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Resumo

Nos parasitos do género Echinococcus observam-se grandes diferengas genéticas entre
as espécies. Mais ainda, a espécie E. granulosus apresenta uma grande variagdo
intraespecifica. Diversas variantes com caracteristicas biologicas e epidemioldgicas
particulares, e adaptadas a hospedeiros intermediarios diferentes, foram classificadas
como linhagens. De fato, estas linhagens sdo muitas vezes tdo divergentes
geneticamente quanto as demais espécies do género. Isto tem gerado diversas discussoes
quanto seu Status taxonomico. Os genes do antigeno B (AgB) de Echinococcus
compdem uma familia multigénica. A proteina secretada, um oligdbmero formado a
partir de subunidades de 8 kDa, tem um papel importante no estabelecimento da
infec¢do, modulando a resposta imune do hospedeiro. Estudos demonstraram que alguns
genes desta familia devem estar sob sele¢do positiva ou diversificadora. Inclusive, a
quantidade de variantes encontradas ¢ alta em um Unico parasito. Este trabalho analisa
amostras de E. granulosus coletadas no Rio Grande do Sul e as compara a amostras de
outra populacdes geograficas (Argentina, Argélia e Roménia) usando um marcador
mitocondrial (Cox1-391 pb) e duas seqiiéncias nucleares. Uma delas corresponde a um
fragmento que inclui majoritariamente o segundo intron do gene de coOpia Unica
codificador da malato desidrogenase citosolica (mdh - 214 pb) e a outra trata-se da
seqiiéncia parcial do gene que codifica a subunidade 4 do AgB (AgB4 - 329-355 pb),
incluindo aproximadamente 80 pb da regido promotora do gene até em torno de 60 pb a
montante do codon de parada da traducdo. A analise do fragmento de mdh utilizou a
técnica de PCR-SSCP, seguida de seqiienciamento, para discriminar os alelos das
amostras de cada populacdo, totalizando 259 individuos (isolados). Os achados
confirmam a homogeneidade das populagdes geograficas de E. granulosus e a

divergéncia dos parasitos das linhagens ovina e bovina (freqiientemente denominada E.



ortleppi). Apesar da divergéncia entre as linhagens, sdo encontrados em baixa
freqliéncia alelos caracteristicos da linhagem bovina (haplotipo G5) em parasitos com
haplétipo mitocondrial ovino (G1) e vice-versa. Tal situagdo poderia ser conseqiiéncia
do cruzamento entre parasitos destas linhagens quando em simpatria. A abordagem
adotada na andlise do gene AgB4 foi a amplificagio por PCR seguida do
seqiienciamento direto de 151 isolados. Os dados indicam a presenga de mais de duas
copias do AgB4 no genoma, e que, dada a conservacdo na regido codificante, seria
provavel que estes genes estejam evoluindo em concerto. Também encontramos alta
divergéncia entre as seqiiéncias dos isolados com haplétipos mitocondriais G1 (AgB4
tipo 1) e G5 (AgB4 tipo 2). A divergéncia ¢ tdo grande que acreditamos que na
linhagem bovina o gene AgB4 tenha recombinado com AgB2. Uma seqiiéncia idéntica
a nossa depositada no GeneBank foi previamente sugerida como sendo uma variante
ndo-funcional do AgB2. Assim como no caso do mdh alguns parasitos com haplotipos
mitocondriais G5 (linhagem bovina) apresentaram em baixa freqliéncia seqliéncias de
AgB4 do tipo 1 caracteristicas da linhagem ovina. Este achado reforca a hipotese de

fluxo génico entre as linhagens de E. granulosus.



Abstract

In the parasites belonging to the genus Echinococcus large differences between species
are observed. Furthermore, the E. granulosus species shows a high intraspecific
variability. Different variants with particular biologic and epidemiologic features,
adapted to distinct intermediate hosts, were classified as strains. Indeed, the strains are
frequently as genetically divergent as the other species within the genus. This has
generated several discussions about their taxonomic status. The Echinococcus antigen B
(AgB) genes belong to a multigene family. The secreted protein, an oligomer built by
subunits of 8kDa, has an important role in the infection establishment, modulating the
host immune response. Studies have demonstrated that some genes in this family might
be under positive or diversifying selection. Moreover, the quantity of variants found is
high, even in a single parasite. This study analyzes samples of E. granulosus collected
in Rio Grande do Sul, and compares them to samples from other geographic regions
(Argentina, Algeria and Romania) using a mitochondrial marker (cox1 — 391bp) and
two nuclear sequences. One corresponds to a fragment including mostly the second
intron of the cytosolic malate dehydrogenase single copy gene (mdh — 214bp) and the
other is a partial gene sequence encoding the fourth subunit of AgB (AgB4 — 329-
355bp), which includes approximately 80bp of the promoter region until around 60bp
upstream to the stop codon. The analysis of the mdh fragment was based on the PCR-
SSCP technique, followed by sequencing, to discriminate among alleles within samples
of each population, totalizing 259 individuals (isolates). Our findings confirm the
homogeneity within E. granulosus geographic populations and a high divergence
between parasites from the ovine and bovine (frequently named E. ortleppi) strains.
Despite the divergence between strains, bovine strain (haplotype GS5) characteristic

alleles are found in low frequency in parasites with the ovine mitochondrial haplotype



(G1) and vice-versa. This situation could be a consequence of interbreeding between
parasites from the different strains, when in simpatry. The approach used for the AgB4
gene analysis was the PCR amplification followed by direct sequencing of 151 isolates.
The data indicate the presence of more than two AgB4 gene copies inside the genome;
and that, considering the conservation of the coding region, it would be probable that
these genes are evolving in concert. We also found a high divergence in AgB4
sequences between isolates with haplotypes G1 (AgB4 type 1) and G5 (AgB4 type 2).
The divergence is so large, that we believe that in the bovine strain the AgB4 gene
might have recombined with AgB2. As well as for the mdh gene, some parasites with
the G5 mitochondrial haplotype (bovine strain) showed in low frequencies AgB4 type 1
sequences, characteristic of the ovine strain. This finding reinforces the hypothesis of

gene flow between strains of E. granulosus.



Capitulo 1. Introducéo

1.1. Selecédo natural:

A teoria selecionista considera que as mutagdes sao constantemente removidas
pela forga purificadora da selecao direcional, e certa parte, pela deriva genética. A teoria
balanceadora sugere que a propria selecdo natural pode manter ou aumentar a
variabilidade nas populagdes (selecao diversificadora ou positiva). Baseado nas
primeiras seqiiéncias de aminodcidos, e para explicar a diversidade dos padrdes
eletroforéticos de isoenzimas nas populacdes naturais, surgiu a teoria neutralista de
evolugdo. Esta considera que a evolugdo se daria basicamente pela deriva genética.
Porém, a teoria ndo deixa de reconhecer a existéncia de selecdo purificadora e raros

casos de selecao diversificadora (Lewontin, 1974).

Com as informagdes das seqiiéncias de DNA, o neutralismo se fortaleceu.
Verificou-se que o numero de substituigdes sindnimas € muito maior que as nao-
sindnimas para a maioria dos genes. Ainda, permitiu a identificacdo de um “relogio
molecular” onde as seqiiéncias possuem taxas de substitui¢ao constantes ao longo do
tempo (Kimura, 1991). Com o acimulo de dados provenientes do seqiienciamento de
DNA, foi proposta a teoria quase neutra. Neste caso, as mutagdes selecionadas
fracamente se ‘“comportariam” diferentemente, sendo influenciadas em populagdes
pequenas pela deriva genética, € em populacdes grandes pela selecdo natural, o que se
confunde muito com a visdo selecionista. Ainda, de acordo com a teoria quase neutra, a
selecdo “darwiniana” positiva seria necessaria para que os genes adquirissem novas

funcdes (Ohta, 1996).



1.2. O Género Echinococcus

O género Echinococcus, descrito por Rudolphi em 1801, pertence ao Filo
Platyhelminthes, Classe Cestoda, subclasse Eucestoda, Familia Taeniidae. Como os
demais membros do Filo, sdo animais triploblasticos, acelomados, achatados
dorsoventralmente, com simetria bilateral e sem sistema digestivo desenvolvido. A
familia retine endoparasitos obrigatdrios, com ciclo de vida indireto. Na fase adulta

infectam o intestino de vertebrados (Thompson, 1995).

Existem, no minimo, cinco espécies descritas para o género Echinococcus: E.
oligarthrus, E. vogeli, E. multilocularis, E. granulosus e o recentemente encontrado E.
shiquicus (Xiao et al., 2006). As espécies E. oligarthrus ¢ E. vogeli sdo encontradas
exclusivamente na América do Sul; a primeira utiliza um grande numero de felinos
como hospedeiros definitivos e a segunda ¢é restrita a um canideo selvagem,
popularmente conhecido como cachorro do mato. O ancestral destas espécies teria
chegado ao continente sul-americano junto com a migra¢do dos hospedeiros apds a
formagao do estreito do Panama no Pleistoceno recente. Duas hipoteses filogeograficas
sdo propostas para a especiacdo no género Echinococcus. Atualmente, a maioria das
espécies de Echinococcus usa canideos como hospedeiros definitivos. Se esta ¢ a
caracteristica ancestral, a provavel origem da espécie deve ser a América do Norte, onde
surgiu o hospedeiro. Por outro lado, se o hospedeiro ancestral foi um felino, o qual
surgiu na Asia, o ancestral do Echinococcus deve ter migrado para a América, Europa e

Africa junto com seus hospedeiros (Nakao et al., 2006).

A taxonomia de Echinococcus ainda é muito controversa. Quando seu ciclo
biologico foi evidenciado em 1852 por von Siebold, acreditava-se existir duas formas da

espécie E. veterinorum, uma de humanos (altricipariens) e outra de animais



(scolicipariens) (Gemmell, 1990). Novos ciclos, envolvendo outros hospedeiros,
comecaram a ser descritos e, conseqiientemente, o numero de novas espécies aumentou.
Na segunda metade do século passado uma revisdo taxondmica agrupou as espécies do
género em apenas quatro, E. oligarthrus, E. vogeli, E. multilocularis e E. granulosus.

As caracteristicas principais de cada espécies, segundo Schantz et al. (1995) séo:

E. oligarthrus: na fase adulta parasita um felideo selvagem e na fase larval,

roedores selvagens. Esté distribuida na América Central e América do Sul.

e E.vogeli: na fase adulta parasita um canideo selvagem e na fase larval, roedores

selvagens. Esta distribuida na América Central e América do Sul.

e E. multilocularis: no ciclo de vida selvagem, o principal hospedeiro carnivoro é
a raposa vermelha, e infecta pequenos roedores na fase larval. Distribui—se por

todo o hemisfério Norte.

e E. granulosus: seu ciclo principal envolve o cao doméstico ¢ ovelhas, porém,
pode parasitar uma série de espécies de animais domésticos (porco, cavalo,
camelo, cabras e bovinos) e selvagens (cervideos), além de humanos. E

cosmopolita e muito ligado as praticas de producao animal.

