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Resumo

Este trabalho teve com objetivo o desenvolvimento e a validagdo/aplicagdo de um
sistema integrado de genotipagem de protozoarios, utilizando uma abordagem
multidisciplinar envolvendo, PCR multiplex e anadlise bioinformatica envolvendo
evolucao e filogenia molecular. Para isso, trinta e seis genes ortélogos universal
(UOG) foram identificados e usados como marcadores para genotipagem de
protozoarios parasitas, a nivel inter-especifico. Temos extraido os dados genéticos
de genes ortdlogos universal selecionado. Para isso, estamos utilizando sequéncias
de grupos ortdlogos (COG e KOG). O COG é composto de genes ortélogos
individuais ou grupos de ortélogos de pardlogos de 3 ou mais linhagens
filogenéticas. Os COG de interesse selecionados estdo envolvidos processo de
traducdo protéica, categoria J do COG, e estes genes foram selecionados porque
eles estdo presentes em todos os organismos estudados até agora, o que facilita a
montagem de um sistema integrado de protozoarios patogénicos. As sequéncias
desses genes foram obtidos a partir do banco de dados GenBank. Seqliéncias de
espécies de Eimeria tenella, Leishmania major, L. braziliensis, L. infantum,
Trypanosoma brucei, T. cruzi, T. vivax, Plasmodium falciparum e P. vivax foram
obtidas e armazenadas localmente. Estas sequéncias nucleotidicas foram traduzidas
em proteinas, e entdo validadas usando a ferramenta COGnitor/KOGnitor, que
mostra a sequéncia selecionada pertence ao respectivo COG de interesse. Apés
essa validacao, as sequéncias foram utilizadas nos alinhamentos e construgao de
iniciadores que foram usados para gerar fragmentos génicos amplificados por PCR.
Os programas para a construcao dos iniciadores foram: Mafft para a construcéo de
alinhamentos multiplos de cada COG, JalView para visualiza-los e o programa
Primer3 para o desenho dos iniciadores. Todo o processo foi realizado por um
pipeline de integracdo destes programas escritos em linguagem de programacao
Perl. Ap6s o processo automatizado de validagdo, alinhamento e construcdo dos
iniciadores, realizamos uma andlise final dos iniciadores, considerando suas
caracteristicas e da regido de pareamento. Quando necessario, definiu-se
manualmente a degenerag¢do da posicao dos nucleotideos que contem a variacao.
Criamos 33 pares de iniciadores, que foram utilizados para a amplificacdo destes
genes via PCR. As reacdes de amplificagcdo da PCR fora bem-sucedida em 19 UOG
nas espécies Leishmania major, L. braziliensis, L. infantum, L. mexicana, T. cruzi, T.
vivax € Plasmodium vivax, utilizando-se iniciadores com posi¢cées degeneradas.
Para genotipagem das sequiéncias geradas pela PCR, foi utilizado o programa Phred
que realizou a leitura dos cromatogramas com qualidade por base, Phred = 15, e 0
programa Blast foi utilizado para a caracterizagdo das sequéncias geradas, estas
duas etapas foram realizadas em pipeline de anotacdo que esta disponivel através
de um website. As arvores filogenéticas foram geradas com o método de maxima
verossimilhanga utilizando o pipeline ARPA, e revelou que a metodologia apresenta
potencial para ser utilizado na genotipagem destes organismos e 0s genes da
metionil-tRNA sintetase e Seril-tRNA sintetase mostraram boa resolugdo para a
genotipagem inter-especificas de tripanosomatideos.
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Abstract

The aim of this work is to develop and validate an integrated genotyping system for
protozoan parasites, using a multidisciplinary approach involving, multiplex PCR, and
bioinformatics analysis involving molecular evolution and phylogeny. For this, thirty
three universal orthologous genes (UOG) has been identified [1] and used as
markers for genotyping parasitic protozoan at the intraspecific level. We have mined
genomic data of universal orthologous genes selected. For this, we are using
sequences of orthologous groups (COGs and KOGs). The COG's consists of
individual orthologous genes or orthologous groups of paralogous of 3 or more
phylogenetic lineages. The selected COGs of interest are involved protein translation
process, category J of the COG and these genes are selected because they are
present in all organisms studied so far, facilitating the assembly of an integrated
system for the pathogenic protozoa. Note that all these genes are part of the process
of protein translation. The sequences of these genes were obtained from GenBank
database. Sequences of species, Eimeria tenella, Leishmania major, L. braziliensis,
L. infantum, Trypanosoma brucei, T. cruzi, T. vivax, Plasmodium falciparum and P.
vivax were obtained and locally stored. Nucleotide sequences were translated into
proteins. So, they are validated using the Blast similarity tool and the database as the
COG itself, which shows the sequence selected belongs to the respective COG. After
this validation, the sequences were used in alignments and construction of primers
that are used to generate amplicons by PCR. The programs for the primer
construction were: Mafft for construction of multiple alignments of each COG, JalView
to view them and the program Primer3Plus [6] for the design of primers. The whole
process was performed by a pipeline integrating these programs written in Perl [7]
programming language. After the automated process of validation, alignment and
construction of the primers, we perform a final analysis of the primers manually,
which gives its characteristics and the annealing region. When necessary, we
manually define the degeneration of nucleotide position containing variations. We
have designed 33 primer pairs, and these primers were designed and used for PCR
amplification. The reactions of PCR amplification was successful for 19 UOG in
species: Leishmania major, L. braziliensis, L. infantum, L. mexicana, T. cruzi, T. vivax
and Plasmodium vivax, using primers with degenerate positions. For genotyping the
sequences generates by PCR amplification was used the program Phred for reading
chromatograms file with quality = 15, and Blast to the characterization of sequences
generated, this two steps was make with a pipeline and is available through a
website. The phylogenetic trees was generated with methods of maximum likelihood
using the pipeline ARPA, and revealed that the methodology has potential to be used
in genotyping of these organisms, and genes of methionyl-tRNA synthetase, seryl-
tRNA synthetase showed good resolution for the inter-specific genotyping of
trypanosomatids.
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°C — graus Celsius

BET - melhores hits especificos do inglés best hit

BLAST — do Inglés Basic Local Alignment Search Tool

COG —do Ingles Cluster of Orthologous Groups

DNA - Acido desoxirribonucléico

DNTP — Deoxi-nucleotideos tri-fosfatados.

DTU — unidades de tipagem discretas do inglés Discrete Typing Unit.

EMBOSS - do Inglés European Molecular Biology Open Software Suite

ERB — do inglés embebed ruby

EST — Etiquetas de sequéncias transcritas, do inglés Expressed Sequence Tag

E-value — valor de probabilidade de um resultado do BLAST ter sido obtido ao acaso, do
inglés Expectation value

GC — porcentagem de bases Guanina e Citosina em uma porgao de DNA

HGT — Tranferéncia Horizontal de Genes, do inglés Horizontal Gene Transfer

HIV — Virus da Imuno deficiéncia humana, do inglés human imunodefience virus

KOG - do inglés Eukaryotic Orthologous Groups

| — litros

MLEE — do Inglés Multilocus Enzyme Electrophoresis

MLMT - do Inglés Multilocus Microssatelite Typing

MLST -, do Inglés Multilocus Sequence Typing

OU- Ortélogos Universais

pb — pares de bases

PBS — Solucao fosfato salina do inglés phosphate buffered saline

PCR reagéo da polimerizagdo em cadeia do inglés Polimerization Chain Reaction

Perl — do Inglés Practical Extraction and Report Language

RAPD - do Inglés random amplification of polymorphic DNA

RNA — Acido ribonucléico

SNP — polimorfismo de base Unica, do inglés Single Nucleotide Polimorphism

TAE - tampao Tris-Acetato-EDTA

Taq — Thermofilus aquaticus DNA polimerase

Tm — Temperatura de fusao dos iniciadores; inglés Temperature of Melting

tRNA — RNA transportador

MI — micro-litro

UV — ultravioleta

WHO - Organizacao Mundial de Saude, do inglés World Health Organization
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1. INTRODUCAO

1.1 — Genotipagem e suas aplicacoes

1.1.1 - Genotipagem

O genotipo pode ser entendido como sendo o conjunto de genes especificos
contidos em wuma célula individual ou organismo (Alberts et al., 1999),
correspondendo as informagdes genéticas de um organismo, a sequéncia do seu
genoma (Lesk, 2008), e a composicao alélica especifica de uma célula, ou mais
especificamente, de um determinado gene ou conjuntos de genes (Griffiths et al.,
2002). Entende-se por alelos, formas variantes de um mesmo gene, sendo que um
organismo que contenha duas ou mais copias de um gene, pode repetir o mesmo
alelo ou conter alelos diferentes sendo denominados organismos homozigotos e
heterozigotos, respectivamente (Lesk, 2002), sendo que, a genotipagem é
justamente o processo pelo qual identificamos cada polimorfismo (alelo) de interesse
para um organismo.

Os métodos de genotipagem podem ser classificados como utilizando (i) um
unico locus ou (ii) multi-locus. Para a abordagem com um unico locus é identificado
um gene varidvel ou que apresente sequéncia pouco conservada (por exemplo,
gene que codifica uma estrutura de superficie da célula), que dentre os isolados,
possua alelos distintos, sendo que estes genes sdo variaveis, pois estdo sujeitos a
diversificacao através da selecdo, e suas elevadas taxas de evolugdo podem ocultar
0 verdadeiro relacionamento entre os isolados, salvo quando em um tempo muito
curto de divergéncia. Essa abordagem de unico lécus pode ser utilizada geralmente
para uma epidemiologia local, pequenas areas e por um curto periodo de tempo.
Porém, de maneira geral, quando se pretende realizar uma epidemiologia global
visando a analise de um elevado numero de isolados obtidos durante um longo
periodo de tempo, de varios locais distintos, e estudar a distribuicdo geografica
destes isolados, a abordagem empregando um unico locus pode em alguns casos
ser inapropriada, fazendo-se necessaria a utilizacdo da abordagem multi-locus
(Sprat 1999; Foley et al., 2006; Margos et al., 2008).

