da banda 12, com tamanho aproximado de 500
pb, denominado 12A. A seqiiéncia do clone 12A mostrou a presenga de varios segmentos com semelhanga a
regides conservadas de minicirculos de kDNA, o que pode ter direcionado a captura e justificar o sinal

positivo em Southern blot.

Os clones provenientes da regido integragdo recuperados pelas diferentes estratégias apresentaram
como peculiaridade a presenca de varias regides repetitivas diretas, invertidas e invertidas/ complementares.
Estas regides permitem a formagdo de grampos e algas, que podem ser eventualmente estabilizadas pelas
interagdes intramoleculares ocasionadas pela despropor¢do entre purinas e pirimidinas nas fitas do DNA
(ORTIZ-LOMBARDIA et al.,1998). Estas estruturas quando reconhecidas pelas enzimas que realizam o
reparo do DNA, estimulam a recombinago sitio especifica 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 minicirculos de 7. cruzi apresenta tamanho entre 1,4 — 1,5 kb, com 4 regides
conservadas, com aproximadamente 120 pb, intercaladas por regides varidveis em torno de 230 - 250 pb

(revisto em SIMPSON, 1997). Todos os clones provenientes da captura bandas 7, 8, 10 e 11 de All, que
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apresentaram em sua estrutura minicirculos de kDNA, mostraram as regides conservadas com tamanho
esperado. Contrariamente, 0 mesmo ndo aconteceu com as regides variaveis, que apresentaram seqiiéncias
com apenas 50 pb. O encurtamento das regides variaveis foge, portanto, ao padrdo considerado normal, o que
poderia significar uma nova familia de minicirculos, serem resultantes do processo de integragdo, ou da
recombinacio na bactéria hospedeira. Esta mesma seqiiéncia de 50 pb também fora recuperada das linhagens

clonais de macrofagos das linhagens clonais C4 e C6, de coragdo e bago de coelhos cronicamente infectados.

A comparagdo das seqiiéncias de DNA destes minicirculos mostra que os segmentos apresentam
poucas divergéncias, em torno de 20% - 25%, sugerindo a existéncia de familias de minicirculos que se
integrariam preferencialmente no genoma hospedeiro. Outro clone que também apresentou regides variaveis
encurtadas foi o 2C6, proveniente da PCR inversa da linhagem subclonal 6. Este clone apresentou regido

variavel com tamanho de 80 pb com seqiiéncia diversa aos clones da familia 50 pb.

As regides variaveis obtidas das integra¢des ndo apresenta similaridade com as regides variaveis
obtida de 7. cruzi e nem com seqiiéncias de kKDNA de outros tripanosomatideos depositadas em banco de

dados abrangidos pelo BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov). Apenas com regides de integragao.

Algumas evidéncias experimentais apresentadas no trabalho sugerem que o encurtamento da regido
variavel foi preexistente a clonagem na bactéria e este encurtamento teria se dado durante ou apds o evento de
integragdo. Amplificagdo do DNA All do estoque intacto, obtido da quarta partida de cultivo, com os
iniciadores IS da regido hospedeira do clone B7 ¢ SK36, da regido conservada mostrou bandas compativeis
com o tamanho esperado se as regides variaveis apresentassem tamanho de 50 pb (Figura 32b), portanto as
regides encurtadas ja estariam presentes nesta linhagem clonal de macréfago antes da captura e clonagem na

bactéria.

Para tentar elucidar se o minicirculo que originou a integragdo ja apresentaria o encurtamento das
regides variaveis antes da inser¢@o no genoma, fez-se a construcéo e a triagem de bancos de kKDNA em fago
Agtl0 e plasmidio pBluescript. As tentativas de se recuperar minicirculo ndo lograram éxito, sugerindo que a
molécula de KDNA apresentaria estruturas que induziriam a instabilidade genética do vetor. O resultado pode
ser corroborado pelo numero de seqiiéncias completas de minicirculo depositadas nos bancos de dados

atualmente. Estima-se que existam perto de 300 classes diferentes de minicirculo em 7. cruzi, (RIOU; YOT,
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1977, STURM, 1989; revisto em SIMPSON, 1997). Em janeiro de 1999 um levantamento das seqiiéncias de
minicirculos de kDNA de 7. cruzi depositadas no banco de dados genebank revelou a presenga de quarenta
seqiiéncias. A analise destes depdsitos mostrou que quase a totalidade compreendia fragmentos de
minicirculos truncados. Somente seis continham regides conservadas e variaveis completas e apenas dois
minicirculos inteiros. A reanalise dos bancos realizada em janeiro de 2005, mostrou o acréscimo de 46 novos
fragmentos. Destes, quarenta eram segmentos rearranjados de minicirculos vindos de regides de integragéo e
seis de 7. cruzi. A mesma andlise realizada em janeiro de 2008 mostrou que ndo houve acréscimo de

seqiiéncias de minicirculos completas.

Empregando-se a regifio de 50 pb da regidio variavel observada no clone B7como sonda imobilizada,
foi possivel recuperar pela técnica de captura uma banda Unica com tamanho de 600 pb a partir de uma
mistura de minicirculos totais digeridos com a enzima EcoR I ligados ao adaptador correspondente. A
clonagem desta banda ndo resultou em transformantes estaveis na bactéria DHS5o. No entanto algumas
consideragdes puderam ser feitas em relagdo ao tamanho da banda capturada em relagdo ao tamanho esperado
de um minicirculo de kDNA. Nota-se que soma dos tamanhos das 4 regides conservadas com os das 4 regides
variaveis encurtadas seria de aproximadamente 680 pb enquanto que a banda capturada apresentou tamanho
de 600. Esta diferenca de tamanho estaria compativel com a hipotese de existéncia de uma familia de
minicirculos no 7. cruzi que tivesse regido conservada de tamanho encurtado. Entretanto, a presenca de uma
banda tnica poderia ser resultado de uma digestdo dupla minicirculo em pontos e eqiiidistante. Neste caso o
tamanho aproximado desta molécula seria de 1,2 kb e as regides variaveis apresentariam tamanho aproximado

de 200 pb, o que estaria de acordo com o padrio esperado para minicirculo de 7. cruzi.

A elucidag@o do tamanho da regido variavel veio do experimento onde se amplificou o segmento a
partir do material capturado do 7. cruzi com a sonda 50 pb seguida da hibridagdo com sondas da regido
conservada. Para tanto foram desenhado iniciadores das extremidades da regido variavel de 50 pb partindo da
premissa que o encurtamento dessa regido teria ocorrido com a perda da regido central. A amplificacdo
resultou em um segmento com aproximadamente 200 pb (Figura 29a), sem presen¢a de regido conservada
(Figura 29b), sugerindo que o encurtamento teria ocorrido durante, ou apds, a integracdo do minicirculo no
genoma hospedeiro. Portanto a banda de 600 pb recuperada na captura seria o resultado da digestdo de um

minicirculo com aproximadamente 1,2 kb com sitios de cortes EcoR 1 eqiiidistantes. Com a finalidade de
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obter a seqiiéncia completa da regido varidvel o produto da amplificacdo foi clonado e 5 recombinantes
seqiienciados. Todos apresentaram regido variavel com tamanho encurtado, sugerindo que esta regido por si

s0 seria recombinogénica.