A dificuldade maior na taxonomia do género estd em tentar definir as espécies
segundo o conceito tradicional de espécies biologicas, baseado no potencial de
intercruzamento. Este problema se repete em diversos parasitas capazes de realizar
autofecundagdao. Um método alternativo para a defini¢do de espécies nestes casos seria a
utilizacdo de um critério cladistico, o da monofilia reciproca, para determinar
populagdes historicamente coesas, € a diferenciacdo genética na designagao das espécies

(Lymbery, 1992).
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1.3. O Echinococcus granulosus

As espécies do género Echinococcus sao morfologicamente semelhantes na fase
adulta, e infectam o intestino de carnivoros. No ciclo do E. granulosus (Figura 1), o co
doméstico ¢ parasitado pelo verme adulto, uma pequena té€nia com cerca de 2-4mm
(Figura 2), que raramente causa morbidade. Os ovos s3o disseminados no ambiente
pelas fezes, e ingeridos por herbivoros domésticos (ovinos e bovinos) ou selvagens

(diversos macrépodos).

u-:r n-j ﬁ
'ﬂ

Evagmado i '- ;

Adulto e
Protoescohces m
Ingestdo de \

cistos Hosp. definitivo

Ingestdo de ovos

Ovo

Hosp. intermediario

ﬁ.‘ . ,, u A\ = Fase infectiva
Oncosfera

. e «D
Cisto Hidatico A" Doenca

Figura 1: Ciclo de vida do Echinococcus granulosus: 1) o verme adulto no intestino de
carnivoros; 2) os ovos sao liberados no ambiente; 3) os ovos ingeridos liberam as
oncosferas que atingem o figado; 4) desenvolvimento da metacestoide, formacdo do
cisto hidatico, prolifera¢do clonal do parasito, formacao dos protoescoélices; 5) ingestao
dos cistos hidatico com protoescolices, pelo carnivoro; 6) evaginagdo no trato digestivo
do carnivoro, inicio da estrobilagdo e fixacdo no intestino delgado (modificado de

http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Echinococcosis.asp)
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— Escolice
— Proglotide imatura

— Progléotide madura

Estrobilos <
— Proglétide gravida

Figura 2: Verme adulto de Echinococcus, evidenciando o escolice e os estrobilos com suas
progldotides em diferentes estagios de desenvolvimento (modificado de http:/www.k-

state.edu/parasitology/625tutorials/Tapeworm03.html).

Nestes hospedeiros a larva oncosfera chega a 6érgaos como o figado e os pulmdes
desenvolvendo o cisto hidatico. Os cistos hidaticos sdo compostos por uma camada
acelular e elastica (camada laminar), que envolve a camada germinativa. Esta ¢ um
sincicio celular, com composi¢do semelhante ao tegumento do adulto, e suas células
indiferenciadas sdo responsaveis pela proliferagao assexual do parasito, dando origem
aos protoescolices. Cada protoescolice tem a capacidade de desenvolver um novo
adulto. O liquido hidatico preenche o lumen do cisto, e ¢ uma mistura de proteinas do
parasito além de sais e proteinas do hospedeiro que mantém os protoescolices. A
camada adventicia envolve mais externamente o cisto, ¢ ¢ composta por fibroblastos e

tecido conjuntivo do hospedeiro (Figura 3).

A manifestagao clinica da fase larval de Echinococcus granulosus é chamada de
hidatidose cistica, e causa muitos danos aos hospedeiros intermediarios, tendo impacto
direto em rebanhos de animais domésticos. Por se tratar de uma zoonose, isto €, o
homem pode ser infectado e desenvolver a doenga, ¢ de importincia para a saude

publica (Schantz et al., 1995; Torgerson ¢ Heath, 2003). E interessante notar que no
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meio doméstico o ciclo ¢ mantido pela pratica de alimentar os cdes com as visceras

infectadas de animais abatidos nas propriedades rurais.

Figura 3: Corte histologico de um cisto hidatico de E. granulosus: 1) camada germinativa; 2) camada
laminar (acelular); 3) camada adventicia (tecido conjuntivo e fibroblastos); 4) céapsulas proligeras
originando os protoescolices a partir das células indiferenciadas da camada germinativa; 5) protoescolice

(modificado de http://phil.cdc.gov/PHIL Images/03051999/00016/09G0016 _lores .jpg).

E. granulosus é cosmopolita, e tem alta prevaléncia em regides da Africa, Asia,
Europa, e América do Sul (Budke, 2006). No Rio Grande do Sul se tem registro de que
a pecudria iniciou ainda no século XVI e, provavelmente, com ela chegou o parasito.
Kloetzel e Pereira (1992) calcularam a prevaléncia de hidatidose cistica em humanos em
24 municipios da regido da campanha do Rio Grande do Sul ¢ de 55 casos por 10.000
habitantes. Dados de 2003 da Secretaria da Agricultura do Estado estimam que a
hidatidose contribua com cerca de 40% das principais zoonoses controladas nos

rebanhos de bovinos (tuberculose, cisticercose, faciolose e hidatidose).

Medidas sanitarias objetivando o controle da hidatidose cistica sdo menos

efetivas em locais onde existe o ciclo selvagem (Gemmell, 1990). O desenvolvimento
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de vacinas para os hospedeiros intermedidrios tem sido alvo de diversas pesquisas.
Gauci et al. (2005) utilizaram uma proteina recombinante expressa na oncosfera (EG95)
para conseguir niveis de protecdo satisfatorios em rebanhos de ovinos e caprinos.
Contudo, os altos custos de producao impedem a aplicagdo em larga escala deste
recurso. Um controle efetivo s6 sera possivel se associado a programas de vacinagao

com medidas sanitarias adequadas (Torgerson, 2006).
1.4. Variacao intraespecifica

E. granulosus apresenta uma maior variagdo intra-especifica quando comparado
as demais espécies do género (McManus e Thompson, 2003). O termo linhagem foi
usado para diferenciar grupos da mesma espécie que diferem em caracteristicas
bioldgicas de relevancia epidemioldgica tais como: tempo de desenvolvimento,
especificidade ao hospedeiro intermediario, endemismo. As técnicas de andlise de
polimorfismo de DNA principalmente PCR-RFLP da regido do DNA ribossomal ITS1
(Bowles e McManus, 1993b) se mostraram sensiveis na identificagcdo destas variantes.
A utilizagdo do seqiienciamento de regidoes do DNA mitocondrial que codificam a
NADH desidrogenase 1 (ND1- 470 pb) e a subunidade 1 da citocromo oxidase (COX1-
391 pb), identificou os haplotipos (G1-G10) relacionados a estas linhagens (Tabela 1;

Bowles et al., 1992; Bowles e McManus, 1993a).

A variante de E. granulosus menos especifica ao hospedeiro intermediario ou
quanto ao 6rgdo alvo ¢ a de ovinos (haplétipo G1). A introdugdo desta linhagem na
Australia permitiu que o parasito infectasse o dingo, um canideo selvagem, e o ciclo
passou a ocorrer entre os animais nativos (Gemmell, 1990; Thompson, 1995). Existem
também diversas microvariantes mitocondriais, isto é, haplétipos contendo poucas

mutagdes em relacdo aos haplétipos mais comuns. Uma destas microvariantes, que foi
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caracterizada como uma outra linhagem ¢ o haplétipo G2. Foi identificada em ovinos da
Tasmania, e estd presente na Argentina pela introdu¢ao de animais provenientes daquela

ilha (Thompson e McManus, 2002).

Tabela 1: Principais linhagens de Echinococcus granulosus, e os haplotipos
mitocondriais correspondentes. Os hospedeiros utilizados e distribuigdo geografica

também estdo indicados (modificado de Thompson e McManus, 2002).

Linhagens . . C ,
(haplétipo) Hosp. Intermediario Hosp. Definitivo Distribuigdo geografica
ovinos. bovinos Australia, Europa, Estados Unidos,
Ovino (G1) cabras njlacro N d:as cdo, raposa, chacal, Nova Zelandia, China, Africa,
. P dingo, hiena Oriente Médio, América do Sul,
diversos ¢ humanos 2
Russia
Ovino da tasmania ovinos e bovinos e ciio € raposa Tasmania e Areentina
(G2) humanos p &
Bufalo (G3) bufalos, bovinos? cao Asia
Eqiiino (G4) eqiinos cio Europa, Orlentesxedlo, Africa do
. . - Europa, India, Sri-Lanka, América
Bovino (G5) bovinos ¢ humanos cdo do Sul, Russia, Africa do Sul
R camelideos e cabras e ~ Africa, China, Oriente Médio,
Camélo (G6) cao .
humanos Argentina
Suino (G7) suinos,humanos? cao Europa, Russia, América do Sul
Cervideo (G8) cervideos e humanos cdo e lobos América do Norte, Eurésia e Africa

O haplétipo G4 de eqiiinos tem sido recentemente considerado como outra
espécie, denominada E. equinus, pois s6 ocorre em cavalos, ¢ as seqiiéncias
nucleotidicas de marcadores mitocondriais e nucleares sdo muito divergentes (Williams
e Sweatman, 1963; Bowles et al., 1995). A posi¢do taxonomica de outras linhagens
também esta sendo revisada, como ¢ o caso do haplétipo de bovinos (G5), e um grupo
filogeneticamente relacionado que reune as linhagens de cervideo, suino e camelo (GS,
G7 e G6). G5 ja tem sido chamada de E. ortleppi, ¢ suas caracteristicas mais marcantes

sdo: a alta especificidade do metacestdide de se desenvolver nos pulmdes de bovinos,
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um periodo pré-patente mais curto e grande diferenciagao genética (Thompson e
McManus, 2002). Quanto as outras trés linhagens, tém se sugerido que devam compor
uma espécie separada (E. canadensis), pois sdo tdo divergentes geneticamente da
linhagem ovina (G1) quanto G5, e compartilham um ancestral comum mais recente com

G5 em filogenias de marcadores mitocondriais (Figura 4; Nakao et al., 2006).

No Rio Grande do Sul, a principal linhagem que parasita o rebanho de bovinos ¢
ovinos ¢ a G1. Os focos da doenga estdo concentrados na metade sul do estado onde
ocorre a criagdo extensiva destes animais. A linhagem G5 ocorre em simpatria, porém
apenas em bovinos. Ambas podem infectar acidentalmente humanos, e nao é conhecido

ciclo selvagem da doenga.

Gé

G7

Ga

Eort

0.05 Emul

Eshi

— Lequ

Egra

Evog

Eali

Tsal

Figura 4: Filogenia do género Echinococcus baseado no genoma mitocondrial completo
obtida por maxima verossimilhanga. Eort-E .ortleppi Emul-E. multilocularis; Eshi-E.
shiquicus; Eequ-E equinus; Egran-E granulosus; Evog-E .vogeli; Eoli-E .oligarthrus; Tsol-
Taenia solium. G6, G7, G8 sdo os hapldtipos mitocondriais ja referidos (ver texto, modificado
de Nakao et al., 2006).
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1.5. O antigeno B

A proteina de Echinococcus mais abundante no liquido hidatico (cerca de 10%
da proteina bruta) ¢ uma lipoproteina termo estavel (Oriol et al., 1971; Musiani et al.,
1978). Esta proteina, o antigeno B (AgB), é altamente imunogénica em humanos
(Maddison et al., 1989), sendo amplamente utilizada em imunodiagnoéstico (Lightowlers

e Gottstein, 1995).

O AgB ¢ produzido pelo parasito durante o desenvolvimento do metacestoide.
Ele parece ser secretado pela membrana germinativa e pelos protoescolices (Rickard et
al., 1977, Yarzabal et al., 1977; Sanchez et al., 1991). A grande quantidade desta
proteina sugere um papel importante na sobrevivéncia do parasito, porém sua funcio

biologica ainda ndo esta bem determinada.

O AgB é rico em a-hélices (Monteiro et al., 2007), ¢ é considerado homologo as
proteinas de helmintos que se ligam a lipideos (HLBPs; Gonzalez-Sapienza e Cachau,
2003). Porém, sua fun¢do ndo parece estar relacionada com a captagdo ¢ o metabolismo
de lipideos, mas a processos de detoxificacdo de xenobiontes (Chemale et al., 2001;
Chemale et al., 2005). O envolvimento do AgB na evasdo da resposta imune do
hospedeiro intermediario foi sugerido em experimentos in Vitro que registraram a
inibigdo do recrutamento de células polimorfonucleares e de proteases (Shepherd et al.,
1991). Rigano et al. (2007) testaram a agdo do AgB sobre os monoécitos e células
dendriticas (CD). Verificaram que ele ndo s6 inibe a diferenciacdo dos monocitos em
CD, como modula as CD sentinelas polarizando a resposta para o tipo Th2, considerada
ndo protetora para a infecgdo. Para determinar o envolvimento da resposta imune celular
do hospedeiro com a variagdo encontrada nos genes do AgB de Echinococcus

multilocularis , Graichen et al. (2007) infectaram camundongos da linhagem Balb/c e
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nude (desprovidos de células T). Os camundongos nude, incapazes de ativar a resposta
do tipo T celular, apresentaram uma quantidade de transcritos de AgB menor em
comparagdo aos camundongos Balb/c no primeiro més de infec¢do. Os resultados
podem estar sugerindo que a expressdo do AgB de Echinococcus é mediada por fatores

envolvidos com a resposta imune celular do hospedeiro.