Na era do sequenciamento, trés metodologias podem potencialmente fornecer
0 nivel necessario de resolugdo para se realizar uma genotipagem de qualidade,
confiavel e reprodutivel, destacando-se as técnicas de genotipagem multilocus por
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sequéncia (multilocus sequence typing ou MLST); genotipagem de microssatélites
(MLMT) e gendmica comparativa (Miles et al., 2009).

Na abordagem MLST, que é uma evolucao da eletroforese de enzimas
multilocus ou MLEE (multilocus enzyme electrophoresis), os alelos de cada gene
constitutivo (gene expresso continuamente e em todas as células de um organismo)
sdo obtidos pelo sequenciamento de seus nucleotideos. No sistema MLST,
fragmentos de aproximadamente 450 pares de bases de genes constitutivos (genes
housekeeping) séo utilizados pois suas taxas de variacdo sdo relativamente lentas
evitando o problema do obscurecimento do relacionamento entre os isolados (Chan
et al., 1998; Sprat, 1999; Sullivan et al., 2005). Também se deve levar em
consideracao que esses fragmentos possam ser sequenciados com um unico par de
iniciadores, e assim proporcionar variagdo suficiente para reconhecer muitos alelos
na populacdo (Sprat, 1999). Para cada fragmento de gene constitutivo, as cépias
que apresentam sequéncias variantes sao definidas como sendo alelos diferentes e
esses alelos de cada gene definem o perfil alélico para cada isolado (Sullivan et al,,
2005).

O uso de sequenciamento de nucleotideos para descobrir os alelos referentes
aos genes constitutivos apresenta muitas vantagens. Em primeiro lugar, o
sequenciamento ajuda a desvendar a variagdo presente em cada locus, resultando
em muitos mais alelos por locus do que os revelados por MLEE, portanto a
metodologia MLST atinge niveis mais elevados de discriminagdo. Em segundo lugar,
a identidade dos alelos possui maior acuracia utilizando-se de dados de
sequenciamento, o que contrasta com MLEE, onde a mesma mobilidade
eletroforética pode refletir sequéncias nucleotidicas similares, ou, em alguns casos,
sequéncias completamente diferentes que podem codificar enzimas que migram a
mesma taxa em um gel de agarose. Em terceiro lugar, a vantagem da facilidade de
compartilhamento das sequéncias de DNA através da internet que permite qualquer
laboratério caracterizar isolados de bactérias patogénicas por intermédio da
apresentacao dos fragmentos das sequéncias dos genes de interesse, para um
website central do MLST (Sprat, 1999).

1.1.2 - Sistemas de genotipagem multi-locus

Os sistemas de genotipagem sao muito diversos pois cada grupo de pesquisa
acaba por desenvolver um sistema que atenda as suas necessidades, como

exemplo: Yamamoto e colaboradores (2006) desenvolveram um sistema de
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genotipagem para humanos, utilizando PCR multiplex de quatro loci STR
pentanucleotideos (Penta E, Penta D, Penta B e D10S2325), com conjuntos de
iniciadores marcados com fluorescéncia multicolorida, desenhados para genotipar
amostras de DNA de espécimes misturadas, especialmente amostras de DNA
degradas, para tamanho de produtos menores que 200 pares de bases.

Outro exemplo de sistema de genotipagem foi criado por de Oliveira e
colaboradores (2005), para a sub-tipagem do virus HIV, que desenvolveram um
algoritmo automatizado utilizando analises filogenéticas, ndo somente para a
determinacao dos subtipos (do virus HIV) da sequéncia query e para identificar sub-
tipos recombinantes, mas também avalia a qualidade do alinhamento das
sequéncias durante as analises.

Além dos sistemas de genotipagem baseados em sequenciamento direto,
supramencionados, existem o0s sistemas de genotipagem baseados em
polimorfismos de base Unica ou SNP (Single Nucleotide Polimorphism). Utilizando
esta metodologia de genotipagem por SNP, Wang e colaboradores (2005)
descreveram um sistema de genotipagem mutiplex para humanos, que gera DNA de
fita simples (ssDNA) para posteriormente se determinar o gendtipo da amostra.
Neste estudo, 20 pl do produto de PCR amplificado a partir de 5 ng de DNA humano
é suficiente para a deteccao de rotina de mais de 1.000 SNP.

Outro sistema desenvolvido utilizando SNP, é o SNPIex® da Applied Biosystem.
Este foi desenvolvido para responder a necessidade de dados precisos para
genotipagem de amostras em grande escala, flexibilidade do projeto de estudo e
eficiéncia de custos. O sistema utiliza a ligacdo de oligonucleotideos/PCR e
eletroforese capilar para a analise de gendtipos de polimorfismo de base Unica, bi-
alélicas (Tobler et al., 2005).

O sistema de genotipagem multi-locus, que alimenta o banco de dados MLST
(http://www.mlst.net) e o banco MLST propriamente dito (Chan et al., 2001) foram
desenvolvidos ha quase uma década, tendo como foco principal o estudo de
bactérias. E um sistema de genotipagem baseado no sequenciamento e foi
desenvolvido com perspectiva de uma epidemiologia global, utiliza fragmentos de
sete genes constitutivos (Adk: adenilato kinase [COGO0563], atpG ATP sintetase
subunidade B, [COG0224]; frdB fumarato redutase subunidade ferro-enxofre
[COG0479]; fucK L-fuculose kinase e fucP; L-fucose:H+ simporte permease; mdh
malato desidrogenase [COGO0039]; pgi Fosfo-glicose isomerase, isomerase glicose-
6-fosfato [COG0166] e RecA: RecA é uma enzima bacteriana que participa da

3
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recombinagdo homdloga [COG0468]), cada um de aproximadamente 500 pares de
bases (Maiden et al., 1998).

1.1.3 — Genotipagem de Protozoarios

Para a genotipagem de protozoéarios patogénicos, Miles e colaboradores
(2009) utilizaram um sistema MLST de Trypanosoma cruzi e relataram o uso para
algumas espécies do género Leishmania utilizando cinco genes constitutivos,
ressaltando sua contribuicdo para o entendimento da epidemiologia, transmisséo e
filogenia destes parasitos. Contudo, a literatura mostra que de maneira geral a
genotipagem de multiplos loci usando sequenciamento tem se restringido ao uso do
PCR-multiplex tradicional tendo como alvos menos de oito loci.

Lewis e colaboradores (2009) realizaram um estudo de genotipagem para
caracterizacao intra-especifica de T. cruzi utilizando trés loci (HSP60 , Histona HT e
GPI) e, com uma combinacdo de marcadores multiplos os seis haplétipos (DTU) de
T. cruzi puderam ser identificados.

Estudos de genotipagem multi-locus foram também conduzidos por Subileau
e colaboradores (2009), para quatro genes de T. cruzi: trés nucleares (Leucina
Aminopeptidase — Lap; Superoxido dismutase A e B - SodA e SodB) e um gene do
maxi-circulo (sub-unidade 1 da NADH desidrogenase), onde o sequenciamento
destes genes confirmou a existéncia de unidades de tipagem discretas (DTU)
hibridas (Subileau et al., 2009).

Herrera e colaboradores (2007) conseguiram identificar quatro haplétipos
(DTU) de T. cruzitipo |, na Colémbia, utilizando a abordagem de genotipagem multi-
locus para o gene do mini-exon e 0s genes de regides espagadoras intergénicas nao
transcritas.

Um estudo realizado por Zemanova e colaboradores (2007), com o complexo
Leishmania donovani mostrou que o sequenciamento e analises de cinco loci ICD
(Isocitrato desidrogenase), ME (NADP-malico), MPI (manose fosfato isomerase),
G6PDH (6-fosfogluconato desidrogenase), e FH (Fumarato hidratase) ofereceu uma
boa resolugcédo e concordancia dos gendétipos com a origem geografica das amostras
utilizadas. Apesar do enorme potencial demonstrado, a técnica de genotipagem
multi-locus por sequenciamento tem sido pouco usada em pesquisas com
protozoarios.

Tsukayama e colaboradores (2008) desenvolveram um trabalho para
genotipar sete espécies relacionadas do género Leishmania no Novo Mundo,
utilizando quatro loci (manose fosfato isomerase — MPI; Malato desidrogenase —
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MDH; glicose-6-fosfato isomerase — GPI; e 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGD)
e, 0 sequenciamento destes quarto loci mostrou-se eficiente para a identificacao
correta destas sete espécies.

1.2 - Novas metodologias para sequenciamento e analises de genotipagem

Atualmente, metodologias mais recentes e sofisticadas permitem a
amplificacdo de até 170 loci em um unico ensaio de PCR multiplex (Fredriksson et
al., 2007), abrindo um novo horizonte de possibilidades para a genotipagem multi-
locus.

As técnicas de sequenciamento tém-se popularizado muito desde 1998 e,
mais recentemente, com o aparecimento da nova geracao de sequenciadores como
o] pirosequenciador 454 (http://www.454.com) e 0 SOLID
(solid.appliedbiosystems.com), que sdo capazes de gerar mais de 100 milhdes de
bases por dia (ou seja, varios genomas de bactéria por dia), o custo do
sequenciamento de DNA tem caido consideravelmente. Por exemplo, Wiseman e
colaboradores (2009) empregaram a tecnologia de pirosequenciamento para a
genotipagem do complexo MHC classe 1 em macacos, demonstrando o potencial da
genotipagem em larga escala destas tecnologias. Além disto, do ponto de vista
computacional e da bioinformatica, tem surgido uma nova geragdo de tecnologias
para: a) bancos de dados (Lentner & Subieta 2007); b) programas para analises de
polimorfismo multi-locus, como o QuantiSNP (Colella et al., 2007), agrupamento
bayesiano (Francois et al., 2006; Chen et al., 2007); e c) filogenia multi-locus, com os
métodos de agrupamento de vizinhos, verossimilhanga e bayesianos (Lou et al,
2009; Belfiore et al., 2008).