Indicios sugerem que a integragdo dos segmentos de minicirculo visualizados no clone B7 teria
ocorrido em uma regido ndo traduzida do genoma hospedeiro. Repeti¢des do tipo CA sdo relativamente
freqiientes no DNA mamifero, em humanos ocorre na propor¢do de 1 para cada 30 kb. Estdo distribuidas
principalmente nas regides 5’ fosfato e 3’-OH ndo traduzidas dos genes, e nos introns (revisdo em Hearne et
al., 1992), sendo raramente encontradas nas regides traduzidas (Elkind et al.1995). A presen¢a de varias
seqiiéncias terminadoras da tradugdo, nas trés fases de leitura da regido hospedeira, também refor¢a a idéia da
integracdo ter ocorrido em uma regido ndo traduzida. Porém, a elevada concentra¢do das bases C e G, ¢ 0
segmento do tipo A/u encontrados no clone, poderia significar que o fendmeno teria ocorrido préximo a uma
regido traduzida, ja que estas caracteristicas sdo freqlientes nas bandas R, que por sua vez, compreendem a
maior parte da regido 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 indicios que pudessem ser atribuidos a uma regido promotora, o
segmento mamifero do clone B7 foi analisado com auxilio do programa Promoter Scan II. A mesma analise
foi feita para o segmento inteiro, de sorte a verificar se a regido de kDNA poderia atuar como um promotor
naquela regido. Este aplicativo busca as seqiiéncias consenso TATA e CAT (Py,CAPys) nas posi¢des
comumente encontradas nos promotores mamiferos. Quando a premissa ¢ atendida o programa calcula o grau
de similaridade com diferentes promotores, e identifica a presenga de possiveis sitios regulatorios. Foram
encontrados alguns consensos TATA bacteriano ¢ CAT ao longo do segmento B7 porém, em posigdes
incomuns para uma regido promotora. Segundo esta analise, tanto a regido hospedeira como a de minicirculo
ndo comporiam um promotor tipico, contudo, em decorréncia da grande divergéncia existente entre as regides
promotoras eucariotas, o ndo atendimento das premissas ndo descarta por completo a possibilidade de o
segmento funcionar como promotor in vivo (LEWIN, 2004). Observa-se, entretanto, que o minicirculo de
kDNA apresenta em sua estrutura algumas seqii€ncias moduladoras da expressdo génica, identificadas através
do programa Signal Scan. O significado bioldgico dessas seqiiéncias irda depender do contexto do sitio de

integracdo no genoma. Em geral, seqiiéncias regulatdrias da transcricdo sdo comuns em promotores, ou
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proximas a eles, mas podem estar localizadas em locais distantes do ponto onde estaria ocorrendo transcricdo
na fita de DNA, e mesmo assim, exercer influéncia na expressdo génica, conforme as curvaturas assumidas
pela molécula e proteinas associadas (LEWIN, 2004). Dentre as encontradas no minicirculo integrado,
destaca-se a ativadora de transcricdo: CCAAT Box. Estas seqiiéncias ativadoras sdo reconhecidas pela

proteina NF-Y (também conhecida por CBF), e sdo encontradas ao longo de diferentes regides génicas.

A manifestacdo da forma cronica da Doenga de Chagas ocorre, em geral, quando o paciente ja se
encontra na idade adulta, adentrando a meia idade. Neste periodo observam-se modificagdes graduais nos
padrdes de produgdo de certos hormodnios em conseqiiéncia do processo natural de envelhecimento.
Conhecendo-se as seqiiéncias afetadas por esta modificagdo hormonal, associado ao conhecimento dos locais
de integracdo dos minicirculos de kDNA no genoma, seria possivel diagnosticar a possibilidade de
manifestagdo da fase cronica cardiaca da doenga no paciente, e desenvolver métodos que permitissem a nédo

evolugdo dos sintomas, ou mesmo cura, através da terapia génica.
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CONCLUSOES

1) Os clones do grupo A sdo quimeras de DNA humano/kDNA.

2) Os segmentos de DNA hibridos humano/kDNA hospedeiro provenientes das linhagens
subclonais A11, C4 e C6 apresentam instabilidade genética quando clonados nos vetores: PCRII,
PCR2.1, pBluescript, Agtl0, nas diferentes combinagdes de linhagens bacterianas hospedeiras
DHS5a, DH5a MCR, XL1-blue, XL1-blue MRF’, CES 201, Sure Cells, Inva F* e C600.

3) O método de captura permitiu recuperar de forma eficiente segmentos de kKDNA presentes nas
linhagens subclonais.

4) O clone B7 apresenta instabilidade genética parcial no vetor PCR 2.1 em DHS5a..

5) Existem seqiiéncias regulatdrias presentes no minicirculo de kDNA integrado potencialmente
capazes de modificar a expressdo génica da célula hospedeira.

6) Os minicirculos isolados das linhagens subclonais apresentaram regides variaveis encurtadas em
relacdo ao padrdo descrito por Sturm e Simpson (1990).

7) O encurtamento ocorreu durante ou apds a integragdo dos minicirculos no genoma.

8) Existe recorréncia nas familias de minicirculos que se integram no genoma.

9) Os minicirculos que se integram preferencialmente sdo instaveis quando clonados nos vetors

PCR 2.1 e Agt10 e hospedeiras XL1-blue MRF" e CES 201.

10) Existe recorréncia nos sitios de integracao.

11) Existem combinac¢des de tensdo que propiciam dobramentos na molécula de DNA em regides

préximas ao sitio de integragdo sugerindo a existéncia de palavras estruturais.

12) A integragdo reduz a tensdo local nos pontos de integragdo do minicirculo de KDNA no genoma

hospedeiro.
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ANEXO 1

ANEXO I - ABREVIATURAS, SIMBOLOS E MARCAS GENETICAS

°C = graus Celsius.

ug = micrograma (10°%g).

ng = nanograma (107g)

pL = microlitro (10°L)

uM = micro molar (10° M)

A = adenina

aa(s) = aminoacido (s)

b = bases (referente ao DNA fita simples)
C = timina

DNA = Acido desoxirribonucléico

EDTA = Acido etilenodiamina tetracético

g = 9,8 m/s” (aceleragio da gravidade)

G = guanina

kb = quilo base (10 pb ou b)

M = molar (n°® moles/L)

mg = miligrama (107g)

mL = mililitro (10° L)

mM = milimolar (10-3 M)

ORF = Fase Aberta de Leitura (Open Reading Frame);
pb = pares de bases (referente a dupla fita do DNA)
PEG = Polietileno glicol

RNA = Acido ribonucléico

151
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rpm = rotagdes por minuto

SDS = Sédio Dodecil Sulfato

T = timina

TA = Temperatura Ambiente

U = unidade de atividade enzimatica
uv = ultravioleta

A (gpt-proA) 62

A = mutagdo por delegio.

A = fago A ausente

A(lacZY A-argF) = deleg¢do LacZY A; requer arginina para o crescimento

A(mcrCB’hsdSMR'mrr)171 = dele¢do no conjunto génico entre parentese que reconhece e restringe

sequéncias de DNA metiladas/ndo metiladas (vide significado de cada gene individualmente).

080lacZAM15 = carrega o lambdoide ¢80 profago com o gene lacZ com a delegdo M15, permitindo a o
complementagdo da [-galactosidase hospedeira. Permite a selecdo de vetores com e sem insertos pela

interrup¢do que contenham a 3 galactosidase por coloracdo banca (-)/ azul (+) na presenga de x-gal.