Quando descrito por Oriol et al. (1971), o AgB foi caracterizado como uma
lipoproteina de 120-160kDa. O padrao de migracdao do AgB nativo em gel de SDS-
PAGE ¢ composto por bandas de 8, 16, 24 e 32kDa. A quantidade relativa de proteina
aumenta a medida que o peso molecular diminui, sugerindo que a estrutura quaternaria

desta proteina se forma pela ligagao de peptideos de 8kDa (Lightowlers et al., 1989).

O isolamento de genes que codificam peptideos do antigeno B comegou com
Shepherd et al. (1991), que obteve uma seqiiéncia parcial do cDNA. A seqiiéncia
completa foi obtida por Frosch et al. (1994b). Uma outra seqiiéncia relacionada com a
primeira seqiiéncia descrita foi identificada em um banco de cDNA por Fernandez et al.
(1996). Esta nova seqiiéncia apresentava uma similaridade nucleotidica de 40% com a
primeira. Por isso, a primeira isoforma passou a ser chamada de EgAgB8/1 ¢ a segunda
EgAgB8/2. Para simplificar, os genes do antigeno B serdo referidos aqui apenas por
AgB seguido do nimero correspondente a isoforma identificada (AgB1, AgB2, AgB3 e
AgB4).

Outras seqiiéncias foram descritas com similaridades nucleotidicas diferentes: o
AgB3 (Chemale et al., 2001) ¢ 63% similar ao AgB1 e 42,5% ao AgB2; o AgB4(Arend
et al., 2004) ¢ 71% similar ao AgB2 ¢ 38% e 43,8% similar ao AgBl e AgB3,
respectivamente (Mamuti et al., 2006). Estruturalmente, os genes do antigeno B ja

caracterizados possuem uma regido codificadora de aproximadamente 300 pb
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interrompidas por um intron rico em repetigdes CCT. O primeiro éxon codifica um
peptideo sinal, enquanto o segundo éxon codifica a proteina secretada. Acredita-se que a
regido do intron rica em CCT facilite eventos de recombinagdo entre os genes da

familia.

Experimentos de “Southern blot” gendmico demonstram que esta proteina deve
ser codificada por uma familia génica com no minimo sete genes. Uma quinta seqiiéncia
genOmica similar ao AgB3 foi descrita recentemente como outro gene o AgB5 (Haag et
al., 2004). A evolugdo dos genes provavelmente ocorreu por eventos de duplicagdo
anterior a especiacdo, pois estes genes estdo presentes em todas as espécies do género.
Os genes formam dois clados: um composto por AgB1, AgB3 ¢ AgB5 ¢ outro por

AgB2 e AgB4 (Figura 5; Haag et al., 2006b).
1.6. Variacdo antigénica

A variabilidade de antigenos dos parasitos pode lhes garantir a sobrevivéncia
frente a resposta imunoldgica do hospedeiro. O fendmeno denominado variagdo
antigénica pode ser mantido em nivel populacional, de modo que diferentes linhagens
de parasitos t€ém vantagens em diferentes hospedeiros. Isto é observado freqiientemente
em antigenos codificados por um unico loco no genoma. Outra forma de variagdo
antigénica ocorre em nivel individual, onde os antigenos seriam expressos por diferentes

locos em momentos diferentes do desenvolvimento (Machado et al., 2006).

No caso da variacdo ser mantida em nivel populacional, poderiamos citar dois
exemplos. Em bactérias como Streptococcus pneumoniae, existem mais de 90 linhagens
que diferem nos antigenos de superficie da capsula polissacaridea. Cada uma ¢ capaz de
produzir uma resposta imune especifica. Deste modo, outras linhagens tém a chance de

infectar os hospedeiros (Henrichsen, 1995). No virus influenza verifica-se altas taxas
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mutacionais em genes que codificam antigenos especificos. A resposta imune contra
estes antigenos ¢ capaz de eliminar o virus, porém a cada ciclo as mutagdes acumuladas
nesta proteina impedem o reconhecimento pela memoria imunologica da populagdo
hospedeira gerada na primeira epidemia do virus, o que garante que os sorotipos mais
recentes possam infectar hospedeiros que ja tiveram contato com a linhagem anterior

(Fitch et al., 1997).

J4 num sistema de parasitos eucariotos, podemos citar a expressao diferencial de
antigenos de superficie do protozoario Trypanosoma brucei (VSG — Variant-Surface
Glycoprotein). Freqiientemente o alelo da VSG expresso ¢ substituido por translocagdo
ou recombinagdo, dirigidas por seqiiéncias homologas nas regides flanqueadoras de
1000 copias do gene vsg distribuidas pelos cromossomos. Desta forma, os
tripanossomos expressam diferencialmente suas proteinas de superficie, dificultando a

eliminagdo do parasito (Cross et al., 1998).

Estudos preliminares com o gene AgB1 indicaram que existe heterogeneidade de
seqiiéncias entre linhagens de E. granulosus (Frosch et al., 1994a). Esta
heterogeneidade de seqiiéncia foi observada também em protoescolices de um mesmo
cisto (ver abaixo). Um excesso de substitui¢des ndo-sindonimas em relagdo as sindbnimas
entre parasitos de diferentes linhagens foi encontrado neste mesmo gene, principalmente
na regido do segundo éxon, indicando a ocorréncia de selecdo positiva ou balanceadora
(Haag et al., 1998). Além disto, variagdes no nivel nucleotidico sdo encontradas mesmo
para um Unico protoescolice (Haag et al., 2004). Neste caso, a variagdo alélica
encontrada poderia estar ligada a eventos de hipermutagdo somadtica ou recombinagdo

durante a fase larval.
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Figura 5: Filogenia inferida por maxima verossimilhanca dos genes da familia do antigeno B de
Echinococcus. A separagdo entre os clados AgB1-AgB3-AgB5 e AgB2-AgB4 esta indicada pelo ramo
interno mais longo. Eg-E. granulosus, Eo-E. oligarthrus, Em- E. multilocularis, Ev- E. vogeli). Extraido
de Haag et al. (2006b).
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Outra explicagdo para a existencia desta variacdo nucleotidica seria que os genes
do AgB seriam redundantes no genoma, e estariam dispostos em tandem, o que tem sido
suportado por experimentos de PCR em tempo real (Haag et al., 2006a). Um exemplo
disto ¢ observado em genes que codificam RNA ribossomal. Pequenas muta¢des que
ocorrem nas diferentes copias seriam responsaveis pela variacdo encontrada nas

seqliéncias amplificadas.

Haag et al. (2006b) encontraram evidéncias de sele¢do positiva em cdodons
especificos de genes para trés isoformas (AgBl-cédon 18, AgB3-codon 3 ¢ AgB4-
cédon 71). A evolugdo dos genes AgB parece nio desviar da neutralidade. E
interessante notar que o cddon selecionado positivamente em AgB1 esta situado em

uma regido imunorreativa mapeada por Gonzalez-Sapienza e Cachau (2003).

O antigeno B, portanto, ¢ codificado por uma familia génica que poderia estar
sendo expressa de modo diferencial durante o desenvolvimento do parasito, e evoluindo
de maneira contingente (Haag et al., 2004). Evidéncias indicam que ele tem um papel
fundamental na permanéncia da infec¢do frente ao sistema imunoldgico do hospedeiro.
A pressdo de selegdo causada sobre certas regides desta proteina (aquelas expostas as
moléculas do sistema imune do hospedeiro) explicaria em parte a variacao apresentada
em termos de alelos. Porém, outro mecanismo gerador de variabilidade ¢ necessario
para explicar as variagdes encontradas durante a propagagdo clonal, podendo ser
elevadas taxas de mutacdo ou recombinagdo entre os genes da familia, facilitadas por
uma possivel localizagdo proxima dos teldmeros, e motivos repetitivos constantes nas
regides nao codificadoras dos genes, a exemplo das proteinas VSG de Trypanosoma

(Borst, 2002).
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1.7. Populaces de parasitas

Uma populagdo pode ser definida como um grupo de organismos da mesma
espécie ocupando um dado espaco e tempo, compartilhando um mesmo “pool”
genético. Este conceito ndo pode ser aplicado na integra para parasitas. Por exemplo,
todos os individuos de uma unica espécie em um Unico hospedeiro constituiriam uma
populacdo? Ou todos os individuos de todos os hospedeiros de um ecossistema
representariam esta populagdo? Outro problema ¢ o fato de que muitos helmintos
parasitas na fase adulta aumentam em numero somente por migracdes em seus

hospedeiros definitivos (Esch e Fernandez, 1993).

Assim, os conceitos de infrapopulacao, metapopulagdo e suprapopulagdo foram
introduzidos por Esch et al. (1975) para hierarquizar a estrutura populacional de
parasitos. A infrapopulagdo consistiria nos parasitos de uma unica espécie em um
hospedeiro individual. A metapopulagdo seria a composicao de infrapopulagdes em uma
determinada espécie hospedeira de um ecossistema. Ja a suprapopulagdo, o nivel
hierarquico mais alto, reune todos os parasitos de uma determinada espécie em todas as
fases de seu desenvolvimento em todas as espécies hospedeiras em um determinado
ecossistema. Esch e Fernandez (1993) consideram que fatores como a amplitude de
distribuicdo do parasito, seu ciclo de vida, e sua especificidade quanto aos hospedeiros

sdo fatores que contribuem para o grau de diferenciacdo entre as metapopulagoes.

A identificacdo da espécie com a qual se trabalha é o ponto de partida para
estudos populacionais. Os marcadores moleculares sdo muito utilizados na
caracterizagdo de espécies ja descritas, e também s3o ferramentas na prospeccdo de
espécies cripticas (Criscione et al., 2005). A estrutura¢do populacional de parasitos

depende do fluxo génico e da diversidade genética contida na popula¢do. O tipo de
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ciclo, de reprodugdo e o sistema de cruzamento influenciam diretamente o fluxo génico
e a diversidade genética. Price (1980) considera que populacdes de parasitas devam ser
homozigotas e ter baixa diversidade genética. Embora esta idéia ndo se aplique a todas
as espécies de parasitas, ¢ o que parece ocorrer em organismos onde a transmissao entre
hospedeiros ocorre pela infec¢do por grupos de parasitos irmaos, € o principal sistema

de acasalamento ¢ a autofecundacédo (Criscione et al., 2005).
1.8. Marcadores moleculares em Echinococcus

A variagdo genética em Echinococcus ja foi acessada por marcadores nucleares e
mitocondriais. O DNA mitocondrial ¢ amplamente empregado na discriminagdo de
organismos relacionados, principalmente por possuir uma taxa evolutiva mais rapida,

ser hapldide, de heranga materna e ndo recombinar.

Os primeiros estudos moleculares em Echinococcus utilizaram a técnica de
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism) gendmico ou PCR-RFLP da regido
ITS1 do rDNA nuclear (McManus e Simpson, 1985; Bowles ¢ McManus, 1993b). Os
resultados identificaram diversas linhagens em E. granulosus, ¢ os padrdes observados
sdo constantes dentro de cada linhagem. A andlise direta das seqiiéncias de DNA se
mostrou muito mais sensivel na detec¢do de variagdes. Regides codificantes dos genes
mitocondriais da subunidade 1 da citocromo oxidase (Cox1) e NADH desidrogenase 1
(ND1) foram usadas na determinagdo de hapldtipos relacionados com as caracteristicas

de cada linhagem (Bowles et al., 1992; Bowles e McManus, 1993a).