As novas abordagens e tecnologias acima mencionadas permitem que a
genotipagem multi-locus seja realizada em um nivel muito superior. Mesmo que nem
todos os laboratérios se encontrem equipados com sequenciadores, uma boa
parcela tem acesso direto ou indireto a esses equipamentos, possibilitando a analise
de um numero maior de loci em tempo menor, resultando numa genotipagem mais

refinada e com maior resolucéo.

1.3 — Protozoarios

Os protozoéarios sdo uma reunido diversa de cerca de 80 mil espécies de
organismos eucariotos unicelulares, que possuem organelas celulares conjugadas a

membranas tipicas (eucaridticas), sendo que esta organizacdo unicelular é a
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caracteristica pela qual os protozoarios podem ser descritos como um todo. Em
todos os outros aspectos exibem uma diversidade extrema, sendo classificados em
diferentes filos unicelulares que junto com a maioria dos filos de algas constituem o
reino Protista. Atualmente, o termo Protozoa é utilizado como um nome comum para
os protistas mobveis unicelulares que apresentam uma nutricdo geralmente
heterotréfica, exibindo todos os tipos de simetria, uma grande variedade de
complexidade estrutural e adaptacdes para todos os tipos de condicdes ambientais,
pois evoluiram ao longo de numerosas linhas através da especializacao de partes do
citoplasma (organelas) ou das estruturas esqueléticas. Além disso, apresentam
especializacbes estruturais para todas as fungdes que sustentem a vida, tais como
locomocgéo, aquisicdo de alimento, transporte interno e reproducdo. Embora a
maioria exista como individuo solitario, ha numerosas formas coloniais. Os
protozoarios de vida livre sdo encontrados no mar, em todos os tipos de agua doce e
no solo, existem também muitas espécies parasitas, comensais e mutualistas, e
apesar da grande diversidade que apresentam permaneceram no nivel de
organizagdo unicelular, porém todos os organismos multicelulares, incluindo os
animais, evoluiram a partir de varios ancestrais de protozoarios (Ruppert & Barnes;
1996).

1.3.1 — Tripanosomatideos

Dentro da Familia Trypanosomatidae encontram-se dois géneros,
Trypanosoma e Leishmania, de fundamental importancia médica devido a grande
morbidade e mortalidade que causam anualmente aos seus portadores (Barret et al.,
2003), sao parasitas digenéticos transmitidos entre os hospedeiros mamiferos
através de insetos hematéfagos, com ciclos de vida distintos (Ginger, 2005).

As tripanosomiases ocasionam uma limitacdo importante na produ¢ao animal
de ruminantes e outros ungulados em muitas areas da Africa, Asia e América Latina
(Gutierrez et al., 2006). As tripanosomiases sao também um grave problema para a
populacdo humana que habita os trépicos, devido as doencas que podem causar,
prejudicando gravemente a eficiéncia da economia em areas endémicas (Barret et
al., 2003).

O Trypanosoma cruzi, agente etioldégico da Doenga de Chagas, possui ampla
distribuicdo geografica abrangendo 18 paises em duas zonas ecolégicas nas
Américas do Sul e Central, sendo encontrado desde os Estados Unidos até a
Argentina (Vallejo et al., 2002; WHO, 2006). A Doenca de Chagas permanece um
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grave problema de saude na América Latina, onde é a principal causa de
cardiopatia. Estima-se que esta parasitose atinja nessas regides endémicas, 16 a 18
milnbées de pessoas e seja responsavel por aproximadamente 13 mil a 21 mil
obitos/ano, segundo dados relatados nestas duas regides (WHO 2006; Mejia et al.,
2004; Lewis et al., 2009; Subileau et al., 2009; Milles et al., 2009).

O Trypanosoma brucei, um parasita eucarioto flagelado extracelular,
transmitido através da picada da mosca hematofaga Tsé-tsé (Glossina spp.), € 0
agente etiolégico da “enfermidade do sono”. Estimativas do nivel de transmissao
chegam a cerca de 300 mil novos casos, levando anualmente 50 mil pessoas ao
6bito em 36 paises da Africa Sub-Saariana, principalmente as populacdes rurais
mais pobres de alguns dos paises menos desenvolvidos da Africa Central (Barret et
al., 2003; Berriman et al., 2005; WHO/TDR 2006).

O Trypanosoma vivax pode ser transmitido aos animais domeésticos pela
mosca tsé-tsé (Glossina spp.), por transmissao ciclica, bem como diretamente
(transmissdo mecanica) por outros insetos sugadores de sangue, permitindo assim
aumentar a sua distribuicdo para além da Africa tropical (Gutierrez et al., 2006). O
parasita ja se espalhou para dez dos 13 paises da América do Sul (Jones & Davila,
2001). E, representa um risco potencial para aproximadamente 300 milhdes de
bovinos, 1,8 milhdes de bufalos e 16 milhdes de cavalos. A transmissdo dessa
doenca, ndo é debilitante somente para a criacdo de gado de corte, mas também no
gado usado para tracdo em regides com recursos escassos (Davila et al., 2003).

A leishmaniose € uma doenca zoondtica causada por protozoarios do género
Leishmania, se encontra amplamente distribuida, afetando aproximadamente 12
milhdes de pessoas no mundo inteiro causando um grande espectro de doencas (El-
On, 2009), sédo capazes de produzir um amplo espectro de doencas
nos seres humanos, desde infeccdo assintomatica, lesées cutaneas, e também
formas desfigurantes como leishmaniose mucocutaneia, ou formas potencialmente
fatais como a leishmaniose visceral (Grimaldi & Tesh, 1993), nos paises em
desenvolvimento sédo relatados a cada ano 1,5 milhdes de novos casos para a
leishmaniose cutdnea e 500 mil para leishmaniose visceral (WHO, 2010
http://www.who.int/leishmaniasis/burden/magnitude/burden_magnitude/en/index.html
Sakthianandeswaren et al.,2009).

Transmitida para seus hospedeiros vertebrados através da picada do
flebotomineo fémea estes englobam cerca de 30 espécies diferentes ao longo do
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mundo. Das espécies de Leishmania, vinte sao patogénicas para os seres humanos
(Lainson & Shaw; 1987).

A leishmaniose cutanea (LC) é causada por L. major, L. tropica e L. aethiopica
no Velho Mundo, e L. mexicana, L. braziliensis e no Novo Mundo. A LC é
caracterizada pelo desenvolvimento de lesées ulcerosas na pele, que duram varios
meses e pode apresentar cura espontanea (Grimaldi & Tesh, 1993; Hepburn, 2000;
Murray et al., 2005).

A forma visceral (LV) é caracterizada por uma infecgao sistémica do figado e
baco (Murray et al., 2005), Causada pelas espécies: L. donovani, L. infantum
(Grimaldi & Tesh, 1993; Murray et al., 2005; Mauricio et al., 2000).

A forma muco-cutanea (LMC) desenvolve-se como uma complicagdo da LC,
com parasitas disseminando-se atraves do sistema linfatico para colonizar o trato da
mucosa. Esses pacientes sofrem de Ulceras destrutivas da mucosa, desfigurado-os
de forma permanente (Grimaldi & Tesh, 1993; de Oliveira et al., 2009).

O tipo cutaneo difusa manifesta-se quando a forma cutédnea se dissemina em
pacientes com imunidade defeituosa das células T. Este tipo de infeccao responde
muito mal aos medicamentos provocando feridas ou Ulceras por todo corpo (Grimaldi
& Tesh, 1993).

1.3.2 - Apicomplexa

A malaria € um grave problema de saude mundial, resultado de uma infec¢ao
de parasitas do género Plasmodium. Plasmodium falciparum e P. vivax causam a
maioria dos casos de malaria em humanos, com P. falciparum, sendo o mais
patogénico. Sao transmitidos por mosquitos infectados do género Anopheles
(Haldar & Mohandas 2009). E, além disso, algumas diferencas na dinamica de
Anopheles spp. permitem que o P. vivax seja transmitido em regides com climas
temperados, onde ndo séo toleradas transmissées do P. falciparum (Galinksi &
Barnwell, 2008; Carlton et al., 2008).

E a doenca parasitaria mais prevalente no mundo, a cada 40 segundos uma
crianga morre de maldaria no continente africano, resultando em uma perda diaria de
mais de 2.000 vidas de jovens em todo o mundo. Metade da populacdo do mundo
estd em area de risco transmissdo de malaria, e dos 243 milhdes de casos,
ocorridos em 2008, foram registrados 863 mil ¢&bitos (WHO, 2008;
http://www.who.int/malaria/en/). Estas estimativas tornam a maléria uma das trés

principais formas de dbito entre as doencas transmissiveis (Sachs & Malaney, 2002).
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Dentre os plasmodios que infectam predominantemente os seres humanos o
P. falciparum é o maior responsavel pelos casos da malaria no mundo (Wellems et
al., 2009). O P. vivax, agente causador da malaria vivax, é a segunda espécie mais
comum entre as quatro espécies de Plasmodium que podem causar malaria em
humanos, entretanto a morbidade causada por esta doenca nao pode ser
considerada irrelevante, apesar de seu apelido de "maléria ter¢a benigna” (Galinski
& Barnwell, 2008; Carlton et al., 2008), pois estima-se que ocorram anualmente 35
milhdes de casos desta doenca em todo o mundo (Park el at., 2009).

Essa doenca nado esta distribuida uniformemente. O padrdo global de
transmissdo da maléria sugere uma doencga centrada nos trépicos, mas com alcance

em regides subtropicais nos cinco continentes (Sachs & Malaney, 2002).

Espécies de protozodrios parasitas dentro do género Eimeria (Apicomplexa),
normalmente infectam as células do intestino epitelial de um numero grande de
hospedeiros e sdo responsaveis pela doenca coccidiose (McDonald & Shirley, 2009).
Sao as principais espécies de protozoarios de aves com importancia na
agroindustria, pois a coccidiose acarreta a perda de peso e o aumento do nimero de
mortes em aves jovens. Constitui uma das doencas infecciosas de maior importancia
econ6mica na avicultura industrial mundial, tanto em granjas de frango de corte,
matrizes e aves de postura (Kawazoe 2000), nos quais 0s prejuizos associados a
coccidiose chegam a US$ 1,5 bilhdes/ano (Danforth; Ruff 1999).