F" = ndo contém o epsoma F’

argE3(0Oc) = requer arginina para o crescimento

deoR = mutagdo em genes regulatorios tornando a sintese de deoxiribose constitutiva desta enzima permite

a introducdo e propagacdo de DNAs que ndo sejam originarios da E. coli.

eld = elemento semelhante a um profago exisavel e que carrega a informagdo para McrA; el4” portanto
sdo McrA'.
endA1l = mutagdo na endonuclease A ~ aumenta a qualidade das preparagdes plasmidiais, mas a presenga do

gene favorece as preparagdes de DNAs dupla fita;

F = contém o episoma F’ plasmidio autocarreador; este episoma carrega as informag¢des para o operon

lac e proAB no F’lac-proA B"
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gyrA96 = mutagdo na enzima girase — confere resisténcia a dcido nalidixico.

hfIA  =resulta em alta freqiiéncia lisogénica por parte do fago A

his G4 (Oc) = requer histidina para o crescimento

hsdM = mutacdo na subunidade M responsavel pela metilagdo e leva ao fenotipo (ry’, my);
hsdR17(r, m') = mutagdo na endonuclease de restri¢io do sistema EcoK EcoB - restrigio
hsdRMS - hsdR = mutag¢éo na endonuclease de restri¢ao do sistema EcoK EcoB

hsdS = mutagdo na subunidade S que da a capacidade de reconhecimento do sitio metilado

no DNA das subunidades HsdR e HsDM; mutag¢io neste sitio leva ao fenotipo (1, my)

lac Y1 = mutago na enzima [3-galactose permease da membrana - bloqueia a utilizagdo de lactose

lac = auséncia do sistema de metabolizacdo da galactose;
mcrA = mutagdo no sistema de restrigdo — bloqueia a restrigdo do DNA metilado na seqiiéncia
5’..G"CGC..3’ ,

merBC = mutagdio no sistema de restrigdo de seqiiéncias metiladas de DNA nas posi¢des 5°..G°C™.3".

mir- = mutagfo no sistema de restrigdo — bloqueia a restrigdo do DNA metilado 5°..GA™ C..3” ¢ 5°..CA™

G..3’; esta mutagdo também previne a restri¢do McrF de seqiiéncias metil citosina.

mtl-1 = mutagdo no metabolismo do manitol; a auséncia da enzima permite a introdugdo e propagacio de

DNAs que nio sejam originarios da E. coli

proAB = requer prolina para o crescimento

recAl = mutagdio na enzima RecA envolvida no processo de reparo/recombinagéo.
recB = mutagdo na Exonuclease V — (ATPase); importante na recombinagéo

recC22 = mutagdo na Exonuclease V — (ligagdo ao DNA); importante na recombinagio;

recl = mutacdo na atividade exonucledsica de fita simples — envolvida na via alternativa de

recombinacio; impede a recombinagio entre plasmidios.

relAl = mutacdo que elimina fatores restritivos — regula um nimero de processos biosintéticos; permite a

sintese de RNA independente da sintese protéica
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rfbD1 = requer riboflavina para o crescimento

sbcB15 = favorecem a estabilidade de insertos com repeti¢des invertidas clonadas em fago.

supE44 = supressor Amber necessario para o crescimento de mutantes amber

thi-1 = requer tiamina para o crescimento

Tnl0 = transposon com resisténcia a tetraciclina

Tn5 (Kanr) = transposon confere resisténcia a canamicina.

umuC = reduz o efeito mutagénico do reparo propenso a erro.

uvre = mutagdo na endonuclease do sistema de reparo que leva a sensibilidade a UV
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Hitchhiking Trypanosoma cruzi minicircle DNA affects gene
expression in human host cells via LINE-1 retrotransposon

Augusto Simdes-Barbosa, Enrique R Argafaraz, Ana Maria Barros, Ana de Cissia Rosa,
Nivaldo P Alves*, Patricia Louvandini, Marian R [Souza-Ault, Nadjar Nitz,
Nancy R Sturm™*, Rubens | Nascimento, Antonio RL Teixeira/ ™

Laboratario Multidsseiplmar de Pesquisa em Deenga de Chagas. Faculdade de Mediema, Universidade de Brasilia, Catxa Postal
(4336, T0919-970 Brasilia, DF, Brasil* Teenogens Diagirdsticn, Brasilin, DF, Brasil **Depariment of Inannolagy,
Migrobiology and Moeleculas Biology, David Geffen School of Medicine, Univessity of California af Los Angeles, TS

The hovizowtal trangfer of Trypanosoma cruzi mitochomdrial minicirele DINA to the genomes of nanrally infected
Hrmwans W pla on imparrant role e the pathogenesis of Chagas disease, Mimicivele Tiregrarions wirkin LINE-{
lemenis create e potential for fovelgn DNA moliline within the lasr genorie vig the mackinesy assochared with
this retrofranspozon. Here we dociment itegrarion of niwicircle DINA fragweenss in clonal hwan macrophiage cel
tines and Nveir mobilizorion over rinre, The movement of on integraiion evenr i g clonal wongfecied cell line was
ircked ar tveee mronthis and three vears past-infecrion, The minicivele sequence Inregrared faro o LINE-]
refrofransposon; one sech foreign jrogment snbsequently relocated to another genomic location in association
with associated LINE-1 elemienis. The pl 5 locus was alfered af three vears as a direct effect of minicircie/LINE-§
acauisition, resulting b ellwivation of pl 5 mBNA, Heve we show for e frst dee g moleculor poilology steniming

Jrowe moldiization of @ ¥DNALINE=T mutanion. These genomile clharnges ohd defected iraomsoripl vaviaiaons ave
consistend witl onr npothesis fiat mindcircle infegration is 9 cawsal component of parasite-independent, autoin-
wite-drivent lesions seen i e Feart and other tavged fssnes associaied witk Clhagos disease,

Key words: kinetaplast » borizemtal transfer « pl3 « motagenesis « pathogeness « retrotransposition

Trypanosomes are members of the Ovder Kinefo-
plastida and represent a highly diverse and specialized
oroup of eukaryotic orgamsms. panosema orusi 1s
transmitted by triatomimes (Hemiptera: Reduviidag) 1o
miammals: the infection occurs by invvasion of phagocyte
cells at the entry site (Terxeira et al. 2006}, The infection
can be rransmimed by blood wansfision of mansplacenta
fircan mother to offspring. The migration of T crisi-in-
fected mdrnadoals to North America, Europe, and Asia
poses a thieat 1o couniries ourside the pormal range of
the pacasite, as these individnals are potential blood do=
nors. Chagas disease affects 18 nullion people in Latin
America and 15 characterized climically by a spectum of
imanifestations often seen several decades after estab=
lishamend of the initial mfection {(WHO 2002}, Chagas dis-
case 15 the most lethal endemic human parasitic disease in
the Western Hemisphere, It has been estimated that
Chagas heatt disease kills 100,000 people and accouts
for 6 billion dollars worth of disability-adjusted life per
vear [WHO 1995), There 15 no vaccine against Chagas
diseaze and its treatment is presenily wnsatisfaciony
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(Lanaia-Pires et al, 2000}, The pathologic lesions found m
the heart and digestive system of chronic Chagas patients
may not appear for decades afier the mital inteceion, and
iy nof be explained exclusively by active pasasite tissue
destrucnion. The mindmal rejection unit, consistmg of 1y-
ses of parasite-fres target host cells by the immume sys-
tein monodnclear cells, is & common dempominator of pa-
thelogy in Clhagas disease (Teixeira etal, 2008).