A técnica de SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), permitiu a
analise de muitos isolados e a identificagdo de heterozigotos de alelos que se
diferenciam por poucos nucleotideos. A técnica foi utilizada na caracterizacdo dos

haplotipos mitocondriais ja descritos (Gasser et al., 1998), e aplicada na identifica¢do da
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variabilidade do DNA mitocondrial em popula¢des da China e Argentina (Zhang et al.,
1999). Porém, o mais interessante para estudos populacionais é a capacidade de
discriminar alelos em heterozigose ¢ homozigose. Haag et al. (1999), se valeram disso
para determinar a variabilidade genética em locos nucleares (codificantes e ndo-
codificantes), e inferir que a autofecundagao é o sistema de cruzamento prevalente em

populagdes de E. granulosus.

A andlise de variabilidade de microssatélites ¢ uma das ferramentas mais
utilizadas em teste de paternidade e estudos forenses pela capacidade de identificar
virtualmente os individuos. Esta caracteristica faz dos microssatélites a principal
escolha para estudos das relagdes evolutivas entre espécies e populagdes (Barker, 2002).
Em Echinococcus foi identificado um microssatélite multi-locus com motivos de
repeticdlo CA e GA denominado EmsB. O polimorfismo de tamanho destes
microssatélites mostrou-se sensivel para discriminar isolados de E. multilocularis de

uma mesma localidade (Bart et al., 2006).
1.9. Objetivos

Haag et al. (2006a), estudaram a regido flanqueadora dos genes que codificam as
subunidade do AgB, e buscaram estimar o numero de copias de cada subunidade no
genoma das espécies E. granulosus, E. ortleppi e E. multilocularis. Os resultados da
PCR em tempo real sugeriram que o gene do AgB2 apresenta um menor numero de
cOpias nas trés espécies. O AgB4 apresentou poucas copias em E. granulosus da

linhagem GI1.

Dos quatro genes principais, AgB1 e AgB4 apresentam um maior nimero de
sitios sofrendo selegdo positiva (Haag et al., 2006b). O AgB1 parece estar sob selegdo

positiva ou diversificadora entre as linhagens de E. granulosus (Haag et al., 1998). O
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AgB4 ainda nao foi utilizado em estudos populacionais. Além disso, a maioria dos
trabalhos que buscaram caracterizar os genes do AgB analisaram apenas o segundo
éxon (Chemale et al., 2001; Arend et al., 2004; Haag et al., 2006b), ou os primers
utilizados ndo foram especificos na amplificacdo dos genes, e ignoravam a regido

promotora (Haag et al., 2004; Kamenetzky et al., 2005).

Tendo em vista o acima exposto, este trabalho buscou analisar o polimorfismo
da regido promotora, o primeiro éxon, o intron ¢ a seqiiéncia parcial do segundo éxon
do gene do AgB4 em amostras de Echinococcus de quatro paises: Argentina, Argélia,
Brasil ¢ Roménia. Os parasitos foram separados, primeiramente, pelo haplotipo
mitocondrial, utilizando a seqiiéncia parcial do gene mitocondrial cox1. Além disso, foi
usada a seqiiéncia parcial de um segundo gene nuclear, que codifica a malato

desidrogenase citosolica (mdh) com o objetivo de refinar as analises populacionais.
Os objetivos especificos foram:

» Determinar o haplotipo mitocondrial usando o marcador cox1 segundo Bowles

et al. (1992) dos isolados que ndo possuiamos esta informagao;

» Amplificar o fragmento do gene mdh e caracterizar os alelos que ocorrem nas
linhagens, identificando heterozigotos e homozigotos nas amostras pelo

polimorfismo da conformagao da fita simples de DNA:
= (Calcular a diversidade nucleotidicas das amostras.

» Estimar a freqliéncia alélica nas amostras das diferentes populagdes e

verificar se estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

» Analisar a estruturacdo populacional das linhagens.
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» Amplificar e seqlienciar o gene do AgB4 das amostras para as diferentes
linhagens, caracterizar os alelos e definir os polimorfismos nas amostras de cada

populagdo objetivando:
» Identificar se os amplificados correspondem a ort6logos.
» Utilizé-lo para caracterizar a estrutura genética das populacdes.

» Identificar sitios de selecdo entre as diferentes populagdes ou linhagens.
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Resumo

Diversos trabalhos utilizando marcadores morfolégicos e moleculares
concordam que algumas linhagens de Echinococcus granulosus, usualmente definidas
por hapldtipos mitocondriais, deveriam ser considerados espécies distintas. Porém,
utilizar apenas marcadores mitocondriais ndo nos permite testar o efeito de trocas de
genes entre as populacdes parcialmente isoladas. A partir do DNA total de 259 parasitos
de amostras do Brasil, Argentina, Argélia e Roménia, determinou-se os hapldtipos
mitocondriais e amplificou-se um fragmento de 214pb do gene nuclear que codifica a
malato desidrogenase citosolica (mdh). Dos dez haplotipos mitocondriais ja descritos
para Echinococcus, cinco estdo incluidos no presente estudo ( G1, G2, G5, G6 ¢ G7).
Um fato interessante ¢ a presenga de um parasito do haplotipo G7, linhagem suina,
infectando um bovino na amostra do Brasil. Pelo padrio de migragdo da fita simples
(SSCP) do gene mdh foram identificados 3 alelos distintos (Md1-Md3), formando
homozigotos e heterozigotos, confirmados por seqiienciamento. Nao foram encontrados
alelos exclusivos nas linhagens. Mesmo assim, nas linhagens do agrupamento G1-G2 os
alelos Mdl e Md2 estdo em alta freqiiéncia independentemente da amostra, enquanto
Md3 ¢ o alelo mais freqiiente para o agrupamento G5-G6-G7. Estes achados podem ser
conseqiiéncias de: a) um polimorfismo ancestral ou b) introgressao de genes. Os valores
de Fst indicam uma alta diferenciacdo entre as linhagens dos agrupamentos G1-G2 e
G5-G6-G7. Este achado confirma-se pela AMOVA, que mostra que 79% da variancia
esta entre as linhagens. Dados de outros marcadores nucleares estdo sendo acessados
para estes isolados, que serdo esclarecedores para esta questdo. Em nossa opinido,
parece mais provavel que um processo de introgressao esteja ocorrendo. Mesmo sendo
lento, este processo pode trazer conseqiiéncias biologicas e epidemiologicas

importantes.
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2.1. Introducao

O género Echinococcus Rudolphi, 1801 (Cestoda; Taeniidae) inclui no minimo
quatro espécies: E. vogeli, E. oligarthrus, E. multilocularis ¢ E granulosus, as quais
necessitam de dois hospedeiros: um carnivoro na fase adulta, e um herbivoro, onde se
desenvolve a larva ou metacestdoide (Thompson, 1995). Nesta ultima fase ocorre
reproducdo assexuada, a proliferacdo clonal dos protoescolices, cada um deles com o
potencial de gerar um verme adulto. Conseqiientemente, ao serem ingeridos pelo
hospedeiro definitivo, os protoescolices originardo uma populagdo geneticamente

idéntica de vermes no trato digestivo de um hospedeiro individual.

Os parasitos adultos sdo hermafroditas, e se reproduzem principalmente por
autofertilizacdo, muito embora existam algumas evidéncias de fertilizacdo cruzada
(Thompson ¢ Lymbery, 1996, Lymbery et al., 1997; Haag et al., 1999). Entretanto, dada
a populagdo de origem clonal no hospedeiro definitivo, espera-se que a fecundagdo
cruzada ocorra entre genotipos idénticos mais freqlientemente (geitonogamia), o que em

termos populacionais, equivale a autofecundacao (Criscione e Blouin, 2006).

Uma caracteristica marcante dos parasitas da espécie E. granulosus ¢ a grande
variagdo intra-especifica (McManus ¢ Thompson, 2003). Variantes genéticas que
diferem em caracteres de relevancia epidemioldgica sdo classificadas como linhagens
distintas (Bowles et al., 1992; Wachira et al., 1993; Bowles et al., 1995; Thompson ¢
McManus, 2002). Tais linhagens sdo comumente identificadas pelo seqiienciamento
parcial de genes mitocondriais, e seus haplotipos foram designados G1 - G10. Dentre os
haplétipos (linhagens) mais comuns destacam-se: G1 (linhagem ovina), a qual apresenta
uma grande plasticidade fenotipica; e G5 (linhagem bovina), ambas encontradas no sul

do Brasil e capazes de infectar bovinos. Algumas linhagens sdo particularmente
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diferenciadas, razdo pela qual tem-se proposto que sejam categorizadas como espécies.
Por exemplo, a linhagem G5, por ser altamente adaptada a bovinos, ter o
desenvolvimento preferencial nos pulmdes, uma morfologia caracteristica dos estrébilos
e rapido periodo pré-patente, foi proposta como uma nova espécie, denominada E.

orteppi (Thompson e McManus, 2002).

Este trabalho identificou as linhagens mitocondriais circulantes em amostras de
bovinos do estado do Rio Grande do Sul (Brasil). Foi avaliada a diversidade genética
dentro de cada linhagem usando um fragmento de 214 pb do gene nuclear codificador
da malato desidrogenase citosdlica (mdh). A diversidade nestas amostras foi comparada
com amostras de outras populagdes (Argentina, Argélia e Roménia). Buscou-se avaliar
se as diferencas quanto a biologia das distintas linhagens s3o suficientes para restringir

o fluxo génico.
2.2. Materiais e métodos
2.2.1. Caracteristicas das amostras

Os metacestoides (isolados) foram coletados de bovinos em um frigorifico da
regido metropolitana de Porto Alegre, o qual recebe animais principalmente da regido
sul do estado. Lamentavelmente ndo ¢ possivel precisar a origem exata dos animais
devido a grande mobilidade de reses antes do abate. Cada isolado foi considerado como
um individuo diferente, mas a forma de coleta impediu a determinacdo de parasitas de

um mesmo hospedeiro.

O DNA total de 171 metacestdides foi obtido através de extracdo convencional
com fenol-cloroformio. Foram também analisadas amostras de outros hospedeiros e
regides geograficas (Tabela 1), as quais foram gentilmente cedidas pela Dra. Mara C.

Rozsenzvit (material da Argentina) e pelo Dr. Jean-Mathieu Bart (material da Argélia e
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Roménia). Os haplétipos mitocondriais destas amostras foram previamente

estabelecidos.
2.2.2. Determinacdo do haplétipo mitocondrial

Para a determinagao dos haplétipos mitocondriais que caracterizam as diferentes
linhagens, utilizou-se a seqiiéncia parcial da subunidade 1 da citocromo oxidase (C0ox1).
Os fragmentos foram obtidos com os primes desenvolvidos por Bowles et al., 1992.
Cada reagdo continha aproximadamente30Ong de DNA total, 1 unidade de Taq DNA
polimerase (INVITROGEN®), 1,5mM de MgCl,, 10mM de dNTPs e 20pmois de cada
primer em um volume total de 50ul. A amplificagdo foi feita por “touchdown™ com a
temperatura de anelamento inicial de 55°C reduzindo um grau a cada dois ciclos nos 20
primeiros ciclos e mais 20 ciclos a 45°C. Com exce¢do do primeiro passo de
desnaturacdao de 4 minutos e o Ultimo passo de extensdo 7 minutos, os demais tinham a
duracdo de 1 minuto. Estes amplicons foram seqiienciados automaticamente (ABI
3730XL) usando apenas o primer direto, o que foi suficiente para diferenciar os

haplétipos ja descritos.
2.2.3. Genotipagem do lécus mdh

Foi amplificado um fragmento de 214pb do gene codificador da malato
desidrogenase citosolica, que compreende parte do segundo éxon, o segundo intron e
parte do terceiro éxon. As reagdes foram feitas nas mesmas condi¢des descritas para
coxl, mas os primers utilizados foram: 5’CGC TCC TTC CAT TTC CGA AAG3’
direto e 5’TTG GTG ACA ACG GCG TGA GAC3’ reverso. O programa de
amplificacdo incluiu 40 ciclos com temperatura de anelamento de 50°C. Os fragmentos
foram desnaturados e migrados em gel de poliacrilamida (12%) para a separagdo pela

conformacgdo da fita simples (SSCP — single strand conformation polymorphism)
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utilizando o sistema GenePhor (GE Healthcare). A migracdo foi feita em “buffer A”
(pH 9.0 GE Healthcare) a temperatura de 12°C ¢ a voltagem constante de 200V por 1h
e 30 min. Posteriormente os géis foram corados com nitrato de prata 1% utilizando
protocolos convencionais. Os alelos identificados por SSCP foram confirmados por
seqiienciamento automatico. Foram seqilienciadas no minimo 6 amostras independentes

representativas de cada padrao encontrado na analise de SSCP.
2.2.4. Andlise dos dados de seqliéncia

Para todas as andlises, as amostras de cada pais foram separadas por linhagem,
de acordo com os haplétipos mitocondriais (G1, G2, G5, G6 ¢ G7). A diversidade no
locus mdh para cada linhagem de E. granulosus foi estimada através dos parametros:
numero de sitios segregantes (S), diversidade nucleotidica (w) e Theta (6) (Nei e Li,

1979; Nei, 1987), usando o programa DNAsp 4.0 (Rozas et al., 2003).