Existem poucos estudos referentes a genotipagem destes parasitos, do
género Eimeria, a maioria dos estudos baseia-se na utilizacdo de marcadores para a
identificacdo especifica deste género através de PCR (Schnitzler et al., 1999,
Meireles et al., 2004) ou RAPD (Fernandez et al., 2003).

1.4 — Genes Homodlogos e seu uso ha genotipagem

O conceito de homologia foi herdado da Boténica e da Zoologia, e foi
introduzido por Richard Owen em 1843. Neste contexto, a homologia era utilizada
para definir 6rgdos que possuiam a mesma origem (mas nao necessariamente a
mesma funcéo), enquanto que 6rgaos que possuiam origens diferentes, porém
funcbes semelhantes (como a asa do morcego e da borboleta) eram denominados
analogos (Fig 1.1). Este conceito foi introduzido na Biologia Molecular por Walter
Fitch em 1970. Genes homdlogos sdo genes que possuem uma mesma funcao e
origem comum. Dentro dessa conceituagdo, desdobram-se duas subcategorias
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principais: os genes ortblogos e paralogos. A busca por sequéncias similares
(possivelmente homologas) de um produto génico ou protéico recém-sequenciado ja
€ pratica corriqueira da pds-genémica. Confrontando as sequéncias génicas e seus
produtos contra diversos bancos de dados disponiveis na Internet, podemos
assinalar estrutura e fungao hipotéticas (Koonin, 2005).

Homologia X Analogia

Hom

Figura 1.1: Exemplos de estruturas homoélogas e andlogas. A mdo humana e a asa do
morcego sado exemplos de estruturas homodlogos, pois compartiham a mesma origem,
entretanto a asa do morcego e a asa da borboleta ndo compartilham uma origem comum
entretetando possuem fungdes idénticas, sendo denominados de estruturas analogas.

A identificacédo correta de ortélogos e paralogos € de importancia central para
0s aspectos funcionais e evolutivos da genémica comparativa (Koonin et al., 2004).
Existem diversos métodos para identificacao de genes ortdlogos e paralogos. Alguns
baseiam-se em métodos filogenéticos como a comparagao de arvores de genes com
arvores da espécie (Storm & Sonnhammer, 2002), outros em métodos estatisticos
de agrupamento (clusterizacdo) (Remm et al., 2001; Enright et al., 2002; Li et al.,,
2003); no entanto a maioria dos métodos utiliza a andlise da similaridade de
sequéncias como passo inicial. A similaridade de sequéncias, no entanto, ndo é por
si s6 inferéncia direta de ortologia e/ou paralogia. Segundo Koonin & Galperin
(2003), a similaridade, principalmente em niveis mais baixos, para ser inferéncia
confiavel de homologia deve atender um ou mais dos seguintes requisitos: (i) a
similaridade deve estender-se por um trecho consideravel da sequéncia, segundo
critérios conhecidos como aqueles utilizados pelo algoritmo da ferramenta BLAST -
Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990; 1997); (ii) quando

similaridade entre as sequéncias for baixa, o0 mesmo padrao de residuos de
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aminoacidos similares sdo encontrados em varias sequéncias nos alinhamentos
multiplos; (iii) o padrdo de similaridade das sequéncias reflete a semelhanga entre
estruturas experimentalmente determinadas das respectivas proteinas ou ao menos
corresponde a elementos chave de tal estrutura. Diversos estudos envolvendo a
identificacdo ortélogos/paralogos deram origem a varias ferramentas e bancos de
dados como INPARANOID, OrthoDisease, OrthoMCL, COG/KOG (O’Brien et al.,
2004, 2005; Li et al., 2003; Tatusov et al.,1997, 2003), que empregam a busca de
similaridade entre as sequéncias para a determinagcao de homologias. A construgéo
de grupos de ortdlogos/paralogos permite demonstrar a importancia do papel da
transferéncia horizontal de genes na evolucao dos procariotos, expansoes e perdas
de genes em diversas linhagens na evolugao da vida (Tatusov et al,. 2000; 2001;
2003; Blair et al., 2005; Natale et al., 2000-a). Além disto, estes estudos envolvendo
genes homdlogos permitiram ainda determinar um nivel de conservagdo de
sequéncias entre as espécies, mais elevado do que se tinha imaginado, permitindo
assim a compreensao da dindmica dos genes homdlogos na evolugdo dos

organismos.
Homaologos
A
I 4 ]
Ortologos Ortélogos
Paralogos .
\ A ~ |
' - |
A A
o " r “~
Sapo galinha (J Rato (/ Rato ]5 galinha |5 Sapo [5
(L= Cadeia |§ Cadeia
\ L ”
Duplicacdo génica
Gene da globina

Figura 1.2: Exemplo das relacbes de homologia, ortologia e paralogia utilizando o gene
da hemoglobina. Genes Ort6logos e paralogos sédo dois tipos de sequéncias homologas.
Ortologia descreve genes em diferentes espécies que derivam de um ancestral comum.
Paralogia descreve genes homdélogos dentro de uma espécie que divergiram por
duplicacao génica

(Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/Orthology.html).
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1.4.1 - Genes Paralogos

Genes paralogos (Fig. 1.2) sdo resultantes de um processo de duplicacdo
génica, e tendem a evoluir em novas funcdes (Koonin et al., 2004). O estudo de
genes paralogos traz a compreensao da evolucao dos organismos. Em 1970, Ohno
propbée em seu livro, Evolution by Gene Duplication, que tao qual se inicia o
processo de duplicagdo dos genes, a pressao de selecdo sobre um destes genes
diminui, de modo a possibilitar a evolucdo do mesmo para incorporar novas
funcionalidades ao genoma do organismo, ou seja, apds um processo de duplicacao
génica a nova copia fica livre para acumular mutacoes e desenvolver novas fungdes
contribuindo para a diversificagdo funcional do gene. No entanto, teorias mais
avancadas, propdem o relaxamento da pressédo sobre as duas copias, e a divisdo da
funcdo ancestral entre as duas copias, podendo haver a incorporacao de novas
fungbes por quaisquer uma dessas cépias — fendbmenos denominados sub-
funcionalizacao e sub-neofuncionalizagéo, respectivamente (Makarova et al., 2005;
Koonin, 2005).

1.4.2 — Genes Ortélogos

Genes ortblogos (Fig 1.2) sdo aqueles descendentes de um gene presente no
ultimo ancestral em comum as duas espécies comparadas. Tipicamente, ocupam o
mesmo nicho funcional em diferentes organismos (Koonin et al., 2004). Sua
definicdo inclui duas declara¢des distintas, importantes de serem levadas em
consideracao. Em primeiro lugar, a exigéncia de um unico gene ancestral é central
ao conceito de ortologia, em segundo lugar, a definicdo especifica da presenca de
um gene ancestral no ultimo ancestral comum das espécies comparadas, ao invés
de um gene ancestral, arbitrario, mais antigo. Certamente, esta definicdo assume a
existéncia de um ancestral comum distinto das espécies comparadas, uma
proposicao, por vezes contestada para procariontes devido a alta incidéncia de
transferéncia horizontal de genes (Horizontal Gene Transfer ou HGT), que apesar de
parecer l6gico ndo esta incluido na definicdo de ortologia (Makarova et al., 2005;
Koonin, 2005).

Uma propriedade dos genes ortdlogos € que estes normalmente
desempenham fungdes equivalentes nos respectivos organismos (evita-se a
expressao "fungdes idénticas" uma vez que em contextos biolégicos diferentes, as
funcées podem ndo ser necessariamente as mesmas). Enfatizado a assimetria das
relacdes entre ortologia e funcao: genes ortélogos na maioria das vezes tém funcoes
equivalentes, mas o inverso nao é verdadeiro, pois é bastante comum situacées em
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que funcdes equivalentes sdo realizadas por proteinas nao-ortélogas, como por
exemplo, o recrutamento de genes ndo-ortélogos para fungdes equivalentes em
organismos diferentes, entretanto ndo é correto referir-se a genes ortélogos
funcionais, porém é correto afirmar que genes ortélogos tem a mesma funcéo.
(Koonin, 2005).

A identificagdo de genes ortélogos tornou-se uma ferramenta importante na
transferéncia de funcao de genes experimentalmente caracterizados para genes
recém-sequenciados devido ao fato de ortélogos geralmente conservarem a fungao
ancestral. A conservagao dessas fungdes deve-se ao fato destas serem de grande
importancia biolégica para o organismo, além disto, este gene serd conservado
enquanto: (i) apresentar funcao bioldgica importante para o organismo, (i) nao
ocorrer a duplicacdo deste gene, ou ainda, (iii) ndo houver aquisicdo de um gene
que realize a mesma fungao (Notebaart et al., 2005; Koonin, 2005).

1.5 — Grupos de Ortélogos e os Bancos COG e KOG

(Tatusov et al., 2003).

O banco de dados COG (Grupos Ortolégos de Procariotos) foi concebido
como uma tentativa de classificar proteinas de genomas completamente
sequenciados com base no conceito da ortologia (Tatusov et al, 2000). As
aplicacbes mais importantes do COG sao anotacéo funcional dos genomas recém
sequenciados e analises evolutivas em larga escala, além disso, decifrar relacdes de
ortologia e paralogia entre os genes é importante para os aspectos funcionais e
evolutivos da genbémica (Tatusov et al., 2003).