T ernzi 15 characterized by the presence of a single
mitechoidrion with epologically interlocked double-
stianded maicircles and minicivcles thar constirute almost
15% of the cellular DNA. representing the largest amsount
of extra-nuclear genetic material m any cell (Lukes et al.
2002, Lin et al. 20603, Iuqueira et al. 200%). This kineto-
plast DMNA nerwoik is composed of several dozen maxi-
circles  that code for two large nbosomal ENA= and a
hydrophobic subser of mitochomdiial proteins (Westen-
berger et al. 2004), along with several thowsand
nunicircles that provide the mformation for the post-tran-
scripiional process of ENA editing m the form of guide
BMAs {Avila & Siopson 1903, Sinmpson et al. 20047, Each
nunicircle possesses four 122-bp conserved regions in-
terspersed by four vanable regions that contain guide
RNA genes, totaling appresimately 1400 bps (S ef al.
198,

Cur recent studies focused on the mtegration of T
crizt minicirele fragments inte host LINE-1 retro-
transposons associated with chagasic-like patlwology
the chicken and rabbit models, and i uonan patients
showing heart arrhythimias charscteriste of Chagas dis-
ense (Mitz et al. 2004). This woik extended previows ob-
servanons suggestive of minicirele integration into the
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host penome (Teixeira et al. 1994) with importamt 1m-
plications for presentation of the amiodmameee aspect of
Chagas pathology in anmans, resuliing in publication in
the prestizions poumal Cell. Questions arose regarding
authenticity of the Integration site data, leadmg to a uni-
lateral retraction by the Cell Editor (Marcus 2005}, No
experimental data contradiciing the Witz et al. (2004)
paper was presented. nor was the implied contamination
of the Chagas patients’ DNA samples articulated, The
valudiry of the reported rabbit and chicken model sys-
fems was not in question. IE 15 our hope that this om-
nons Retraction will be rescinded by the Cell Editorial
Board, We stand by owr data, and contiie 1o pursne the
logical consequences of the phenomenon deseribed.

The estumated 1,000,000 copies of mobile LINE-1 ele-
ments are considered a primary force in vertebrate ge-
ncdne evolurion over the Last 130 million yvears (Smir et al,
1905, Ostertag & Kazazian 2001), The LTNE-1 transgsas-
able elements of the famuly Ta 15 approsimately & kb, Full
length. active LINEs are capable of retro-transposing to
different sites in the gencime. Most LINEs are tmuncated
sitbsets, and a vast majority of copies shoater than 0.5 kb
(Pavlicek eral. 2002a) are present in the Insnmwan genoine in
proximity to A+T repeat-rich {G-banding in the clromo-
s0Inees ) Tegions, constntmg preferential exon shuffling
sites (Ostertag & Kazazian 2001 ). Furthenmore, LINEs are
free-loaders of repeat-tich SINEs (IAPs. HERV s, MIEs,
and Alu-like microsatellites) generating local polyvmeos-
phizms [Pavlicek et al. 20020). Full-length LTNEs have a
poorly-characterized internal promoter at their -end open
readmg frame; ORF-1 encodes a miclerc acid binding p40
protein: ORF-2 encodes a protein with endonnclease, re-
verse ranscriptase, aid zine finger-like motif (Feng e al,
1996}, The LINE=1 shogt 3'-untranslated region ends ina
polyadenylated (poly A) tail that 1s nmportant for reverse
wanscription: this region carmes tvpical struchural char-
acteristics of genomic LINE-1s, such as mversions, dele-
tions, and -end nucrelioimologies 1o e target DNA se-
quence (Babushek e al. 2006}, Active LINE-1 1etro-
ransposition involves funciional elements emploving a
‘copry and paste’ mechanism by which the retransposon
proteins assemble with the RNA from which they were
iranslated (Kazazian 20000, Genome analysis has iden-
tified am estimnated 61 active LINE-1 elements in homan
cells (International Human Genoime Sequencing Consof-
e 20011

In view of the demonstrable preference fod integration
of minicireles within LINE-1 elements (Nifz et al. 2004}, we
postulated that the foreign msertions could be mobilized
within the host genome. The fimctonal nmpact of host
genodane alterations could inclnde changes in endogenons
gene expression as well as the generation of chimernic host-
nunicircle gene products., elther of which may contribate
1o clirodie Cliagas disease, Due 1o the frequency and coin-
plexiry of the phepomenon. examination of whole ofgan-
1sms 15 mnpractcal; thus, we have adapted macrophage
cell culture for the mnfection of T crwesf and subsequent
characterization of parasite DA ftegration, mobilization
and phenotypie effect. Here we describe the acquisition
and movement of integrated parasite DN A within the hu-
man macropliage geiome i culmre and decnment & spe-

tichilization of T crusi KDMNA-mutation * Augusto Simdes-Barbosa et all

cific alteration in gene expression over tune. The vari-
able facior of time in this process may explain the de-
cades of delay experienced between initial infection and
displays of pathozenesis.

MATERIALS AND METHODS

Muocrophage and parasite growth and infecrion -
The hmnan macrophage (ATCC mumber: CRL-1503.2)
line 11937 and the T cruzi were grown respectively as
described (Witz et al. 2004). Trvpomastigotes were used
to mfect macrophages i culture at a o of 5:1. At this
ratio the phagocyvies eradicated the mfection within bao
weeks, as demonstrated by co-culture m Liver infiision
irvpicse medinm and by infection of weanling mice.

Antheniearion of the macrophage U937 fine - Ge-
notypic charactenization of the U937 cell was achieved
by analvses of autosomal short fandem repeats (STRs)
THOL and TPOX, and of AMELY {Amelogenind foci,
Genetic profiles were determuned by simultanecous poly-
merase chain reaction ( FCR) amplification of STRs and
sex linked amelogenin. as described in the ATCC Cell
Biology Catalog. The amiplification products were sepa-
rated 1o a 4% polvacrylamide’s M urea and were ana-
Iyzed by silver staining according with standard proce-
dures (Murkerjee & Biswas 2005},

Primers and prabes nzed - The priumer paw sequences
used for authentication of the U937 Hamo sapens mac-
1ophage DINA samples were as follows:

11 TPOX forward primer 5-ACTGGCACAGAA
CAGGCACTTAGG-2", and reverse primer 5-GGAGGA
ACTGEGAACCACACAGGT-3" (Beckmann & Weber
1952,

21 THO1 forward primer 5'-ATTCAAAGGGTA
TCTGGGCTCTGG-2, and reverse primer 3'-GTHGG
CTGAAAAGCTOCCGATTAT -3 (Bell et al. 20000,

31 AMELY forward primer 5-GACCAGAATATGA
GACAGGAACTG-3, and reverse primer 5'- TTGCT
AAGTTAAGTGATTGTATAAGC A-3 (Lukka etal. 2003).

The T. cruzi kDN A specific primer sets Sk35/36 and
Sk34/67 (Sorin et al. 19890, T oriici moiclear DNA spe-
cific Tezl/2 (Moser et al. 1992) and the kCR probe are
cited in previous papers (MNitz et al. 2004). The clones
representing PCR products were ¢loned from templare
DRA amplifications from pest-infection parasite-free
macrophages.

1) 534 (3=ACACCAACCCCAATCGAACC) 567
(GOTTTTGOOGAGGHGOGTTICA)

21835 (F-ATAATGTACGGGI T/GIGAGATGC) 536
(-GGTTOGAT TGGGGTTGGTG),

3)Tez/l {F-CGAGTOCTTGOCCACAACGGG)Y Tez?
{(-CCTCCAAGCAGCGGATAGTTC-3).

41 L1 represenis a PCR amplification of clone A
((GenBank: AFO02199) sequence obtamed with antisense
primer L1 (51-GOCCATTCAGTATGATATTGG) and the
primer SP6 included in the TA vector {Tavitrogen), This
product was cleaved with il vielding a 280 hp DNA
stretch that was used as probe.



ARTIGO

157

Mem fnsr Oewaldo Croz, B de Janeings, vl 100081, Drecember 2006

8 RCR (5-TTTTGGTTTTGGOGAGGGGOGTTC
AAATTTTGEOOOGAAAMT TCATGCATCTOOOODGEACATT
ATTTGGCCOGAAAATGOGGGGTTGTTCGATGGA
GOTGAGGTTOGAT TGGGGT TGO TUTAAL) represens
a constant region of T crusd Berenice KDMNA nunicircle
showing primers 534, and S67 1in both extremitics, and the
nested 535 anfisense primer from bp 63 to 46 (underlines ),
This KCR sequence was a PFCR amplification product from
T, cruzi-infected macrophage DNA template with primers
534/507, which was cloned in the TA vector. The probes
were TP-0ATP-labeled nsing e Random Primer DINA
Labeling Eit {Invitrogen) accordig to the mamnfachorer’s
profocol.