A deficiéncia ou ndo de heterozigotos (equilibrio de Hardy-Weinberg) e a
estruturacao genética das populagdes baseado no indice Fst (Reynolds et al., 1983), e na
AMOVA (Excoffier et al., 1992) foram testados utilizando o programa Arlequin 3.1
(Excoffier et al., 2005). A analise da estrutura populacional foi feita seguindo um
padrao hierarquico. Primeiramente, foram agrupadas as amostras de acordo com sua
localizagdo geografica, e dentro de cada grupo os isolados foram separados em

populagdes de acordo com a linhagem identificada pelo haplétipo mitocondrial.
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2.3. Resultados
2.3.1. Identificacdo de linhagens

Apenas os haplotipos mitocondriais G1 e G5 foram encontrados nas amostras de
bovinos do Brasil, com exce¢dao de um tnico parasito com o haploétipo G7, caracteristico
da linhagem de porco, isolado do figado de um bovino. Do total de 171 isolados

provenientes do Brasil, 115 pertenciam a linhagem G1 e 55 a G5 (Tabela 1).
2.3.2. Alelos do gene mdh

Trés alelos, Mdl, Md2 e Md3, foram identificados pelos padrdes de SSCP
(Figura 1) e confirmados por seqiienciamento. Na Tabela 2 estdo dispostas as

freqiiéncias genotipicas e alélicas por linhagem para cada amostra.

Nao existem alelos restritos a linhagens especificas, porém o alelo Md3 aparece
em maior freqiiéncia (no minimo 0,88) nas linhagens bovina, de camelo e suina (G5, G6
e G7). Os alelos Md1 e Md2, por outro lado, estdo presentes em baixa freqiiéncia nestas
linhagens. Na Roménia foi encontrado um isolado heterozigoto Md2/Md3 pertencente a

linhagem G7.

Md1 e Md2 s3o mais freqiientes nos isolados das linhagens G1 e G2, sendo Md2
o alelo mais representado em todas as amostras deste grupo. Ainda assim, Md3 aparece,
em baixa freqiiéncia, nos isolados de G1 das amostras da Argentina, Brasil ¢ Argélia.
Apenas um parasito com o haplotipo mitocondrial G1 do Brasil é heterozigoto entre

Md2 e Md3 e outros dois apresentaram o alelo Md3 em homozigose.

As freqliéncias genotipicas foram testadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 3). Foram encontradas deficiéncias no nlimero de heterozigotos para a linhagem

G1 nas amostras da Argentina, Brasil ¢ Argélia e nos isolados da linhagem G5 do Brasil

34



(p<0,001). Na Tabela 3 também estdo os indices de diversidade de seqiiéncias entre as
linhagens de cada amostra: numero de sitios segregantes (S) e diversidade nucleotidica
(m). Os valores de m mostram que as amostras de G1 sdo mais diversas com excecdo da
amostra da Argentina. Contudo, a diversidade nucleotidica ¢ baixa de um modo geral.
Nas amostras G2 da Argentina, ¢ G1 e G7 da Roménia, os valores de S foram 3, 3 ¢ 8
respectivamente, as demais apresentaraml10 sitios segregantes, exceto G6 da Argélia,
por ser monomorfico para Md3. Trés sitios segregantes estdo localizados no final do

éxon 2 do gene, outros trés no segundo intron € mais quatro no terceiro éxon.
2.3.3. Diferenciacgao e estruturacao populacional

A Tabela 4 mostra o grau de diferenciagdo entre as populacdes geograficas de
cada linhagem, calculado pelo indice Fst (diagonal inferior). Dos valores com suporte
estatistico destacam-se as grandes diferencas entre as linhagens G1 e G5 na amostra do
Brasil (0,82). Esta diferenga se repete entre as demais populagdes de G1 e a de G5. As
linhagens, G6 ¢ G7, ndo apresentam diferencas significativas em relagdo a G5. Os
valores de Fst entre populagdes da linhagem G1 da Argentina e Argélia, Argentina e

Brasil, e Argélia e Brasil sao de 0,1 ¢ 0,13 (p<0,001) ¢ -0,01.

Na diagonal superior da Tabela 4 esta a estimativa do nimero de migrantes por
geragdo calculada com base no Fst para cada par de populagdes (Slatkin 1991). Em
negrito aparecem apenas os valores com Fst estatisticamente significativos (p<0,05), e
que fazem sentido em termos populacionais. Apesar do grande grau de diferencia¢ao
entre as amostras das linhagens G1 e G5 no Brasil e G1 e G6 na Argélia e G1 e G7 na
Roménia existe um certo fluxo génico de 0,11, 0,13 e 0,08 migrantes por geracao

respectivamente.
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O teste AMOVA foi estruturado nos seguintes niveis hierdrquicos: 1)
populacdes amostras de cada localidade separadas pela linhagem 2) grupos compostos
pelas populagdes da mesma linhagem. Os resultados mostram que a maior parte da
variagdo encontra-se entre as linhagens (haplotipos mitocondriais) de E. granulosus
(79%); ja as populagdes geograficas da mesma linhagem apresentam pouca variagdo

(1%), mas existe uma certa variagao dentro das populacdes (20%).
2.4. Discussao

Nesta amostra de cistos hidaticos de hospedeiros bovinos do Rio Grande do Sul
encontrou-se uma maior prevaléncia da linhagem G1 (67%), sendo que G5 ocorre em
menor freqiiéncia (32%). A linhagem de porco (hapldtipo G7) ja foi encontrada em
bovinos da republica Eslovaquia (Turcekova et al., 2003), e neste trabalho descrevemos
pela primeira vez em bovinos do sul do Brasil. Do ponto de vista biologico este dado ¢
importante, pois, demonstra a plasticidade destes parasitas. Do ponto de vista
epidemioldgico este também tem relevancia, ja que uma terceira linhagem infectiva aos

humanos ocorre nos bovinos criados extensivamente nesta regido do pais.

O gene mdh de Echinococcus possui um intron ap6s o primeiro codon. Haag et
al. (1999) estudaram o padrao de SSCP da regido promotora somada ao primeiro intron
de 110 isolados de E. granulosus de varias haplotipos mitocondriais e de diferentes
hospedeiros. Foram identificados 6 alelos diferentes, e alguns alelos privados em alguns
haplotipos. Numa outra regido do mesmo gene estudada no presente trabalho,
identificamos apenas 3 alelos, e nenhum que ocorresse exclusivamente em um

haplotipo.

Nakao et al. (2006), publicaram uma hipotese filogeografica para a divergéncia

das espécies de Echinococcus. A divergéncia das espécies neotropicais E. oligarthrus e
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E. vogelli, provavelmente ocorreu apds a formagdo do istmo do Panama durante o
Pleistoceno. O local-ber¢o das espécies ndo € claro, mas se o hospedeiro definitivo
inicial fosse um felino, a origem mais provéavel seria a Asia. Se fosse um canidio, o
ber¢o das espécies de Echinococcus seria a América do Norte. Os autores também
sugeriram que a resposta para esta pergunta deveria vir das espécies do género menos
ligadas aos processos migratorios humanos, que teve papel fundamental principalmente

na dispersdo da espécie E.granulosus e suas linhagens.

Possivelmente a criacao de diferentes espécies de hospedeiros intermediarios em
um mesmo local (bovinos e ovinos, por exemplo) permitiu o contato entre parasitos que
realizavam ciclos até entdo isolados. A simpatria pode ter acarretado na troca de genes
entre as diferentes populagdes, previamente isoladas. Isto traz a tona alguns problemas.
1) Qual sistema de cruzamento predominante? 2) A taxa de fluxo génico ¢ suficiente
para a homogeneizagdo destas populagdes? 3) Qual o conceito de espécie mais

adequado para estes parasitos?
2.4.1. Sistema de cruzamento

A capacidade do adulto hermafrodita de realizar autofecundacdo pode ser
vantajosa em infec¢des com baixa densidade de vermes, porém a freqiiéncia com que
isto ocorre na natureza ¢ pouco conhecida (Thompson, 1995). Duas consideragdes
quanto ao estabelecimento da infec¢do no hospedeiro definitivo devem ser observadas:
o0s cistos, que possuem milhares de protoescolices, sdo ingeridos inteiros pelos caes; no
intestino muitos protoescoélices (clones) se agregam, possivelmente por atracio entre os
vermes, o que poderia estar relacionado com diferencas no microambiente nutricional,
mas que em contrapartida aumentaria as chances de fecundagdo cruzada (Lymbery et

al., 1989). Por estas caracteristicas, poderiamos supor que o cruzamento entre clones
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seria tdo provavel quanto a autofecundacdao. De qualquer forma, a conseqiiéncia do

cruzamento entre clones € equivalente a autofecundagao (Criscione e Blouin, 2006).

Em Echinococcus o tipo de fecundacdo foi estudado a partir de marcadores
moleculares. Lymbery e Thompson (1988) usaram eletroforese de isoenzimas e
verificaram que a variagdo observada nos parasitos entre as regides da Australia e a
auséncia de desequilibrio de ligagdo sugeria a fecundacdo cruzada. Por outro lado, a
deficiéncia de heterozigotos era um indicio de autofecundagdo. Lymbery et al. (1997)
concluiram, que estes dados refletiriam a ocorréncia de fecundagdo cruzada entre clones
(geitonogamia). A andlise do polimorfismo de seqiiéncia por SSCP de 6 locus do
genoma feita por Haag et al. (1999), concluiu que os dois tipos de fecundagdo correm
em Echinococcus, e encontraram evidéncias de cruzamento entre linhagens
mitocondriais diferentes, apesar destas linhagens serem bastante homogéneas em termos

genéticos.