Levando-se em consideracdo a existéncia de relacionamentos ortdlogos de
“‘um para muitos” e “muitos para muitos”, a tarefa de identificar ortélogos foi
redefinida como uma delimitacdo de grupos de genes ortélogos (COG). Cada COG
consiste de genes ortélogos individuais ou de grupos paralogos de trés ou mais
linhagens filogenéticas. Em outras palavras, quaisquer duas linhagens diferentes de
proteinas que pertencem ao mesmo COG séo ortdlogos. Para cada COG individual,
assume-se que este pode ter evoluido a partir de um gene ancestral, através de uma
série de eventos de especiacao e duplicacdo. Para a construgao inicial destes COG,
17.967 proteinas codificadas por sete genomas completos tiveram suas sequéncias
comparadas entre si, e, para cada proteina, o melhor resultado (hit) reciproco obtido
com uma busca de similaridade realizada com o programa BLAST (BET) em cada
um dos genomas foi detectado (Tatusov et al., 1997).

13



Introducao Tschoeke, D. A.

A abordagem para a identificacdo de conjuntos de proteinas ortélogas com
base no agrupamento de BET consistentes foi implementada na cole¢do de COG. O
protocolo de construcdo do COG incluiu no um procedimento automatico para a
deteccdo que define candidatos de ortélogos, separacdo manual dos varios
dominios de proteinas em dominios de componentes, e subsequente verificacao e
anotacao (Tatusov et al., 2003).

A identificacdo de COG baseou-se consistentemente nestes padrdes do
grafico de BET. O mais simples e o mais importante destes padroes € um triangulo,
que € formado tipicamente por genes ortélogos (Fig 1.3) (Tatusov et al., 1997), ou
seja, cada COG comega como um conjunto de proteinas que surgem como
melhores hits reciprocos de pelo menos trés genomas divergentes apds uma
comparacao de sequéncias de “todos-contra-todos” (Natale et al., 2000-b).

KatG

YKRO66C sl1987

Fig 1.3: Tridngulo de ortdlogos formados por BET, COG minimo. Origem das
proteinas: KatG, Escherichia coli; sll1987, Synechocystis sp.; e YKR066¢c, Saccharomyces
cerevisiae. Note que todos os BET sao simétricos (Tatusov et al., 1997)

A classificacdo de proteinas codificadas em um genoma sequenciado é
fundamental para fazer com que as informacdes do genoma sejam Uteis para
estudos funcionais e evolutivos. Para facilitar tais estudos, o banco do COG foi
dividido em 17 grandes categorias funcionais, incluindo uma classe para a qual
existe apenas uma previsao geral funcional (Tatusov et al., 2001).

O sistema COGnitor permite anotacdo automatica funcional e filogenética de
genes e conjuntos de genes. No processo utilizado para a construcao do banco de
dados COG, o critério para acrescentar provaveis ortélogos de outros genomas do
COG é baseado na coeréncia entre os relacionamentos observados. Uma proteina é
comparada ao banco de dados de sequéncias de proteina de genomas completos e
sendo incluida em um COG quando apresentar pelo menos dois BET. Para a
construgdo do banco COG utilizou-se proteinas codificadas a partir de genomas
completos, porém nédo é exigéncia de que proteinas recém-incluidas ao banco COG
também sejam provenientes de um genoma completo (Tatusov et al., 1997).
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O banco de dados é acompanhado pelo programa COGnitor, que atribui a
novas proteinas, tipicamente de novos genomas sequénciados, um COG existente
(Tatusov et al., 2000). Além disso, esse programa foi desenvolvido para prever a
atribuicao adequada a um grupo COG, se houver, a uma dada sequéncia da
proteina (Natale et al., 2000).

Novos membros podem ser adicionados ao banco de dados COG usando o
programa COGnitor, baseado na mesma idéia da coeréncia entre melhores hits
especificos entre genomas. Se uma sequéncia de proteina, quando comparada com
0 banco de dados COG, obtém dois ou mais de déi melhores hits (BET) para um
dado COG, a proteina em questdo € um candidato a membro do grupo COG
(Tatusov et al., 2000). Além disto, o programa COGnitor original, descrito por
Tatusov e colaboradores em 1997, usava como Unico critério para a atribuicdo de
novas proteinas a grupos COG, os melhores hits especificos (BET) em mudltiplos
genomas. Na nova versdo, de 2001, foi introduzida uma estimativa de probabilidade
(e-value) na qual a proteina consultada foi atribuida aleatoriamente a um grupo
COG.

Atualmente, a Colecdo do COG é constituida por 138.458 proteinas, que
formam 4.873 COG e abrange 75% das 185.505 proteinas codificadas em 66
genomas de organismos unicelulares (Tatusov et al., 2003). O conjunto KOG
(Eukaryotic Orthologous Groups), ou grupos de ortélogos de eucariéticos ortélogos é
formado por proteinas de sete genomas eucariéticos, consiste em 4852 grupos de
ortélogos, que incluem 59.838 proteinas, ou aproximadamente 54% dos 110.655
produtos génicos de eucariotos analisados (Tatusov et al., 2003).

1.6 - Genes Ortologos Universais

Os genes ortélogos universais foram descritos no trabalho de Ciccarelli e
colaboradores (2006). E, Neste trabalho foram selecionados 168 genomas
procariotos e 23 genomas eucariotos, sequenciados até margco de 2005, totalizando
191 genomas. Foram identificados neste trabalho 36 genes codificantes que
estavam presentes em todos estes genomas, sendo nomeados genes Ortélogos
Universais (OU).

Estes OU foram mapeados utilizando como referéncia as sequéncias contidas
no banco de dados de grupos de genes ortélogos (COG) e empregados no presente
trabalho, pois fazem parte de todos os organismos estudados até entao, facilitando a
construcdao de um sistema integrado de genotipagem para protozoarios patogénicos.
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Vale ressaltar, que todos esses genes dos OU fazem parte do processo de traducao
de proteinas, categoria J do COG.

Os estudos de genotipagem de alta acuracia/resolugcao sao muito importantes
para estudos de epidemiologia molecular e consequentemente, a
genotipagem/caracterizacao apropriada de patégenos é de grande ajuda na adocao

de tratamentos/terapias adequadas e eficazes.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo geral:

Desenvolvimento, teste e disponibilizagdo de um sistema para a genotipagem

multi-locus de protozoarios patogénicos.

2.2 - Objetivos especificos:

- Desenvolvimento e execucao de um pipeline para o desenho de iniciadores a partir

de alinhamentos multiplos, utilizando e integrando ferramentas existentes.

- Teste de um ensaio de genotipagem multi-locus para caracterizacdo molecular de
protozodrios patogénicos.

- Criacao e execucdo de um pipeline para anotagdo de sequéncias de DNA,
empregando e ligando ferramentas ja existentes.

- Construgao e implementacao de um sistema baseado na web para genotipagem,

envolvendo desenho de iniciadores, anotacao por similaridade, anélises evolutivas e
filogenéticas.
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3 — Material e Métodos

No intuito de manter uma melhor organizacdo do texto, a secdo Material e
Métodos foi dividida em duas partes, sendo a primeira referente a parte de
desenvolvimento em bioinformatica e a segunda referente a parte de analises de

biologia molecular.
3.1 — Bioinformatica

3.1.1 - Selecao dos genes OU para a genotipagem

Os genes escolhidos para a genotipagem foram os genes ortélogos universais
(OU) identificados por Ciccarelli e colaboradores (2006), que utilizaram um total de
191 genomas completos de procariotos e eucariotos. Os COG referenciados aos OU
e escolhidos para a genotipagem estéo citados no quadro 3.1 a seguir.

Quadro 3.1: Descrigdo dos genes ortélogos universais com as suas respectivas referéncias
ao COG, e a abreviatura utilizada para cada COG.

Descricao do gene ortélogo universal COG referenciado ﬁtlzlritza\:c?;ura
GTPase predita COG0012 GTPase
Phenilalanil-tRNA sintetase subunidade alfa COGO0016 pheS
Arginil-tRNA sintetase C0OG0018 argS
Proteina Ribossomal S12 COG0048 rpS12
Proteina Ribossomal S7 COG0049 rpS7
Proteina Ribossomal S2 COG0052 rpS2
Isoleucil-tRNA sintetase COG0060 isoleS
Proteina Ribossomal L11 COG0080 rpL11
Proteina Ribossomal L1 COG0081 rpL1
DNA-direta RNA polimerase subunidade beta COG0085
Proteina Ribossomal L3 COG0087 rpL3
Proteina Ribossomal L22 COG0091 rpL22
Proteina Ribossomal S3 COG0092 rpS3
Proteina Ribossomal L14 COG0093 rpL14
Proteina Ribossomal L5 COG0094 rpL5
Proteina Ribossomal S8 COG0096 rpS8
Proteina Ribossomal L6 COG0097 rpL6
Proteina Ribossomal S5 COG0098 rpS5
Proteina Ribossomal S13 COG0099 rpS13
Proteina Ribossomal S11 COG0100 rpS11
Proteina Ribossomal L13 CcOGo0102 rpL13
Proteina Ribossomal S9 COG0103 rpS9
Histidil-tRNA sintetase CcOGo124 hisS
Methionil-tRNA sintetase COG0143 metS
Seril-tRNA sintetase COGo172 serS
Proteina Ribossomal S15P/S13E COGo0184 rpS15P/S13E
Proteina Ribossomal S17 COG0186 rpS17
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Proteina Ribossomal L16/L10E COG0197 rpL16/L10E
Proteina Ribossomal L15 COG0200 rpL15
Pré-proteina translocase subunidade SecYa COG0201
DNA-direta RNA polimerase subunidade alfa C0OG0202 DNA-RNA pol
Proteina Ribossomal L18 COG0256 rpL18
Leucil-tRNA sintetase COG0495 leuS

Proteina Ribossomal S4 COGo0522 rpS4
Valil-tRNA sintetase COG0525 valS

GTPase (familia G3E) COG0533

3.1.2 — Identificacao dos OU em protozoarios.

As espécies utilizadas para a realizacdo desse trabalho foram: Eimeria spp.,
Leishmania major, L. braziliensis, L. infantum, L. mexicana, Trypanosoma brucei, T.
cruzi, T. vivax, Plasmodium falciparum e P. vivax, e foram escolhidos por serem
protozodrios de importdncia médica ou veterinaria.