Cloqdng aiwl sequencing PCR amplifications of the pl 5
e A and gene was achieved with KCR probe specific for
muncrreles and Va 470 bp probe { GenBank accession mun-
ber AV 589192 specific for pl§ gene, and primers: FSPaS
F-AGC GAGOUAGAGGTT TTT Gl 3, FEPY SGTT GG
CAC AGCAGHCAAGST, FEFIr ¥-TCACCTTCT GAA
TOCATC CA-T, FEPDr F-G0CAGT TGA AGG AAC AGA
T3, FAGGTTTGAT ATG GCT CAG 3, Combinations of
primer paus FEPSS with FEPIr and FEPS with FEP3IF
and subsequently with FEP2r were used for each amplifi-
catiodl reaction aiming af reproducible demonstiation of
EDNA insertion. The relatrve nmmicicle and pl 5 gene prumer
locations are showm in Fig. 6. Amplification prodocts were
clomed into the PGEM-T (Promega) and commmercially se-
quenceid,

Claning posi-infection macrophages - This mvestr-
gation was comsducted by inoculation of T cresd uto a
medrolayer of U937 cells growing in 15 ml fissne culmre
flask. Clones were obtained from a smgle post-infection
macrophage by end pomt dilutzon. Adherent human pen-
toneal macrophages {10%) were nsed as a feeder-layer dis-
seinipated inte De-well plates, The plates were Eept i a
595 OO0y, atmosphere and 25% omdity. Each clone de-
rived from T, ervezi-infected cell culmre was subsequenthy
expamrded in 24 wells plate for DNA extiaction. The selec-
tion of each cell clone presenting the kDN A mtegration
was done by PCE with specific primers set. The scresnmg
showed 52 = 3% KD A-positive clones in nulfiple expern-
TeEtts.

T sifwe Svbridization - The spreads of U937 macroph-
ages that had undergone T oresd infections were abtained
after 3 i co-cultige i the presence of 20l ofa 1 M colehi-
cine. The interphase and metaphase chromosomess were
collecred on glass slides and processed for in sim livhrid-
izatioan { Teixeira et al. 1994), After Ivbridization with L1
probe the metaphase chromosome spreads were soaked
in 0.1 M phosphate buffered soluion (PBS, pH 7). coda-
taining Triten 3=100 to 1% (wiv) final concentration,
dehybridization was secured by incubation of the meta-
phase plate glass slide in the PBS-Triton solation for 1 b
at 37T, after which it was washied trice in PBS and dipped
in a mix of 30% formsamide with 23 S5C, ar 9200, for 3
. Probe removal was confirmed by meicroscopic exam
of the glass slide shewing absence of previons fluores-
cenit spots wsing a Zeiss Axiophot microscope with ain
HBO-50 ultraviolet light source. Then the glass slide was
rehybridized with the biotin-labeled kCR probe (10 ng

B3S

ply overnight in a mkoist cliamber ar 42°C, After tliee
washes in 50% formamide mn 2X S5C, the spreads were
flooded with a 1:230 dilution of rabbat ant-brotm ant-
body, and incwbated for 43 min ar 37°C, Again. the slides
were washed tlree tines and incubated with a 1:40 dilu-
tion of fluorescein-conugated goat anti-rabbit IoG The
mefa-please miclear elements were cownterstained with
1% prepidinm iedide solution and the slides were ana-
lyvzed under the microscope with ultraviolet Light
(Teixeira et al. 1994},

Nuetele aoid aualvees - DINA was extracted from the
following sowrces: 1) winfected macrophage 7937 lme;
2) archetype Berenice strain T crazic 1) Howma sapiens
blood modonnclear cells; 4) BALB/¢ moise spleei cells,
The rattonal for choice of the restriction enzyme was the
pattermn of cuts i the archetype (Thertulien et al. 19594
wnnicirele sequence: EraR 1, single cur; Msil single cuf in
each out of four conserved regrons of a mimeircle; SawHI
and Yhel producing digestion at all. PCE was condncted
with specific primers for parasite KDMA and nuclear DINA,
and for host DNA sequences defined in the text. The pro-
tocols for RT-PCR used m the differential display of mEIMNA
used random primers with 1 pg of template RNA (Liang &
Pardes 15520,

BA was purified vsing TriZOL reagent (Invifrogen),
fractionated in agarose gels, and blotted onto charged
iylon membranes (ClonTech), Hybridizations were pei-
forumed as recommended by the manufachurer, The mem-
brane was washed once for 5 min with 17X SSC and 0.1%%
S5, twice for 30 min each with 0,33 55C and 0.1% S0S,
and antoradiographed for vanable penods of e, ¢DNA
fragments fromm recombinant plasimd clones were nsed as
probes on EMNA blots.

Dxteciton and cloning aof differentialiv expressed fran-
soripds - Differential display of mENA from kDN A-posi-
tive and from kDN A-fres macrophages was used (Liang
& Pardee 1992), DNA-firee total BNA was subjected 1o
ET-PCR by combing one- and bwo-bases anchored prim-
ers with random primer sets HTTICHAPST and HT 11/
HAPaO (GenHwirer Corporation). The candidate ¢DNA
bands, identified in triplicate reactions, were eluted from
the gels, and their 3' frapments were reamphified and
cloned. The differental expression of cach transcrnpt was
analvzed by hybridization o total cell RN A or poly A se-
lected BMNA rapid amplification of 5' cDNA (5 RACE,
Invitrogen) was used to obiain the 5" end of the cDNA.

RESULTS

Harizontal rransfer of minicircles via living infection
in enlture - In order to better follow the integration of
timicireles in the hunsan genoae and to track subsequent
changes in location over time as postlated duee 1o their
association with mobile genctic elements. a protocol us-
ing culnwed macrophages was unplemented, Live T erpsd
cells were psed to infect animmotalized maciophiage popui-
latzon. followed by reclomng and extended matenance
af the parasite-free lines in cell culture

The DINA fom U937 macrophage culrmes infected with
T crnzi was subjected to Southem Irvbridizations with a
homologons minicircle conserved region (kCR) probe.
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The DMNA from the T crvci-infected cells showed a dis-
finet band pattern that was ot present in the T cruzi DA
fested with the kCR probe, thes indicating that the
minicircle DMNA is m a different configuration in the in-
fected macrophage DMA sample compared to DNA from
the kinetoplast. The I cruzi-infected macrophage sannples
taken o the Tth post-infaction day showed different band
pattemns; n addition to a 360-bp band representing the
kinetoplase, larger size bands of 1.2, 1.8, and 2.2 kb were
formed with the macrophages DNA. which were not
present i the parasite DA At the 30th day post-mfec-
tioq the lower band represenring the T crusi KDNA was
absenr i the host macrophages, denonstrating that liv-
g parasites had been eradicated (Fiz. 1A). Control ex-
perunents showed no hybndizaton with the profozoan
i bear DN A probe o with a cloned msaxicircle gene DNA
probe {a gift from David Campbell, UCLA). These results
were confirmed by PCR amplification of mmicircle se-
quences present in DNA from I crvzd alone and from
mactoplages infected with T cruzd nsing KDNA primer
set 534/67. Furthermore, absence of amplification of the
(. 2-kb band from the T cruzi nuclear DINA primer sef Tezl!
2 iMaoser etal, 1992, whicliis a highly repefitive sequence
comprising 9% of total miclear DNA and, also, absence
of a 0.36-kb band in the Southern blot. both with DNA

ffﬁ?