Os dados aqui apresentados confirmam a deficiéncia de heterozigotos nas
populacdes de todas as linhagens mitocondriais estudadas. Isto nos permite apenas
concluir que a autofecundacdo ou um sistema equivalente deve estar atuando nas
populagdes. Além disso, as freqiiéncias haplotipicas sugerem que: ou esta ocorrendo
cruzamento entre as linhagens, ou as linhagens apresentam um polimorfismo ancestral.
Os possiveis hibridos sdo encontrados entre as os haplotipos G1 e G5 na amostras do
Brasil, G1 e G6 na Argentina, e G1 ¢ G7 na Roménia. Pelo menos para as amostras do
Brasil podemos afirmar que os ciclos das linhagens ovina e bovina compartilham o
mesmo hospedeiro definitivo. O mesmo ¢é sugerido para outras amostras da Argentina

(Haag et al., 2004), no Sul da Argélia entre as linhagens ovina e camelina (Bardonnet et
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al., 2003; Bart et al., 2004) e na Roménia entre os haplétipos mitocondriais G1, G2 e G7

(Bart et al., 2006).
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2.4.2. Populacdes em simpatria

Apesar das evidéncias que sugerem o cruzamento entre individuos de linhagens
diferentes (Thompson e Lymbery, 1996; Lymbery et al., 1997; Haag et al., 1999), as
populacdes mesmo em simpatria permanecem bem diferenciadas. Tanto os valores de
Fst e a AMOVA suportam que as populagdes da linhagem ovina (haploétipos G1 e G2)
estdo bastante diferenciadas das linhagens de bovinos de porco e de camelo (haplétipos
G5, G6, G7). As estimativas de numeros de migrantes, baseados nos valores de Fst,
sugerem que o fluxo génico nao ¢ suficiente para que ocorra a homogeneizagao destas

populagdes em simpatria (Futuyma, 1986).

De fato, a posi¢do taxondmica destas linhagens esta em discussdo. A linhagem
de bovino (haplétipo G5) ja é tratada como a espécie E. ortleppi (Thompson and
McManus, 2002). Os haplétipos G1, G2 e G3 formariam a espécie E. granulosus, e os

haplotipos G6, G7 e G8 comporiam a espécie E. canadensis (Nakao et al., 2006).
2.4.3. Espécies de Echinococcus

Como definir espécies de parasitos? O conceito bioldgico de espécies ndo ¢
aplicavel para a maioria dos parasitos, principalmente aqueles que realizam
autofecundagdo. Lymbery (1992) buscou tratar deste problema de modo objetivo, pois
ndo seria adequado refutar o conceito de espécies biologicas naqueles organismos em
que o sistema de cruzamento predominante ¢ a autofecundagdo. O autor sugere utilizar a
cladistica para identificar grupos monofiléticos e discriminar as espécies por um método
de distancia genética. Concordamos com a classificacao da linhagem bovina como uma
nova espécie, e apesar de ndo conseguirmos distinguir, com o gene nuclear, as linhagens
de porco e camelo da linhagem de bovino, os dados mitocondriais suportam esta

separacdo (Thompson e McManus, 2002; Nakao et al., 2006)
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Nao podemos ignorar o fato que estas populagdes quando em simpatria sao
capazes de intercruzar. A conseqiiéncia deste fluxo génico ¢ a evolugdo. Novos
conjuntos de genes estdo sendo “testados” em cada ambiente. Thompson e Lymbery
(1988) consideram a linhagem de camelo (haplétipo G6) pouco infectiva a humanos. Na
Argentina esta linhagem foi encontrada em 4 de 9 pacientes com hidatidose (Rosenzvit
et al., 1999). McManus e Thompson (2003) especularam que alguma mutagdo pode ter
surgido nos parasitos da linhagem G6 deste pais, o que teria permitido a infec¢do de
humanos. Da mesma forma, porém com a possibilidade do cruzamento das linhagens de
ovino e de camelo, sugerimos que a introgressao génica possa ser a responsavel por

ampliar o nimero de espécies hospedeiras em parasitos com o haplotipo Go6.

No sul do Brasil, o contato entre as linhagens de bovinos e ovinos possivelmente
aumentou nas ultimas décadas. A especificidade ao hospedeiro da linhagem de bovino
deve ter colaborado para a restri¢ao do contato com a linhagem ovina. Porém, o acesso
a energia elétrica para o congelamento da carne, permitiu que o abate de bovinos ficasse
freqliente nas fazendas, unido a retracdo da ovinocultura, os caes passaram a ser

alimentados mais freqiientemente com cistos da linhagem bovina do que no passado.

No sul do Brasil, ndo ¢ conhecido um ciclo selvagem do parasito. Na Australia,
o parasito da linhagem ovina se adaptou ao ambiente silvestre usando o dingo como
hospedeiro definitivo, ¢ macropodos, como cangurus, para desenvolver suas larvas.
(Thompson, 1995). Na Terra do Fogo dados de campo indicaram o potencial de
infecgdo da raposa cinza (Pseudalpex griséus) por Echinococcus granulosus (Zanini et
al., 2006). O a introgressao génica poderia favorecer o surgimento de parasitos com
capacidade de infectar com sucesso animais selvagens. A infec¢do por Echonococcus

nos canideos leva a uma imunidade populacional, isto é, os animais mais novos sao
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intensamente infectados enquanto os animais mais velhos a infeccdo ¢ controlada,
liberando poucos ovos (Torgerson, 2006). Sendo assim, novos hospedeiros definitivos
poderiam aumentar rapidamente a quantidade de ovos no ambiente. Isto traria
conseqiiéncias importantes no controle da doenga e um possivel aumento de casos em
humanos. Considerar apenas a informag¢do do DNA mitocondrial fornece uma visdo
limitada da historia natural dos organismos (Anderson, 2001). Por isso, novos
marcadores nucleares analisados em conjuntamente aos mitocondriais serdo cruciais na

elucidagdo da dinamica evolutiva das populagdes de Echinococcus.
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2.7. Tabelas e Figuras

Tabela 1: Numero de isolados de cada linhagem*

por amostra.

Amostra  Hospedeiro ~ Linhagem n total
3 Ovino Gl 7
= Gl 14 23
gn Humano G2 4
< G6 8
— Gl 115
8 Bovino G5 55 171
A G7 1
Ovino Gl 10
. Humano Gl1 5
En Bovino Gl 7 28
< . Gl 3
Dromedario G6 3
o Ovino Gl 6
5 Humano Gl 1 7
g Bovino Gl 12
~ Suino G7 8
Total 259

* linhagem definida pelos haplotipos de cox1
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Tabela 2: Freqiiéncias genotipicas absolutas (% entre parénteses) ¢ haplotipicas dos alelos de mdh para cada

linhagem distribuidas por amostra.

Freqiiéncia genotipica Freqiiéncia haplotipica

Amostras  Linhagens Total
Mdi/Mdl  Md1/Md2 Md2/Md2 Md2/Md3 Md3/Md3 Mdl Md2 Md3
Gl 1 2 17 - 1 21 0,1 0,86 0,04
(4,76) (9,52) (80,95) (4,76)
- 1 3 - - 4 0,12 0,88 -
G2 (25) (75)
Argentina G6 - 1 - - 7 8 0,06 0,06 0,88
(12,5) (87.5)
total 1 4 20 - 8 33 0,09 0,67 0,24
(3,03) (12,12) (60,61) (24,24)
Gl 5 9 10 - 1 25 0,38 0,58 0,04
(20 (36) (40) “4)
- - - - 3 3 - - 1
Argélia G6 (100)
total 5 9 10 - 4 28 0,52 034 0,14
(17,86) (32,14) (35,71) (14,29)
Gl 25 46 41 1 2 115 042 0,56 0,02
(21,74) (40) (35,65) (0,87) (1,74)
Gs - 3 - - 52 55 0,03 0,03 094
(5,5) (94,5)
Brasil - - - - 1 1 - - 1
a7 (100)
total 25 49 41 1 54 171 0,29 039 032
(14,62) (28,65) (23,98) (0,58) (31,58)
Gl 2 6 11 - - 19 0,26 0,74 -
(10,53) (31,58) (57,89)
G7 - - - 1 7 8 - 0,06 0,94
Roménia (12,5) (87,5)
total 2 6 11 1 7 27 0,19 0,53 0,28
(7,41) (22,22) (40,74) 3,7) (25,93)
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Tabela 3: Desvio da heterozigosidade esperada e indices de diversidade de seqiiéncia

nos alelos de mdh para os isolados de cada linhagem nas diferentes amostras.

Indices de Diversidade de

Amostras Heterozigose A s
Seqiiéncia
n
. . Sitios Diversidade
Origem Linhagem Observada  Esperada Polimorficos (S)  nucleotidica ()
Gl 21 0,09** 0,26 10 0,006
Argentina G2 4 0,25 0,25 3 0,003
G6 8 0,13 0,24 10 0,01
Brasil Gl 115 0,41%* 0,51 10 0,01
ast G5 55 0,05%* 0,1 10 0,004
Arcélia Gl 25 0,36* 0,53 10 0,01
g G6 3 0 ; 0 0
Roméri Gl 19 0,32 0,4 3 0,01
omera G7 8 0,13 0,13 8 0,005
* =p<0,05
** =p<0,001
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Tabela 4: Valores de Fst na diagonal inferior e nimero de migrantes por geracao na diagonal superior.

Amostras Diferenciagdo Populacional Fst e Numero de migrantes por geragao
Origem  Linhagem n Argentina Brasil Argélia Roménia
Gl G2 Go6 Gl G5 Gl G6 G1 G7
Gl 21 0 0,13 3,30 0,07 4,32 0,08 15,32 0,09
Argentina G2 4 -0,06 0,12 5,04 0,06 8,10 0,02 el 0,06
G6 8 0,8**  0,80%* 0,16 285,70 0,18 Cel 0,11 ©
Brasil Gl 115 0,13** 0,09 0,76* 0,11 el 0,12 13,46 0,13
S G5 55 0,87**  0,9** 0,00 0,82%%* 0,09 o0 0,07 0
Arcélia Gl 25 0,10¥* 0,06 0,73* -0,01 0,84%%* 0,13 23,34 0,14
8 G6 3 087**  0,95% -0,03 0,81** -0,06 0,79%* 0,06 ©
. Gl 19 0,03 -0,02  0,81* 0,03* 0,88%* 0,02 0,89%* 0,08
Roménia
G7 8 0,85%* 0,89%* -0,04 0,79%%* -0,03 0,78%%* -0,08 0,86**
* = p<0,05
** = p<0,001

em negrito valores de Nm relevantes onde o Fst possui p<0,05.
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Tabela 5: AMOVA entre grupos (G1, G2, G5, G6, G7) e entre populagdes

geograficas (Argentina, Argélia, Brasil, Roménia).

Componente da

Percentagem

Fonte de Variagao G.L. Soma dos Quadrados variancia de Variagio
Entre grupos 4 739,3 3,00261 Va 78,97
Entre populagdes do 5 12,79 0,04299 Vb 1,13
grupo
Dentro das populacdes 508 384,29 0,73144 V¢ 19,9
Total 517 1.136,93 3,80
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Figura 1: Padrdes de migragao das fitas simples (SSCP) dos fragmentos do gene mdh. 1)
homozigoto para o alelo Md1; 2) Heterozigoto Md1/Md2; 3) Homozigoto para o
alelo Md2; 4) Heterozigoto Md2/Md3; 5) Homozigoto para o alelo Md3. A fita
dupla dos amplicons de mdh, notar a presenga de heteroduplex nos heterozigotos

(2 e 4). Padrao de peso molecular ®X174/Healll.

271 bp

234 bp
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Capitulo 3. Resultados parciais sobre a diversidade do AgB4

3.1. Metodologia
3.1.1. Amostras

Na Tabela 2 estao dispostos os 151 isolados de cada amostra que tiveram o
AgB4 seqiienciado, com seus respectivos haplotipos. Um isolado ¢ definido como um
individuo, e representa uma fragdo dos protoescolices geneticamente idénticos de um

uanico cisto hidatico.

Tabela 2: nimero de isolados
seqiienciados de cada amostra

separados por linhagem.

Amostra  haplétipo  isolados

Gl 10
Argentina G2 2
G6 1
. Gl 72
Brasil G5 71
i1 Gl 24
Argélia G6 )
A Gl 18
Roménia G7 )
Total 151

3.1.2. PCR e seqlienciamento

Um primer foi desenhado a partir do clone DQ148522.1 do GeneBank, anelando
na regido promotora 5’ (PB4F oll 5° GGA TGG AGT ATA AGG AGC AG 3°). A
regido 5’de anelamento dos primers existe certa homologia entre as seqiiéncias de AgB2

e AgB4. Para evitar a amplificacdo do AgB2 utilizou-se um primer reverso especifico
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para AgB4 utilizado por Haag et al. (2006a). Este primer anela dentro do segundo éxon
(AgBRev2 5° GAC ATA TTT CTT CAA CAC TTC GTG AAC 3’). O tamanho

esperado dos amplicons ¢ de 355 pb (Figura 6).