As sequéncias de DNA dos OU foram identificadas nos genomas dos
protozoarios disponiveis publicamente no GenBank/RefSeq
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide), através de consultas utilizando operadores
boleanos e légicos.

As sequéncias obtidas foram armazenadas nos computadores do Laboratério
de Biologia Computacional de Sistemas do Instituto Oswaldo Cruz.

3.1.3 — Validacao dos OU em protozoarios utilizando o COGnitor/ KOGnitor

Considerando que a selecdo das sequéncias dos genes listados no quadro

3.1 foi realizada com base na busca da descricdo dos mesmos, foi imprescindivel
validar tais sequéncias através das seguintes etapas:

a) Traducao das sequéncias de DNA em proteina, utilizando o programa
Transeq do pacote EMBOSS, versao 6.1 (Rice et al. 2000), pois para o
desenhos dos iniciadores é necessario a sequéncia em nucleotideo. A
traducdo das sequéncias foi necessaria, pois os aplicativos COGnitor e
KOGnitor trabalham somente com este tipo de sequéncia.

b) Utilizacdo do aplicativo COGnitor/KOGnitor (Tatusov et al., 1997; 2003) do
NCBI. (http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/old/xognitor.html e
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/grace/kognitor.ntml), para assinalar a
qual grupo COG/KOG pertence a sequéncia analisada.

c) Verificacdo se os valores de e-value obtidos eram menores do que o valor
de corte selecionado (1e-5).

d) Verificagdo se os valores de score apresentados eram maiores do que o

valor de corte selecionado (50).
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e) Comparacao da descricao da sequéncia fornecida, com a descricdo do
resultado fornecido pelo COGnitor/KOGnitor.

f) Verificagdo final de todos os parametros para confirmar, ou néo, se a
sequéncia inicial de protozoario fornecida pertencia ao OU universal em
questao.

A validagédo das sequéncias foi necessdria, para confirmar a veracidade da

anotacao das sequéncias, evitando desta maneira a utilizacdo de sequéncias com

anotacao incorreta.

3.1.4 - Construcao dos alinhamentos multiplos.

Apobs o processo de validagao, as sequéncias nucleotidicas dos protozoarios
foram utilizadas para a construcdo dos alinhamentos multiplos dos OU. O programa
Mafft (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) (Katoh et al., 2005) foi
utilizado para a realizacdo dos alinhamentos multiplos de cada grupo de OU
identificados nos protozoarios. Para este passo, antes de construir os alinhamentos,
0 programa realiza a analise da distancia evolutiva entre as sequéncias e opta pela
melhor matriz de substituicdo para os dados. Um fator considerado para construcao
dos alinhamentos multiplos, que levou a utilizagédo do programa Mafft foi sua eficacia
e seu reduzido tempo de processamento quando comparado a outros programas de
alinhamentos multiplos de sequéncias (Essoussi et al., 2008).

Para a visualizacdo dos alinhamentos multiplos construidos foi utilizado o
programa JalView (Waterhouse et al., 2009) que permite visualizar as regides mais
conservadas dos alinhamentos, ao colorir essas regides de forma diferenciada,

auxiliando o usuario a escolher as melhores posi¢cdes para o desenho de iniciadores.

3.1.5 — Obtencao dos blocos conservados dos OU em protozoarios

Para a obtencdo dos blocos conservados dos alinhamentos dos OU em
protozoarios, foi utilizado o programa Gblocks versao 0.91 (Castresana, 2000) que
analisa cada posicao do alinhamento. Caso a posicao analisada apresente um valor
minimo de conservacao, passa a ser considerada, integrando assim, um bloco
conservado.

Neste trabalho foram utilizados como parametros para o Gblocks, blocos de
tamanho minimo de 15 nucleotideos, podendo haver falhas (gaps) nas posicdes dos
alinhamentos. Além disso, empregou-se o0 Gblocks para a obtencdo dos blocos
conservados, pois o0 programa explora a possibilidade de usar meétodos

computacionais que excluem segmentos do alinhamento que possuem muitas

20



3 — Material e Métodos Tschoeke, D. A.
posicoes variaveis ou gaps, com o objetivo de construir alinhamentos mais

apropriados para reconstrucao filogenética (Castresana, 2000) além de remover as
regibes problematicas, que possuem muitos gaps e pouca conservagao das
sequéncias nucleotidicas, dos alinhamentos de acordo com o numero de regras
definidas como o tamanho minimo dos blocos, ou a ocorréncia de falhas (gaps)

nessas regides conservadas (Tavalera e Castresana, 2007).

3.1.6 — Geracao da sequéncia consenso dos OU em protozoarios

A sequéncia consenso pode ser gerada a partir do alinhamento multiplo das
sequéncias (obtidas no item 3.1.4) ou a partir do alinhamento dos blocos
conservados (obtidos no item 3.1.5), utilizando-se o programa cons do pacote
EMBOSS versédo 6.1 (Rice et al., 2000), que calcula uma sequéncia consenso a
partir de um alinhamento mdultiplo de sequéncias, de modo que o0s pesos das
sequéncias e uma matriz sdo empregados para calcular a pontuacdo para cada
nucleotideo em cada posicdo no alinhamento, criando um consenso nao
degenerado, onde a base que apresentar o maior valor de pontuacao (score) para
cada posicdo do alinhamento (residuo) € escolhida como a base consenso
(http://emboss.sourceforge.net/apps/release/5.0/emboss/apps/cons.html).

3.1.7 — Desenhos dos iniciadores

O programa utilizado para o desenho dos iniciadores foi o Primer3 versao
1.1.4, que originalmente foi desenvolvido para mapeamento genémico de larga
escala, pois considera muitos fatores e aceita diversos parametros que especificam
quais iniciadores sao aceitaveis, escolhendo dentre estes quais os melhores
iniciadores que devem ser empregados (Rozen & Skaletsky, 2000).

Os critérios utilizados para o desenhos dos iniciadores encontram-se

descritos no quadro 3.2:

Quadro 3.2: Parametros definidos e utilizados no programa Primer3 para o desenho dos
iniciadores.

Temperatura de Tm minima do iniciador 60°C
Temperatura de Tm maxima do iniciador 68°C
Temperatura de Tm 6tima do iniciador 64°C
Conteudo de GC minimo do iniciador 20%
Conteudo de GC maximo do iniciador 80%
Tamanho minimo do iniciador 17 bases
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Tamanho maximo do iniciador 26 bases
Tamanho étimo do iniciador 20 bases
Tamanho padréo dos produtos gerados 500 bases em média
Variacao do tamanho dos produtos gerados 250 a 1000 bases

Foram empregados valores mais elevados para a temperatura de melting
(TM), temperatura esta em que a metade dos iniciadores encontra-se pareado a
sequéncia alvo, pois os iniciadores em questdo sdo degenerados e, sendo assim
ocorre uma diminuicdo desta temperatura. Além disso, a escolha dos valores dos
produtos gerados teve como base o fato de que fragmentos deste tamanho podem
ser sequenciados de uma Unica vez, através do método de sequenciamento capilar
Sanger.

Ao final do processo, todos os iniciadores desenhados foram analisados pelo
programa Primer3, e suas caracteristicas como estabilidade da por¢do 3’ dos
iniciadores, formacao de dimeros, formagédo de algas ou de estruturas secundarias
indesejaveis foram conferidas. Posteriormente foi realizada uma busca manual de
cada iniciador nos alinhamentos gerados, visando averiguar se 0 mesmo era parte
integrante das regides conservadas nos alinhamentos gerados, e, finalmente, caso
alguma posi¢éo do iniciador apresentasse alguma base polimérfica no alinhamento,
a sequéncia do iniciador fou degenerada para que esta variagdo fosse contemplada,
possibilitando a amplificacdo dos genes que possuem essa variagao.

Foi realizada uma busca por similaridade das sequéncias dos iniciadores no
banco de nucleotideos do GenBank (versao 177.0), utilizando-se o programa BlastN,
para avaliar se os iniciadores desenhados apresentaram: (i) hits significativos com
0s genes e regides esperadas nas cinco espécies de protozoarios sob estudo, (ii)
hits significativos com possiveis contaminantes em um ensaio multiplex, como por
exemplo genoma humano ou de bactérias, e (iii) erros de pareamento ("mismatch")
na regiao 3' dos iniciadores com cepas ou isolados de espécies de protozoarios nao
contemplados neste estudo.

Foi realizada a construcdo de um pipeline com o intuito de automatizar os
processos, em funcdo da grande quantidade de sequéncias que precisaram ser
validadas e da grande quantidade de iniciadores necessarios para este projeto,
sendo que as sequéncias geradas, utilizando os iniciadores desenhados com o
pipeline, através do sequenciamento dos produtos de PCR purificados foram

armazenadas para posterior analise e validacao.

22



3 — Material e Métodos Tschoeke, D. A.

3.1.8 - Pipeline

O Pipeline (fig. 3.1), escrito em linguagem de programacao Perl, interconecta
0s programas citados anteriormente, e compreende o0s passos de validacdo das
sequéncias dos genes, passando pelos alinhamentos multiplos, descobrimento dos
blocos conservados e pela criacdo das sequéncias consenso baseadas nos
alinhamentos multiplos das sequéncias inteiras, e/ou somente dos blocos
conservados e finalizando com o desenho dos iniciadores candidatos. Cabe
ressaltar que esse Pipeline foi construido de forma modularizada, permitindo a
execucao caso necessario, de apenas alguns programas.

Apbés a anotacdo manual das sequéncias, pode-se optar em executar
diretamente o pipeline ARPA (Automatic Reconstruction of Phylogenomic Analysis)
ou PEDRO (Pipeline for Evolutionary Data ReconstructiOn), selecionando uma
destas opgoes. O pipeline ARPA foi desenvolvido pela Dra. Kary Ocafa (Ocafa et
al., 2009) e realiza andlises filogenéticas, e o pipeline PEDRO foi desenvolvido pela
Dra. Luisa Rona Pitaluga (Rona et al., 2010) e executa analises evolutivas de taxa
de selecdo génica. Ao realizar este procedimento, selecionando estas opcgdes,
automaticamente o arquivo multi-fasta gerado pelo pipeline de anotagéo é utilizado
como dado de entrada para que estas sequéncias sejam analisadas pelos pipelines
ARPA e PEDRO.