nE

Fig. l: mbtegratiom of Tpencrome ozt mmicmrcles mnto the ge-
nome of macrophages a=s & consequence of mfection. A: Sowihemn
lytrsihizacion of Neid degests of T-day isfection mecroplages and of
30-day (posr-infecrion) macrophages wirth kCE probe on blom of
5% agarose gels: B: etidivan bromsde stainmg of mmmicircle PCR
amplificabion products vsing primers $3467. Profles formed widh
T eruzd and wich 7-day infecrion macroplags ane aliersd s podr-
wmifection macrophages by e abaence of 012 kb band and drs
catamers: C: ethidivn bropuds stimng of nDNA PCR amplifica-
ton prodeces vamp Tezl? The abssnce of the 036 kb band m the
Southern blet asd of the 0.2 kb PCR products o the 30ch day post-
enfectson macrophage DMNA indscares thar the T ound infecion his
baen arpdicated. leaving the insegraced minicmecles im the Bost o2l
gemome

rchilization of T crun EDMA-mutation * Aupusto Simoes-Barbosa =t al.

collected on the 30th day post-infection macrophages
appeared to correlate with persisting KDIN A integration in
Tsost cells that eradicated the living infection (Fig, 15, C
The absence of the 0.2-kb mintcircle-derived band in
the Southern blot and the absence of the 0.2-kb parasite
ticlear DN A PCE products in the 20t day post-infection
macrophage DN A indicate that the T2 crezi infection has
been eradicated, learvimg numerrele sequences with altersd
insbilities integrated in the host cell genome, Transfer of
minicircle sequences from T cruzd mio the macrophage
genome ocoured as a natural consequence of infection.

Comlocalizing minicivele Inegvarion with LINE-T In
wiale clirmiozoies - In order 1o confitm integration of
the KDMNA msertion in LIME- 1 elements. 1n sitn bybrndiza-
tignn was carmed ot wilizing L1 and KCR probes and
ietaphase plates of macrophages that wete infected with
T eruzi.

EDNA co-localized in LINE elements of roo separate
chromosonies, as both probes hybiidize 1o the same re-
cron (Fig. 24, B). Contol experuments showed that nei-
ther the kCE nor the L1 probes hvbrnidized, respectively.
with bwman ouclear DNA or with T ornzi KDNA in
utaphase plates of noainfected macrophage chiomo-
somes (data ot shown). Thus, the mtegration event was
maintained within this cell line. It mmst be noted that the
LINE-1 probe would be predicied by interact with thwon-
sands of sites within the genome, but that in control cell
himes no signal 15 seen (data not shown). This 15 a notable
feanme of LINE s, witl interspersed divect and inverse SINE
repeats generating DMNA condensation normally making
them maccessible to profbes (Cassavant f al. 20000, In the
case of the G110 mactophage cell line, the presence of the
kDM A integration prevented this condensation, allowing
the detection of a single LINE among the multrhde.

The co-localization of mamcwrele and LINE-1 element
sequences provides fuather evidence for the reported as-
sociation {1tz et al. 2004 ), and portends the coming ob-
servations of mumicircle mobility as o consequence of
that association

Fig. I: co-locahzng Tropanceese orwsr KDMNA mumicarcle sequences
ints chromosomes of metaphase plate post-infecton macrophage
A LINE-1 sbowiang flnorescent lights up o o meetaphase cloo.
mesoises probed with o specific L1 probe (see methods): B co-
lncalizmg EDINA mimcorcle sequances within LINE-1 with EDNA
specific kCE probe
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Amplificatton of Integrared sequences capiies os-
sociated host LINE-1 elements - Macrophage cultures
underzoimng continnous replication for 3 months after the
living T crivzi infecnon was eradicated were used fo-ohe=
tain DA af the integration pooctions, These samgples rep-
resented our starting poiant for the characternization of
inmmgarele mobalization within the bost macrophage ge=
oome, We sought 1o charactenize the integrations using
durect blotting techmgues in combination with PCR to
define the sites of wregrarion

PCR amplification products were genevated using this
post-infection macrophage DXNA as template with the
kDA primer et S3536(Smnm et al, 1989}, No amplitica-
tion was obained from temglate DNA emploving para-
site=specific nnckear DINA primer pairs, corresponding o
nibosomal EMNA and a T, ormci spliced leader RNA genes
(dara mot shown, Prelimimary artenmgsts o clodk a restric-
tion fragueent representing 2, 2-kb kDN A integration it
posi-infection macrophages were mmsuccessful; cloning
i commpetent cells yielded tmmcated sequences, wsualkly
simaller thaii 0,5 kb, representing rearmanged fragments of
kDM A and no flank host DAL The defficulties observed
with TA-vector transtormed SURE cells coutd not be re-
solved in any ofler recombinase-free E coff strains tested.
The zequencing results from some DHS0 rearranged
clones frequently showed the 536 primer in direce and
mverse repeats, suggesting that hneanzed nunicoele -
sertioms i the macrophage genoime ocowmred in a direct

aar

repeal or mverse mander, and deatifyimg associated
SIMEs with frequently remranged highbv-imterspersed
repeat sequences, thus fonuing palindromes that creates
the subsrrare for deletion and recombinaron by the last
cell {data not shownd, These resulis and the experience
of others (Shigtom et al. 1992, Gilbert et al. 20027 were
used o design a PCE approach o determine the
regionls) of minicizcle integration,

We succeeded in capturing the initzal imtegration
events using PCR amplification by enploving only one
specific primer, 536 against a motifin the minicircle con-
served region, for amplification. Amplhification products
were cloned mto the PCRIT vecior and screcned with T
crizf KD A piodse, resmlimg m the sequence of five répre-
sentative clones (A 10 E), ranging from 327 10 700 bp
These samples presented the LINE-1 ORF2 semusent be-
rween outer KDINA regions mot showing kink 1epear mao-
fafs thar prevent cloning and sequencing. Each clone cogi
tnsed mmmicirele and LINE-1 DMNA sequences {CenBank
munbers AFO02190 to AF002203) lopded with SINEs
(HERV, MIEs, and Alo-like), suggestiing that the nuncircle
msertions had ocomred within thess highly repetitve el-
ememats. Fro. 3 illestrates the mtesraton of KDMNA mimcircle
seqpuences in LINE=1 ACT34888 2, In four clones (A, C, T,
aiid E) mimicircle constant and variable regions were
flanked try mamonalion Alu sequences followed by LINE-
1 DMA. These clones showed a homelogous segment to
Bmian chiomesomes Y, 4. and 13 closes A, C, and E
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1 GOTTCOATTO GOOTTRETST ANTTASSACC AGTTOAGTGC ARGGGARATS GROTT
RAGENTREAR TCORATEAGK TOAARTISEAL T AATCORR TOEALATEILAN
POOAN. TGOARTSIAR MIGGRRGTTL, A ANGOT SETOCOCTRR

131 TOCTCRATAR RAATRCTAOCKR ARDOSRTCCA QCROCARATC RAARACTTTEA TCCRCCATIA
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Fig. 3: schematic representation of Trypenesesra crwzi KDNA minicircle sequences infegration m human LINE-1 retromanspesan
Trvmcated frapmesits of kDNA mumicocles fonnd o the LTNE-] copy #f chromosome Y- clene C shewing comserved regaon primer 536
ddack blued ar bous ssds followed by eunszirchs varable segiean (lsght blue) and the LINE-1 eequence {green)
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showed the 536 prmer followed by the sequence
AATTAG an the end of the constanr region. The B clone
contained minicircle sequence at oily one end showing
the 536 primer followead by the sequence AATATATG In
clones A, C, D, and E the municircle conserved reglons
were in fandem inverse erientation consistent with two
insertions in opposite orentations. Clone B appears to
represent prunmg of S36 from T erusi-infected mac-
rophage DNA and mav represent onfer junciion se-
quences. BLASTn analvses showed LINE-1 m each case,
showing average identity of 93% (clones A. Db, and E.
respectively GBAC147649.2, ACOS9302.4 and
ACDD740,.3), and of 92% (clones B and C, respectively
AL160255 14 and AC1 248282 2); clones A and C targeted
chromosome ¥: whereas clones D and E derived from
chromosome 4 and ¢lone B inserted in & chromosoms
13 LINE-1 copy. BLASTn extended results also revealed
that clones A and E mclude regions with 88% identity
with satellite MIR I, and CpG putative island in clone A
with 93% idenniry, Om 3 occasions (clopes A, C, and IN
the juxtaposition of KDNA with LINE-1 sequences were
trupeared by microsarellite DMA with evident
micielwmology, suggesting homolegous recombinarion
mediated municircle msertions m LINE-1 within the hu-
man host cells.