Com o objetivo de reduzir ainda mais chance de amplificagdo do AgB2, as PCRs
foram realizadas com um programa do tipo touchdown. A temperatura de anelamento
variava de 60°C a 50°C nos 20 primeiros ciclos e permanecia a 50°C por mais 20 ciclos.
Cada ciclo iniciava com uma temperatura de 94°C para desnaturagdo por 1 min, mais 1
min a 50°C para anelamento dos primers, e um ultimo passo de extensdo de 1 min a
72°C. As condigdes das reacdes foram as seguintes: aproximadamente 30ng de DNA
total; 1,5 unidades de enzima (Taq DNA polimerase INVITROGEN®); 1,5mM de

MgCl,; 10mM de dnTPs; 20pmois de cada primer, em um volume total de 50ul.

Os amplicons foram seqlienciados automaticamente (ABI 3730XL). O
seqiienciamento de toda a regido amplificada s6 foi possivel com a utilizagdo de um
segundo primer direto (AgB8/2F 5> TTG CTC TCG TGG CTT TCG TG 3’) que anela
apos a regido repetitiva do promotor (Figura 6), uma vez que o uso do primer direto da

PCR resultava em muitos picos sobrepostos.
3.1.3. Analise dos dados
3.1.3.1.0btencdo das sequencias

Cada reacdo de amplificacdo foi seqiienciada com os primers AgBRev2 e
AgB8/2F. Os cromatogramas de cada isolado foram alinhados e obtidos os contigs no
programa SeqMan'™ II do pacote Lasergene DNAStar® 6.0. Este programa calcula
diretamente a qualidade das seqiiéncias pelos dados do seqiienciador. Foram utilizados
picos com escore de qualidade superior a 12 segundo as predeterminagdes do programa

no nivel de rigorosidade médio.
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IAQB4 :
IAQB2 :

AgB4 -
AgB2 -

AgB4 -
AgB2 -

IAQB4 :
AgB2 :

IAQB4 :
AgB2 :

IAQB4  :
IAQB2 :

IAQB4  :
IAQB2 :

IAQB4  :
IAQB2 :

* 20 * 40 * 60

* 80 * 100 * 120

ACCTCTACCCC-TGA ATCTGCGTGTGACATTTGTGG :
: 104

* 140 * 160 * 180

* 200 * 220 240

: 239
t 224

* 260 * 280 * 300

* 320 * 340 * 360

AGAAAATTGGGCGAAATTCGGGACTTCTTTAGAAGTGATCCACTGGGTCAAAAACTTGTT :
ALGL LGl T LA AL G...... C:

: 296
: 284

: 416
: 404

60
60

119

179
164

356
344

Figura 6: Comparagdo das regides amplificadas do gene AgB4 (DQ148522.1 ¢ AY614001.1)
e a homologia em AgB2 (DQ148518.1 e AY569356.1). Em verde Localizagdo dos primers

utilizados (PB4F oll, AgB8/2F e AgB4Rev2), as setas indicam a direcdo do primer na

seqliéncia. Em vermelho a posi¢do do primeiro cédon. Em azul localizagdo do intron. Em

laranja microssatélite com motivo GT.
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Com exce¢ao da regido apos o microssatélite do promotor, algumas seqiiéncias
tiveram ambigiiidades no segundo éxon apenas. As ambigiiidades foram consideradas
como polimorfismos reais quando apareciam nas duas fitas seqiienciadas. Apds o
microssatélite, em dire¢do ao inicio do amplicon, a maioria das seqiiéncias apresentou

picos multiplos, esta regido foi excluida das analises de diversidade.
3.1.3.2.Alinhamento e diversidade

As seqiiéncias foram alinhadas e separadas em dois grupos (ver abaixo). Os
alinhamentos foram feitos no programa ClustalX 1.81 (Thompson et al., 1997) e
conferidos no programa GeneDoc 2.7 (Nicholas, 1997). As estimativas de diversidade
nucleotidicas foram feitas no programa DNASP 4.0 (Rozas et al., 2003), separadamente

para as seqiiéncias de cada tipo, € em conjunto.
3.2. Resultados

Pelos padrdes dos cromatogramas, ¢ verificado que os amplicons de AgB4 sao
compostos por uma populagdo heterogénea de seqiiéncias, que variam em numero de
repeti¢des GT na regido promotora 5° (Figura 7). Temos a certeza de estar amplificando
especificamente genes que codificam o AgB4, pela homogeneidade das seqiiéncias na
regido codificadora. Porém, fica claro que se trata de genes paralogos, ou os
protoescolices nao sdo geneticamente idénticos, pois o numero de amplicons distintos ¢é
nitidamente superior a 2. Acreditamos estar amplificando paralogos de AgB4, porque
Haag et al. (2006a) ja mostraram evidéncias da redundancia deste gene. Devido as
dificuldades de leitura na regido 5° compreendendo os motivos repetitivos, foram

excluidos das analises subseqiientes aproximadamente 60 pb.

Foram identificados dois conjuntos de seqiiéncias claramente distintas. Mais

freqlientemente nos isolados com haplétipo mitocondrial G1 foram encontradas as
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seqliéncias que n6és chamamos de “tipo 1”. Em G35, as seqiiéncias do “tipo 2” foram

mais freqiientes (Tabela 3).

CCCTGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGETGTGT

Wy

GTGTGEGTGETGT

1T I h,JL_,AJ..

o G TG A TC T & C C 4LTTTIGTGGADG

Figura 7: Cromatogramas das seqiiéncias obtidas com o primer AgB4Rev2 (as setas
vermelhas indicam o sentido do seqlienciamento). “A” seqiiéncia obtida de um isolado
com haplétipo G1 (tipo 1) que ndo sai de fase apds o microssatélite. “B” e “C”
seqliéncias de outros isolados G1 com multiplos picos nas posigdes apos o
microssatélite, “D”, seqliéncia padrdo de um isolado do haplétipo G5 (tipo 2). As
seqliéncias nao estdo alinhadas para facilitar a visualizagcdo da qualidade dos picos. As
3 seqiiéncias apresentam a base subseqiiente ao primer PB4F oll.
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Tabela 3: Freqiiéncias das seqiiéncias do tipo 1 e do

tipo 2 para os diferentes haplotipos mitocondriais.

Seqiiéncias AgB4
Haploétipos Tipol Tipo2 total
Absoluto % Absoluto %

Gl 122 0,99 1 0,01 123

G2 2 1,00 0 0 2

G5 4 0,18 18 0,82 22

G6 2 0,67 1 033 3

G7 1 1,00 0 0 1
Total 131 0,87 20 0,13 151

3.2.1. Sequéncias do tipo 1

Neste grupo foram encontradas seqiiéncias em que o motivo GT esté repetido 4,
11, 13 e 14 vezes. O motivo esta distante 33 nucleotideos a montante do primeiro
cédon. Do inicio do amplicon até o primeiro cédon sdo aproximadamente 83
nucleotideos. Este comprimento varia para algumas seqiiéncias devido a indels na
regido repetitiva (Figura 8). Apos a regido repetitiva as seqiiéncias do tipo 1 sdo pouco
divergentes, apresentando apenas 4 sitios polimorficos. Trés deles no éxon 2 ¢ um no
éxon 1. Os introns de todas estas seqiiéncias sdo idénticos, ¢ possuem o sinal de
remocao conservado. As seis diferentes seqii€ncias encontradas possuem poucos sitios

segregantes ¢ uma baixa diversidade nucleotidica (Tabela 4).

Tabela 4: Diversidade das seqiiéncias obtidas do gene

AgB4 calculada para cada tipo de seqiiéncia.

Sitios Numero de Diversidade Diversidade

segregantes  haplotipos  haplotipica nucleotidica
Tipol 7 6 0,52 0,0023
Tipo2 6 2 0,1 0,0018
Tipol e 2 42 6 0,63 0,034
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493 G1 : 81
395 _G1 : 84
482 _G1 : 63
628 Gl : 47
112 G5 : 56
625_G6 : 56
626_G6 : 84
097 G6 - 61
640_G7 : 63
493_G1 : 166
395_G1 : 169
482_G1 : 148
628_G1 ;132
112 G5 141
625_G6 141
626_G6 : 169
097_G6 : 146
640_G7 : 148
180 * 200 * 220 * 240 *
493 G1 : CTCTCCATACCTCACTTTGACACTGTTCTCCTCCCTTCCREGAAAGCTGAACCCGAGAGATGCAAGTGCCTCATAATGAGAAAA- © 250
395 61 I i ... - : 253
T X - 1 232
(o7 I R _ - : 216
112 G5 : G...... Covnnn. T Cot T G e T T....A...G..AA.AGCGCA..T.G.G.AAG.G..A.A....G : 226
625 G6 : ... T Cou T G e T.U.T....A...G..AA.AGCGCA.GT.G.G.AAG.G..A.A....G : 226
B26_ 66 T i . - : 253
097 66 = oo ... - : 230
Lo R A _ - 1 232
260 * 280 * 300 * 320 * 340
493 G1 : -TTGGGCGAAATTCGGGACTTCTTTAGAAGTGATCCACTGGGTCAAAAACTTGTTGCTCTTGGCAGGGACCTGACTGCCATCTGC : 334
305 L & m ot e Coveeaens [ : 337
082 L & m o et Y e : 316
B28 6L = = o R e e e e e e : 300
112 G5 : A.G...T...C...AA ... M. . .. ... L : 311
625 G6 1 A.G...T...Cooo Aeeoe .. MM . ... I : 311
82656 T —. e e e Y e : 337
097 56 & = et e e e e e : 314
BA0_G7 T m et e e e e : 316
*

493 G1 : CAGAAGCTGCAATTGAAG : 352

395 61 I euiiiiienen-. 355

482 G1 = oo 334

628 Gl I eiiiiiiiiaaan.. : 318

112 G5 = e Teeon.. : 329

625 _G6 © ...ooo.... Tooo... : 329

626_G6 T ... : 355

097 G6 = oo 332

640_G7 = e 334

Figura 8: Alinhamento das seqiliéncias de AgB4 obtidas em cada haplétipo mitocondrial.
O numero que precede o haplotipo representa o isolado do qual a seqiiéncia foi obtida.
Em vermelho esta indicado o primeiro codon do gene. Em azul estdo indicados os sitios
de splicing, e em laranja a mutacao das seqiiéncias do tipo 2 no sitio 3°. Em amarelo esta
indicado uma inser¢ao de 2 nucleotideos nas seqiiéncias do tipo 2. Em verde o possivel

sitio de splicing da variante do tipo 2. “?” representa auséncia de informagéo,

representa indels.

313
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3.2.2. Sequéncias do tipo 2

As seqiiéncias do tipo 2 s3o mais curtas do que o esperado (329 pb),
apresentando uma dele¢do na regido promotora de aproximadamente 24 pb, quando
comparadas com as seqiiéncias do tipo 1 (Figura 8). Diferentemente das seqiliéncias do
tipo 1, os cromatogramas ndo apresentaram picos sobrepostos na regido 5’ (Figura 7).
Mas as diferengas ndo se restringem a regido 5°. Frente a grande divergéncia das
seqiiéncias do tipo 1 e do tipo 2 (Tabela 4) realizamos uma busca no GeneBank usando
a ferramenta BLASTn. As seqiiéncias do tipo 1 foram todas identificadas como AgB4.
Entretanto, as do tipo 2 apresentaram similaridade com uma seqiiéncia (AY569358.1),
considerada uma copia ndo funcional do gene do AgB2 (Kamenetzky et al., 2005), que

chamamos de AgB2-like.