Multi-fasta de entrada |::> Validagéio

s

Construcaodos
> alinhamentos
multiplos I:

Obtencio dos Geraz:éo da
blecos ) sequéncia

conservados CONSenso

\._.I =

Desenhos dos
iniciadores

NS

Testes in vitro (PCR)

Figura 3.1: Esquema da metodologia utilizada para a obtencao dos iniciadores. Que
se inicia com um arquivo multi-fasta de entrada, passando pela validagao das sequéncias,
alinhamento multiplo, obtengédo dos blocos conservados, geracado das sequéncias consenso
e obtencao dos iniciadores possiveis.
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3.1.9 - Desenvolvimento do sistema baseado na web para genotipagem

Foi criado um sistema baseado na web (fig. 4.2), que interconecta (i) pipeline
de desenho de iniciadores, (ii) andlise de similaridade com os produtos de PCR
sequenciados, e (iii) andlises de filogenia e evolucdo molecular usando os sistemas
ARPA e PEDRO, utilizado o framework de desenvolvimento para a internet Ruby on
Rails versdo 2.3.5 (web), gratuito e de cddigo aberto que permite a criacao de
aplicacbes web de forma dinamica e elegante utilizando a linguagem de
programacao Ruby versao 1.8.

Para a criagdo do /ayout empregou-se uma mistura de programacado HTML
(HyperText Markup Language) e Ruby, gerando arquivos conhecidos como erb
(embeded ruby). Para a construcdo da caixa de texto, onde é possivel colar as
sequéncias em formato Fasta, utilizou-se o comando ruby: <%=text_area_tag%>; na
criagdo das caixas de selec¢do, foi utilizado o codigo: <%=check_box_tag%>; e para
a selecao do formato de arquivo que o usuario gostaria de usar para gerar 0s
iniciadores, foi utilizado o comando: <%=select_tag%>.

3.2 - Biologia Molecular

Os 63 iniciadores desenhados com o pipeline, que podem ser visualizados na
tabela 4.5, foram utilizados nos experimentos de Biologia Molecular deste projeto,
para as reacdes da polimerizacdo em cadeia (PCR) e sequenciamento de DNA.

3.2.1 — Extracao de DNA gendémico

Para a extracdo do DNA gendmico dos organismos do género Leishmania,
utilizou-se cultura de parasitos em fase estaciondria de crescimento, gentilmente
cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular de Parasitas e Vetores da Dra. Yara
Maria Traub-Cseko (IOC/FIOCRUZ) e pelo Laboratério de Pesquisas em
Leishmaniose cedidas pela Dra. Elisa Cupolillo. Para extracdo do DNA de
Plasmodium falciparum, utilizou-se sangue extraido de macaco Saimiris com alta
parasitemia, gentilmente cedido pelo Laboratério de Pesquisas em Malaria do Dr.
Claudio Ribeiro (IOC/FIOCRUZ).

O protocolo utilizado na extragdo do DNA supramencionados seguiu as

seguintes etapas:
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a) Os parasitos foram lavados em PBS (1X) estéril, com os seguintes
reagentes e concentracdes finais: NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2.7
mM, posteriormente centrifugados por 12 minutos a 15.000 x g.

b) Retirou-se o sobrenadante, adicionou-se novamente PBS e centrifugou-se
a 15.000 x g por 12 minutos.

c) Como o sobrenadante ainda apresentava-se turvo, mais uma vez o
sobrenadante foi retirado, e adicionou-se PBS com nova centrifugacéo a
15.000 x g por 12 minutos.

d) Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e o precipitado de
parasitos transferido para um tubo de 1,5 ml.

e) Procedeu-se a extragdo do DNA genbémico dos parasitos com o Kkit
NuCleoSpin ® tissue da Macherey-Nagel.

O DNA gendmico de Trypanosoma cruzi foi gentiimente cedido pelo
Laboratério de Protozoologia do Prof. Dr. Edmundo Carlos Grisard (UFSC). O DNA
gendmico de Plasmodium vivax foi cedido pela estudante de Doutorado Ana Cristina
Bahia Nascimento do Laboratério de Biologia Molecular de Parasitas e Vetores
(IOC/FIOCRUZ), e o DNA de Eimeria spp., cedido pelo Laboratério do Prof. Glauber
Wagner, MSc. (UNOESC).

Posteriormente, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado
com brometo de etidio, com os DNA, a fim de se verificar a concentragéo e possivel
degradacao deste material.

3.2.2 - PCR singleplex

A PCR singleplex foi realizada utilizando-se o DNA gendmico dos parasitos:
Eimeria tenella; Leishmania major, L. chagasi, L. mexicana e L. braziliensis;
Plasmodium falciparum, P. vivax, Trypanosoma brucei, T. cruzie T. vivax, e cada um
dos pares de iniciadores desenhados pelo pipeline.

Todas as reacgbes foram preparadas para o volume final de 25 pl por tubo de
reacdo. O quadro 3.3 apresenta os reagentes utilizados, suas concentracoes iniciais,
finais e o volume utilizado para cada reacédo da PCR singleplex.

Quadro 3.3: Reagentes utilizados nas reacdées da PCR singleplex, com suas
concentracdes iniciais, finais e os volumes utilizados.

Reagentes Reagentes Volume em pl para
(Concentracéo inicial) (Concentracéo final) | 1 reacao de 25 pl
H20 B 1 5
Tampéo da Tag+Kcl (10X) 1X 2,5
MgCl, (25 mM) 2 mM 2

25



3 — Material e Métodos Tschoeke, D. A.

DNTP's (10 mM) 0,2 mM 0,5
DNA (ng/ul) 50 ng/pl 1
Iniciador Forward (5 pmol/ul) 0,4 pmol/ul 2
Iniciador Reverse (5 pmol/ul) 0,4 pmol/ul 2
Taq DNA polimerase

(Fermentas® Recombinante) 0,026 0,13

Para cada amostra, 20 yl do MIX (H.0+ Tampao da Taq polimerase com Kcl +
MgCl, + DNTP) foi homogeneizado com um pl de DNA, dois pl do iniciador forward e
dois pl iniciador reverse. Eventualmente os volumes de DNA, e dos iniciadores
(forward e reverse) variaram de um a trés pl, e de um a dois pl, respectivamente.
Sempre se considerando o volume final da reacao de 25 .

O termociclador utilizado foi o modelo Veriti da Applied BioSystem, com o
seguinte esquema térmico de amplificacao:

5 min — 95°C

60s —>94°C

60 s — 50°C, ou 53°C, ou 54°C, ou 56°C 35 a 40 vezes

60s — 72°C

10 min — 72°C

A diferenca apresentada na temperatura de ligagdo dos iniciadores deve-se
ao fato de que os testes iniciais foram realizados com temperaturas menores e
menos estringentes, havendo a formagdo de alguns fragmentos inespecificos da
PCR, em funcédo disto, optou-se por aumentar a temperatura de ligacdo dos
iniciadores para que a formagao destes fragmentos inespecificos da PCR ficasse

diminuida.

3.2.3 - PCR multiplex

A PCR multiplex foi realizada utilizando como molde o DNA gen6mico dos
parasitos: L. major, L. chagasi, L. mexicana e L. braziliensis; P. falciparum, P. vivax,
T. cruzi e T. vivax, e 0s pares de iniciadores que apresentaram resultados
promissores na PCR singleplex, definidos pela amplificacdo de bandas unicas e
definidas.

Nos testes iniciais, empregaram-se dois pares de iniciadores por reacao para
um volume final de 25ul, cada amostra da PCR multiplex continha: 20 ul do MIX
(H20+ Tampéo da Taq DNA polimerase com Kcl + MgCl, + DNTP), um pl de DNA,
um pl de cada um dos iniciadores forward e um pl de cada um dos iniciadores
reverse. O quadro 3.4 abaixo, contém os reagentes utilizados, suas concentracdes
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iniciais, finais e o volume utilizado para cada reacdo da PCR multiplex com 2 pares

de iniciadores.

Quadro 3.4: Reagentes utilizados nas reagbes da PCR mutiplex com 2 pares de
iniciadores, com suas concentracdes iniciais, finais e os volumes utilizados, para reacao de
25 pl por tubo.

Reagente Reagentes Volume em pl para

(Concentracao inicial) (Concentracéao final) | 1 reacao de 25 ul
H.0 . 15
Tampéo da Tag+Kcl (10X) 1X 2,5
MgCI2 (25 mM) 2mM 2
DNTP's (10 mM) 0,4 mM 1
DNA (ng/ul) 50 ng/pl 1
Iniciador Forward 1 (5pmol/pl) 0,2 pmol/ul 1
Iniciador Forward 2(5pmol/ul) 0,2 pmol/ul 1
Iniciador Reverse 1(5pmol/ul) 0,2 pmol/ul 1
Iniciador Reverse 2(5pmol/ul) 0,2 pmol/ul 1
Taq DNA polimerase
(Fermentas® Recombinante) 0,026 0,13

Destes testes da PCR multiplex utilizando dois pares de iniciadores,
novamente, os que apresentaram resultados mais promissores (amplificacdo dos
dois produtos de tamanho esperado, bandas definidas e auséncia de bandas
inespecificas) foram selecionados para a realizacdo de novas reacoes, aumentando-
se 0 numero de iniciadores, chegando a um total de oito pares de iniciadores
possiveis por reacao.