A namiral extension of this analvsis 15 the search for
potenfial chimeric profeins or sites of recombination as-
sociated with the mtegration events. BLASTx searches
detected ORF-2 segments in clones A, B, and E, showing
simuilaviry with vieal endomeclease: hnnn reverse 1as-
scriptase (WET ). BLASTx also revealed homologies with
ublquitin like protein (clone Bl and with lvpothetical
chimera nnad ad T erczd proteins (clones A, O, Dy, aid
EJ. Thus, kDN A insertions were found m five out of five
instances within a wransposon of the LINE-1 Ta family,
revealing a ot spoid for minicirele infegratioa,

Mobilization af the minicircle integration - To docu-
ment sy mmovement of the mtegrated mmeirele we clomed
post-infection macrophages and mainfained e in ac-
ive enlinre for an extended period of ime. Genomic DNA
from these lmes was analvzed for shifis in mimcircle dis-
iribation by Soutlern hybridization. Changes in minicircle
distribumion ¢an then be localized for additional effects,

Macrophage clonal line G100 showed positive levbrid-
ization with the BCR probe and was kept in continuous
culmure for three vears with an average donbling time of
1622 h G10 genomic DN A digested with EeaRI or with
Aol displayed distinet band patterns at three years post-
cloning versus three momths (Fig. 43, with paitem alter-
ations consistent with minicirele mevement. The ¢.4-kb
band indicated that the mtegrated kDNA was mobilized
from one site to another with a loss of repetitive elements
rather than being dispersed thoongloun the 10 genoie,

Thus result indicates that our hypothesis was comect,
in that integrated foreign sequences can be mobilized
within the host gepome, The fonndation of this predic-
Tioan is that the minicircle sequence was relocated by vir-
e of association with active retrotransposons, however
direct recombination within the genome could also ex-
plain the shservanon

tiohilization of T crusi EDMA-mutation * Augusto Simoes-Barbosa ot al.
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Fig. 4: alerstican eo lecalizacien a d ity moebdl af a

chimeric mimacircle-LINE-] segeence. Xhol digestions of genoms
DNA from macrophages were separated m 0.8% agarose gels blot-
ted and WCR probed. Mors marked varianons i profiles of KDNA
positive bamds drean G10 DNA ar three mombs asd theee years
post-imfection

Alteration detected in three-vear-old culinre -
Minicirele tansposition within the mactophage genoine
prompied us to mvestigate the possibility of genetic
changes m the macrophiage cloneg G10. Functional conse-
quenices of minicircle imegration will be manifest in de-
tectable phenatypes.

A profile of mRN As firom clonal lines maimtained for 3
vears was cotpared with that of e EDNA-free conrrel
line nsing differential display (Liang & Pardee 1992), An
endogenous mBEMNA was under-expressed m 3-vear-old
10 (Fig. 5A). and identified subsequently from the
uiinfected sample as a conserved mwanseript showing
identaty with Mus wresenfus Subl mENA (GenBank:
WRID11294) and with & sapiens pl5 ¢ONA encoding
an activated RNA polyimerase I1 mwanscription factor ar
clwomosome locus Spli.3 (GenBank: BOO22339.1)0,
Mote that the stretch of LINE-1 mobilizing kDNA m-
serted in the p15 gene showed identity with & sapiens,
and that samples of U237 macrophage line vsed in this
study were re-authenticated by molecular tests (Lukka
et al. 2005, Mukherjee & Biswas 20051 mouse DNA
teimplate was tsed a5 a negative comteol in authentica-
tiom (data not shown), Hybidization of RNA from theee-
year-old G10 culture with a pl5-specific probe con-
firmed its absence as a stable mEMNA species (Fig. 5B).
a twanscriptional alteration exclusive to the thoee-vear-
old G10 cell ine. Comtrol lybridization with actin probe
confirmed equevalent loading of BEMNA (Fig. 5C). South-
ern hvbridization of G10 DINA with the pl5 probe con-
firmeed that the pl5 gene was modified at three years
post-infection versus three months post-infection and
coqtrol DINA (Fig, 310

The minicivcle movement correlated with a reduction
in expression of an endogenous host gene i the clonal
cell line. The idennfication of the gene allowed demon-
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Fup. 3: teamscript mnodsfication based on mumicirele mobilization. A:
differeniial display and mRMNA apalyws in G110, three years post-
infecrion. Lack of a band & isdicarsd by arrow; B: BNA hybridiea-
ticet of & 0 8-kb mBEMA cpecies with pl5 cDNA probe; C: the 1Ekis
hand represents the fi-actin positive contrel: I Sowthern hybrid-
1zation of FawHI digestion of DNA from comtrol macropbages and
the GLO with the plf cDNA peobe in the blor of a 0.8% agarose gel
Naotice alteration of band profiles an the 3 years post-infecton
macrophape =ample.

stration that the change can be seem in the DNA profile
v Sputhem analysis: the three-month-sample of the G10
cloaeal line is identical to the winfected maciophage pro-
file, implying that the startiog sample was waaffected for
ﬂ:::xpr:-sgnu of this gene. Our next goal was to look for
an assoctation of the affected product™s gene with mini-
circle=derived sequences

Mutagenesis of a hest gene by minicircle fransposi-
tiger - The straightforward explanation for the pl 5 effect 1s
a direct interaction with the mobidlized minicircle fragment,
whereby the foreign sequence has acted as a mutagen or
has dismipted the cognate pl 5 prommoter. The rearrange-
toent of the pl5 locws and less of pl§ transcript conld be
uirelated tohe moverrent of minicircls sequence, cansed
by independent recombination events, secondary effects

of the numcircle relocation, or senescence of the cell line.

'ngmeuc hﬂkhﬁﬁmp]*mﬂmmﬂ:mﬂmﬁl&
mtegration was determaned using PCR. with various com-
binateons of minicircle- and pl 5-specific primers (Fig. 640
exposing an insertion of LINE-1 and minicirele sequence
in clromesome locns Spl 3.3 (GenBank accession nume-
bers AY 584192 and AY 584193}, 262-bp downstream from
the p1% initation codod, The chimeric DNA inseition in
the G0 macrophage line (Fig. 8A. B)Y was cloded aind
found to contain two trumcated mimicircle conserved and
variable regions linked to an active lost LINE-1, Databank
atalvsis revealed the tromcated LINE-1 10 show $59% ideq-
ity (expect = 0.0) to Imman chromosome 4 focus 4221
(GenBank: ACO04061.1). However, a lonated search showed
that the 301-E55-bp siretch has 92%; identity (expect =
(0} fo the Inoan f-globin frame locus ot cloomosome 11
(G1: 28380636; MG 000007 3], indecative of other sequences
acquited by the element while in transit, The presence of
a premanire wanslation termination codoan in the cldineric
ORF at an 132 could be the causes of transcrpt destabiliza-
tron (Fukuda et al. 2003