Apesar das diferengas, o primeiro éxon ¢ bastante conservado. Nas 151
seqiiéncias, foram encontradas apenas duas diferengas em duas seqiiéncias nesta regido.
Uma apresentou uma transi¢ao (C-T) silenciosa na posi¢do 3 do terceiro cédon, outra
uma transversao (T-A) que muda o aminoacido a de uma serina para uma tirosina na
segunda posi¢ao do codon 8. A diversidade nucleotidica das seqiliéncias nesta regido foi

0,0005.

As grandes diferengas na regido codificadora das seqiiéncias do tipo 1 e do tipo
2 iniciam no sinal de splicing na extremidade 3’do intron. Nas seqii€ncias do tipo 2 este
sinal esta alterado, e ndo pode ser utilizado para a edi¢do do mRNA (Figura 8). A partir
deste ponto, a seqiiéncia torna-se semelhante a de AgB2. A maioria das diferengas entre
as seqiiéncias tipo 1 e tipo 2 encontra-se em uma regido que se estende por 60 bases
apos o sitio splicing “original”. Nesta regido existe uma inser¢do de dois nucleotideos

que certamente mudaria a fase de leitura (Figura 9). Apos esta regido o proximo sinal de
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remog¢ao de intron, se utilizado, produziria uma seqiiéncia relacionada com o AgB,

porém truncada (Figura 10).

* 20 * 40 * 60 *
IAgB4_DQ152008.1 : AGCGGAGTGACCTCTACCCC-TGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATCTGCGTGT----GACATTTGT : 68|
Tipol S o o e : 68
Tipo2 S A L (€3 1[C I : 40
B2like_AY569358 : 2272727222002 0002222220200 0220222020002 . ... .. H 6)
AgB2 DQ148518.1 1 . ..A..C.AL..ueon... U . ;51
80 * 100 * 120 * 140
AgB4_DQ152008.1 : GGAGACAATCGCAT AGGACTTACATCCTTCTCTCTCTTGCTCTCGTGGCTTTCGTGGCCGTCGTTCAAG : 141
Tipol o _ : 141
Tipo2 - 113
B2like_AY569358 : ... B e e e e o 79
AGB2 DQ148518.1 I oo -P e e - 124
* 160 * 180 * 200 * 22
IAgB4_DQ152008.1 : CGAGTCTCACAACGTCTCCTTCTCTTCTCTCCATACCTCACTTTGACACTGTTCTCCTCCCTTCCGAAA : 214|
Tipol N _ P _ . [ 214
Tipo2 N _ [CHR Connn T...Co..T. TGt T T... - 186
B2like_AY569358 : .WM. . ... ... ..... ... ......... G...... C...... T...C...T.TG.ooa ot T T.G. : 152
AgB2_DQ148518.1 - .- - - - i [C Coonnnn T...C...T.TG..A. .. ..... TT.T : 197
0 * 240 * 260 * 280 *
AgB4_DQ152008.1 : GCTGAACCCGAGAGATGCAAGTGCCTCATAATGAGAAAA---TTGGGCCAAATTCGGGACTTCTTTAGAAGTG : 284
Tipol D e e e e e e e e e e aaaaaan ——— . L : 284
Tipo2 : .A...G..AA_AGCGCA..T.G.G.AAG.G..A.A_ ... -GA.G...TG..C...AA. ... ...MH..__. : 258|
B2like_AY569358 : _A...G..AA_AGCGCA..T.G.G.AAG.G..A_A....-GA.G...TG..C...AA_ ... .... . H----- T 224
AgB2_DQ148518.1 : _.A...G..AA.AGC.CA..T.G.G.AAG.GG.A.A....AGA.G...TG..C... A . A.. o 270
300 * 320 * 340 * 360
IAgB4_DQ152008.1 : ATCCACTGGGTCAAAAACTTGTTGCTCTTGGCAGGGACCTGACTGCCATCTGCCAGAAGCTGCAATTGAAG : 355
Tipol e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeee e : 355
Tipo2 e L L : 329
B2like_AY569358 : .. ... ... ...-. G oot e e e e e e e e e e e e e e e aaaan Tooo.oo- 295
AgB2_DQ148518.1 - ... ... .a----- [C Coieee e et AT..... Ao, T e e 341

Figura 9: Alinhamento dos fragmentos amplificados de AgB4 tipo 1 e tipo 2 com
AgB2 e AgB2 like (GeneBank). Em vermelho, o primeiro codon. Em azul, sinais de
splicing e em laranja mutagdo no sinal 3’de splicing nas seqiiéncias do tipo 2 ¢
AgB2-Like. Em amarelo, indels que mudariam a fase de leitura nas seqiiéncias do
tipo 2 e, AgB2-Like. Em verde possivel local de splicing das seqiiéncias do tipo 2.

> 20 40 > 60
AgB4_DQ152008.1 MRTY ILLSLALVAFVAVVQAKAEP SN (O RIMRKEECGOIRDEERSDPLGQKLVALGRDLTA I CQKLQL Kj
Tipol MRTY ILLSLALVAFVAVVQAKAEP SNSRI MRKEEGE IRDFFRSDPLGQKLVALGRDLTA1CQKLQL K
AgB2_DQ148518.1 MRTY I LLSLALVAFVAVVQAKNEPNAIONVVKKRIGELRDEFRNDP L GQRLVALGNDLTAICQKLQL KIS
Tipo2 MRTY ILLSLALVAFVAVV QAR e T SDPLGQRLVALGRDLTA1CQKL[gIL K

Figura 10: Alinhamento da seqiiéncia parcial de aminodcidos do AgB4, AgB2 e da
seqiiéncia do tipo 2 apartir do possivel sitio de excisdo do intron.
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3.3. Perspectivas

A possibilidade dos genes do AgB estarem redundantes no genoma de
Echinococcus foi proposta por Haag et al. (2006a) utilizando PCR em tempo real. O
presente trabalho reune dados de 151 isolados, ¢ os padrdoes dos cromatogramas de
quase todos eles sugerem a amplificacdo de mais de um loco relacionado com o AgB4.
Para buscar identificar a diversidade existente, alguns amplicons estdo sendo clonados.
Pelo menos 40 plasmideos contendo insertos relacionados a AgB4 serdo seqilienciados,
para avaliar a diversidade alélica e a variagdo no nimero de repetigdoes GT entre as

variantes.

A grande homologia na regido codificadora e no intron entre as seqiiéncias de
um mesmo grupo poderia sugerir a evolugdo em concerto, a exemplo do que ocorre nas
regides de rDNA. As variantes podem estar distribuidas no genoma em freqiiéncias
desiguais, o que poderia ser sugerido pelas diferentes alturas nos picos sobrepostos dos
cromatogramas, e pela variacdo da estimativa do niimero de cdpias encontradas em

experimentos de PCR em tempo real (Haag et al., 2006a).

Kamenetzky et al. (2005) utilizaram uma reacdo de PCR ndo especifica para a
amplificacdo de seqiiéncias dos genes AgB2 ¢ AgB4 em amostras pequenas de parasitos
de diferentes haplétipos mitocondriais. Apds as clonagens dos amplicons, encontraram
uma seqiiéncia no cluster dos haplotipos G5 e G6/G7 que eles consideraram como
sendo uma copia nao-funcional de AgB2. Dada a especificidade de nossas reagdes,
sugerimos que as seqiiéncias presentes em G5 sdo conseqiiéncia de uma variante de
AgB4 que aparentemente recombinou com o gene AgB2. O sitio de remocdo do intron
esta alterado. Contudo, a conservagdo do intron, do éxon 1 e final do éxon 2 pode estar

sugerindo que este gene ainda ¢ funcional, e poderia estar sendo editado pela remogao
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do intron em um sitio alternativo. Estudos envolvendo a transcricdo reversa ¢
seqiienciamento dos cDNAs de AgB4 do tipo 2 serdo esclarecedores. Uma vez que as
seqiiéncias do tipo 2 ocorrem preferencialmente nos isolados do haplétipo G5, duas
explicagdes sdo possiveis: a) o tipo 2 ¢ a seqiiéncia tipica da linhagem bovina; ou b) o
gene AgB4 ndo truncado desta linhagem estd em um local diferente no genoma. De
qualquer modo, a presenga da seqiiéncia do tipo 1 em isolados com haplotipo G5 seria

melhor explicado pela introgressao génica (ver capitulo 4).
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Capitulo 4. Consideracdes Finais

Tabela 5: Total de isolados caracterizados para os 3 marcadores (Cox1, mdh e AgB4).

mdh AgB4

Haplotipo ; ; Total
Md1/Mdl Md1/Md2 Md2/Md2 Md2/Md3 Md3/Md3 Tipol Tipo2

Gl 23 39 55 1 2 119 1 120
G2 - 1 1 - - 2 - 2
G5 - 2 - - 20 4 18 22
G6 - 1 - - 2 2 1 3
G7 - - - - 1 1 - 1

Total 23 43 56 1 25 128 20 148

Embora estudos prévios tenham demonstrado uma alta diferenciagdo genética
entre as linhagens de E. granulosus (Bowles et al., 1992; Bowles ¢ McManus, 1993a;
Bowles e McManus, 1993b; Bowles et al., 1995; Thompson ¢ McManus, 2002; Nakao
et al., 2006), nosso estudo com dois marcadores nucleares aponta para um consideravel
grau de fluxo génico entre elas. Para os dois genes nucleares pudemos identificar alelos
(no caso de mdh) e seqiiéncias caracteristicas (no caso de AgB4) para as linhagens ovina
e bovina. Enquanto nos parasitos da linhagem ovina (haplétipos G1 e G2) predominam
dos alelos Mdl e Md2 para mdh e seqiiéncias do tipo 1 para Agb4, nos isolados da

linhagem bovina predominam o alelo Md3 e seqiiéncias do tipo 2 (Tabela 5).

No futuro serd interessante adicionar um niimero maior de marcadores a analise.
Combinados aos dados do gene AgB4, nossos resultados indicam que o
compartilhamento de alelos de mdh (capitulo 4) ndo se trata de um polimorfismo
ancestral, mas ¢ resultado de introgressdo génica. As implicagdes evolutivas e

epidemioldgicas desse achado sdo relevantes para o controle da doenga.
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Finalmente, nossos resultados sobre o polimorfismo do AgB4 confirmam o alto
grau de redundancia dos genes do AgB, conforme proposto previamente por estudos do
nosso grupo. Comparando a diversidade das seqiiéncias do tipo 1 e do tipo 2 (apenas da
regido do éxon 1, intron e éxon 2) observamos que a do tipo 2 é menos variavel nos
niveis de diversidade nucleotidica e alélica (Tabela 4). Considerando que o nimero de
copias estimado nos parasitos da linhagem bovina é maior que nos da linhagem ovina
(Haag et al., 2006a), nosso dados estariam de acordo com a evolu¢do em conserto dos
genes. Os eventos de conversdo génica, que geram a evolugdo em concerto, sio
favorecidos quanto maior for o nimero de cépias e se os genes se encontram agregados

em clusters (Graur e Li, 2000).

Porém, sdo necessarios estudos mais aprimorados sobre os processos de
divergéncia dos genes paralogos nessa familia, que teriam gerado a grande
diferenciagdo entre os genes AgB4 das linhagens ovina (seqiiéncias tipo 1) e bovina
(seqiiéncias tipo 2). Uma vez que o AgB tem um importante papel na interagdo parasito-
hospedeiro, conforme constatado por diversos estudos (Shepherd et al., 1991; Rigano et
al., 2001; Gonzalez-Sapienza e Cachau, 2003; Rigano et al., 2007 Graichen et al.,
2007), este tipo de investigacao podera identificar mais precisamente 0os mecanismos
genéticos responsaveis pela adaptagdo do Echinococcus aos seus hospedeiros

intermediarios.
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