The fooiprints of the minicirele s wavels throngh the
host genome were captured by the associated LINE-1
charactenstics. The recoversd sequences indicate that the
oaiginal minicircle infegration may have relocated to the
P15 location on chromosome 5 by hifchhiking along with
a LINE-1 element onginating on chromosome 4. The docu-
mentation of this event serves as an mdicator of what 15
happening on the broader scales of decades of incu-
bation and the amray of cell types present in the host

OTgAnISI.
DISCUSSION

This work documents a unique but representative ge-
nome modification resulbmg froom T, crnsi mumicirele mnte-
aration amd mobilization of the integrated DNA by the
action of an active LINE-1 retrotransposon in a cultured
Ime of humean macrophage. In order to continm the kDN A
ittegration into LINE-1 elements probes for mminicirele ad
LIMNE-1 sequences in host cell genomes were uwsed, The
kDINA msertion m LINE-1 elements was co-localized m
the metaphase plate of a pest=infection macrophage by i
sime hvbridization. Aminicivele fragent linked 1o the -
cated LINE-1 element’s most 3"-end poly-A tadl mserted m
the open reading frame of the pl 5 gene on chromosome 5,
locus 3pl3.3; a streich of sequence homology with a
retrotiansposed on chromosome 4 indicarted the path of
this muimicirele-loaded element. The presence of a specific
Peglobin cluster signature within the tmncated LINE-1
siggests that the KDMNA could have mobilized via clug-
mosome 11 to chromosome 5. Genomic DA from several
macrophage lines was assayed by Southem hybrdiza-
tion. revealing multiple instances of KDNA integration.
Minicicle sequence elements were found m five out of
five occasions within Alu-like SINE-associated LINE-1
elements,

The LINE-1 transposable elements with ldgh-inter-
spersad repeat sequences were rearranged frequently m
the macrophage chrommosome, showing local polyimor-
phizms, Such kinked DNA regions have prevented the
extension of sequencing towards both amms m order to
study nearby genome organization, a commen difficulty



ARTIGO

162

Bl  Mabilization of T crug kDRA-mutation * Augusto Simces-Barbosa et al.

(Batushok etal, 20061, Simlar umgue feanures have been
associated with genoie mstability and noa-clonability
(Razin et al, 2001, Venter et al, 2001, Symer ef al. 2002,
Paviicek et al. 20025). These i1ssues were compounsded by
the integrated mmicircles,. whose redumdant conserved
regions are inferspersed by variable regions showing
Alp-hke and nucrosatellite repeats,

The pl5 gene derved from the man macrophage
cell line wielded 99% sdenmty (expect = 2e-143) with
M. weigenins and 83% jdenrity (expect = 3e-46) with
sapiens at the 5 end, and. respectively 92% and 94%
identities at the 3' end (GenBank: BCO10967.1 and
12979, 1), The LINE-1 mebilizing the ndiicircle se-
fuence was 9% homologous (expect = 0.00 with M

A
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serpiens, SNPs and gaps aceounting for polvmosphisms
presznt in the Inman macrophage pl3 sequences could
explai the differences in identity levels, hence the van-
ance of the cloned 11937 DNA, Furthermore, the plS
gene copy nupired by truncated minicircle and LINE-1
could be amplified from G10 DNA template with other
gene-specific primers designed from different regions
at edther end,

It 15 reasonable to expect that retrotransposons have
been subjecied randomly to DNA replication associated
eirors over tine, thus accumulating SNPs and other mnt-
tions resultng from deletions and rearranzemnents, par-
ticularly m direct and inverted repeat regions at the 3" end
of LINEs. In addition. the phenomenon of hotizontal gene
teansfer (HGT) resulting from witegrarion of manicircle se-
quences into the host cell genome only adds to the DNA
instability at thew insertion site, The finding of several
SMPs and a thiee base pair delefion in the host cell se-
quence flanking the under-expressed pl3 gene may ex-
plain why it shiows a igher simalarty to A, mescnies than
for A sogiens, This tvpe of sequence variation occurs in
instances of HGT and usually requires the recalibration
of the molecular clock [ Simonson et al. 20035

Paolyimorphisi ar sites of KDNA integrarion in the host
cell has been documented with the identfication of sev-
eral dozen sequences originating from our stedies and
accessible thoongh GenBank. The Inunan genome 1= filled
(Human Genoie Sequencing Consortivin 20011 with re-
peat sequences, including mterspersed repeats derived
fream tansposable elements (LINEs carying SINEs on thei
backs), and long genomic regions that duplicate in tan-
dem, palindroanic or dispersed faslion. These duplicated
segments create deletions dunng recombmation {Tnter-
natieal Husnea Genonee Sequetce Cosormi 2001, New
approaches such as primer walking tail-PCR (Babuszhok
etal, 20061 along with classic techniques such as gemnnic
libranies in cosnud and lambda vectors or even BAC li-
braries will be pursned to circnmvent the recombination
problems inherent m characterization of the minicirele m-
Tegration events; screening host DNA with ninicircle
probes will salect the fragments camying the chnnerc kall-
marks, These strategies should cireunvent the current
problems with PCR amplification asd cloning.

Understanding of Chagas disease has been ap-
proached throngh comrelations of phylogenetics and pa-
thology (Campbell ot al. 2004 ). Muclear markers define 6
interrelated groups or discrete typing wmnits { Westenberzer
et al. 2005}, subdividing the 2 major groups of T cruzd
{Anonymons 1999); maccicircle markers identify 3 clades
(Machado & Ayala 2001). Minicircles. a flnd population
ke 1o the functional flexibility of guide BNAs, have yet
toreveal wseful markers for epidenmiology (Tugqueina et al,
20035). The interplay beroveen pathogen genotype and the
numicircle ntegration that 1s a component of T, cruzi
infection may reveal itself in the frequency of the
integration event for particular subgroups or parasite
populations. The variables of invasion, establishment
within the st cell, and stability will all factor inio the
success of an indrvidoal parasite genotype. The relative
composition of the heterogensous minicircle popula-

fiem will alse play a critical role in determining the nm-
tagenic capacity of a given parasite.

The acquisition of foreign DNA and its persistence
i progemwy 15 4 major finding that may result in gene loss
or differential regulation. This phenomenon offers a
novel strategy for mutagenesis: Ubigquitous host LINE-
I elements provide the basic retrotransposon machin-
ery. while KDNA serves as both a fag and a secondary
imutagen, thus defining the birth of another gene transfer
tool that 15 both interspecific {parasite to host) and m-
traspecific (within the genome). In the case described
b macrophage line G10, the pl5 banscrpt appeared to
be destabilized. the inlibition of iranscriptional elonga-
tiey by LIME-1 moight profoundly affect expression of
endogenons Iniman genes (Kadlec er al, 2004, Han e al,
2005). However, an alternative outcome of integration
and motilization 1= the generation of a novel chimernc
profem (Mitz et al. 2004, Indcio et al. 2004).

Smlar phenotypic changes resulimg from kDN A-
diiven mtagenesis may tgger the auroimnmne rejection
of parasite-free target host cells thar are the pathologic
substrate of the lesions present in the heart and the di-
gestive syvstem of patients that die of Chagas disease
{Teixema «t al. 2006). These svmptoms present 20 to 30
years after the mitial infection: this delay may reflect the
timite required ro accumulation of nutagenic ranspositiog
and following awtoimmie response, Considering the
comiplexity of the entive host enviromment, and the ajp-
proximately 61 active LINE-1 elements m the average ln-
man host (Intermational Human Genome Sequencing Con-
sortinm 2001, multple LINE-UEDNA insertions could
pecumulate fo cubiminate in the avtoinmmmity characieris-
fie of Chagas patients in the absence of persistent pata-
sitemnia, A study has been indtiated for the derection of
genomme madifications resulting from kDINA integration
into LINE-1 that comrelate with vanous manifestations of
Chagas disease,
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