Por questao de visualizagdo dos produtos de amplificagcao, foram preparadas
duas reacgbes da PCR multiplex em funcdo do tamanho dos produtos esperados,
pois os produtos da PCR possuem tamanhos semelhantes. Uma reagdo contendo
trés pares de iniciadores e outra contendo cinco pares de iniciadores, conforme os
quadros 3.5 e 3.6, e apos estes testes iniciais, a reacdo da PCR multiplex teve seu
volume final dobrado de 25 pl para 50 ul, este aumento foi realizado em funcao da
necessidade de se purificar os produtos obtidos desta rea¢do.O quadro 3.5 contém
as informagdes para a reacao da PCR multiplex, utilizando 3 pares de iniciadores,
para um volume final de 50 pl por reacao.

Quadro 3.5: Reacdo da PCR mutiplex de 50 pl por tubo. Reagentes utilizados nas
reacbes com trés pares de iniciadores, com suas concentrac¢des iniciais, finais e os volumes
utilizados.

Reagente Reagentes Volume em pl para 1
(Concentracao inicial) (Concentracéo final) reacdo de 50 ul
H20 - 14,66
Tampao da Tag+Kcl (10X) 1 5
MgCl, (25 mm) 2 4
DNTP's (10 mm) 0,4 2
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DNA (ng/ul) 65 ng/ul 6
Iniciador Forward 1 (5pmol/pl) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Forward 2 (5pmol/pl) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Forward 3 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Reverse 1 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Reverse 2 (5pmol/pl) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Reverse 3 (5pmol/pl) 0,3 pmol/ul 3
Taq DNA polimerase

(Fermentas® Recombinante) 0,0068 0,17

Para cada amostra da PCR multiplex, empregando trés pares de iniciadores,
26 ul do MIX (H.0+ Tampéao da Taq polimerase com Kcl + MgCl, + DNTP’s) foram
homogeneizados em seis ul de DNA, trés pl de cada um dos iniciadores forward e
trés ul de cada um dos iniciadores reverse, em um volume final de 50 ul. Sendo que
os trés produtos esperados para esta reacao apresentam: 523, 490 e 277 pares de
bases (pb). O quadro 3.6 abaixo contém as informagdes para a reacdo da PCR
multiplex, para um volume final de 50 pl por reagdo, utilizando cinco pares de
iniciadores.

Quadro 3.6: Reagentes utilizados nas reagées da PCR mutiplex com cinco pares de
iniciadores, com suas concentracgdes iniciais, finais e os volumes utilizados, para reacao de
50 pl por tubo.

Reagentes
Reagente (Concentragdo | Volume em pl para
(Concentracéo inicial) final) 1 reacéo de 50 pl
H.0 - 2,66
Tampao da Tag+Kcl (10X) 1 5
MgCl, (25 mm) 2 4
DNTP's (10 mm) 0,4 2
DNA (ng/ul) 65 ng/pl 6
Iniciador Forward 1 (5pmol/pl) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Forward 2 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Forward 3 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Forward 4 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Forward 5 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Reverse 1 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Reverse 2 (5pmol/ul) 0,3 pmol/ul 3
Iniciador Reverse 3 (5pmol/ul) 0,3 pmol/pl 3
Iniciador Reverse 4 (5pmol/ul) 0,3 pmol/pl 3
Iniciador Reverse 5 (5pmol/ul) 0,3 pmol/pl 3
Taq DNA polimerase 0,0068 0,17

Para cada amostra da PCR multiplex, utilizando cinco pares de iniciadores, 14
ul do MIX (H.0+ Tampéo da Taq polimerase com Kcl + MgCl, + DNTP’s) , foram
homogenizados a seis pl de DNA, trés ul de cada um dos iniciadores Forward e trés
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Ul de cada um dos iniciadores Reverse, para um volume final de 50 pl por reacao.
Sendo que o tamanho esperado dos fragmentos amplificados de: 603, 515, 412, 329
e 264 pb.

As reacbes da PCR multiplex foram realizadas no termociclador Veriti da
Applied BioSystem, seguindo protocolo abaixo:

5 min — 95°C

60s —>94°C

60s —>56°C °C 35 vezes

60s —72°C

10 min — 72°C

3.2.4 - Visualizacao dos produtos de PCR

Para a visualizagao dos produtos gerados pelas reagdes da PCR singleplex e
multiplex, foram utilizados géis de agarose 1,5% em tampao TAE (Tris-acetato 40
mM, EDTA 2mM, pH 8,5) corados pelo brometo de Etidio (a concentracao final de
0,1 1pg/ml). Os produtos foram resolvidos a 90V, 430 miliamperes por
aproximadamente 1 hora em uma cuba de eletroforese fabricada pela empresa
Lécus Biotecnologia, modelo LCH 13x15, e com uma fonte fabricada por Major
Science, modelo MP-3AP.

A visualizacao dos produtos de amplificacao foi realizada por exposicao a luz
UV em um Transilumnador BioAgency (Sistema EasyDoc 100).

As eletroforeses em gel de agarose utilizaram como padrdo de tamanho
molecular o marcador O ‘GeneRuler 100 pb DNA Ladder (Fermentas®).

3.2.5 — Sequenciamento dos produtos de PCR

Apbés a visualizacdo dos produtos no gel de agarose, aqueles que
apresentaram produto de amplificacdo Unico e de tamanho esperado, foram
purificados utilizando o protocolo do Kit de Purificacdo de PCR em coluna, Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) visando seu sequenciamento
conforme o descrito a seguir.

Para esse processo, 3 pl do produto de PCR purificado foram adicionados a
4.5 ul (3,2 pmoles) do seu respectivo iniciador forward ou reverse, e posteriormente
enviados a Plataforma de Sequenciamento PDTIS/Fiocruz e foram sequenciados em
sequenciador capilar ABI 3700, pelo método de Sanger somente uma fita do DNA

(forward ou reverse) em uma Unica passada.
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3.2.7 — Analise do sequenciamento dos produtos gerados pela PCR

A analise das sequéncias obtidas a partir do sequenciamento foi realizada da
seguinte maneira: realizou-se o download dos cromatogramas a partir da pagina da
internet da plataforma de sequenciamento PDTIS/Fiocruz, posteriormente realizou-
se uma limpeza das sequéncias empregando o programa Phred (Ewin et al., 1998;
Ewing & Green, 1998), onde retirou-se as pontas que possuiam baixa qualidade e as
bases que apresentaram qualidade menor que Phred 15.

A partir das sequéncias limpas realizou-se uma busca de similaridade usando
o BlastN (Altschul et al., 1990; 1997) contra o banco de dados contendo os genomas
de: L. major, L. infatum, L. braziliensis, L. mexicana, P. falciparum, P. vivax, T.
brucei, T. cruzi e T. vivax, utilizando como valores de corte para score 40 e para e-
value 1e-5. O banco foi construido para estas analises em margo de 2010 a partir
dos genomas disponiveis no TritrypDB
(http://tritrypdb.org/common/downloads/release-2.1/), totalizando 79177 sequéncias.
Este banco construido especificamente para estas analises, recebeu o nome de
TrypDBnt neste trabalho.

Posteriormente, realizou-se uma busca de similaridade usando o BlastN
contra o banco de dados de nucleotideos no NCBI (versao 177) utilizando como
valores de corte para score 40 e para e-value 1e-5. Apds este passo, nova busca de
similaridade usando o BlastX contra o banco de dados de proteinas do COG
(COGnitor) utilizando como valores de corte para score 40 e para e-value 1e-5.
Realizou-se com o programa BlastX uma busca de similaridade contra o banco de
dados de proteinas KOG (KOGnitor) utilizando como valores de corte para score 40
e para e-value 1e-5. E finalmente, uma busca de similaridade usando o BlastX
contra o banco de dados contendo os proteomas de L. major, L. infatum, L.
braziliensis, P. falciparum, P. vivax, T. brucei, T. cruzi e T. vivax, utilizando como
valores de corte para score 40 e para e-value 1e-5. O banco foi construido para
estas analises em marco de 2010 a partir dos genomas disponiveis no TritrypDB,
(http://tritrypdb.org/common/downloads/release-2.1/) totalizando 76593 sequéncias.
Este banco construido especificamente para estas analises recebeu o nome de
TrypDBaa neste trabalho.

Para agilizar o processo de limpeza e analise das sequéncias obtidas,
construiu-se um pipeline (Figura 3.2), desde a limpeza até a anotacdo das

sequéncias.
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Base-calling com
Cromatogramas Phred
BlastN BlastN BlastX BlastX BlastX
X X X X X
TrypDBnt Nt/GenBank COG-DB KOG-DB TrypDBaa
Mafftl( CIl_JStaI Caracterizagdo/Resultado
align: do Blast Parseado
Query X Bet
Hit Blast

Figura 3.2: Esquema do pipeline construido para a anotacao das sequéncias geradas
a partir do sequéncias dos produtos da PCR. Que se inicia com o base-calling a partir dos
cromatogramas, dando prosseguindo com as analises empregando os programas Blast,
Mafft e ClustalW, e os bancos de dados TryDB, GenBank/Nt e COG/KOG-DB.

3.2.8 — Construcao das arvores filogenéticas

Para a construcdo das arvores filogenéticas, fez-se uso dos métodos de
inferéncias empregados para as sequéncias geradas pela PCR e suas respectivas
sequéncias de referéncia em tripanosomatideos foram: Maxima Parciménia, Maxima
Verossimilhanga e Agrupamento de Vizinhos. Todos utilizando o teste estatistico
bootstrap com 1000 replicatas.

As sequéncias geradas neste trabalho através das reacbes da PCR
singleplex e multiplex dos organismos: Leishmania major, L. infatum, L. braziliensis,
L.mexicana, Trypanosoma brucei, T. cruzi e T. vivax, foram empregadas juntamente
com as sequéncias de referéncias para realizacdo das inferéncias filogenéticas,
sendo que estas sequéncias de reférencia foram obtidas a partir do melhor resultado
da busca de similaridade, utilizando o programa BlastN, contra do banco de dados
empregado no item 3.1.7, de maneira que as sequéncias geradas neste trabalho

serviram de entrada (query) para a realizagdo desta busca .
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4 - Resultados

4.1 - Obtencao das sequéncias e mapeamento dos OU no COG e KOG

Identificou-se quais sdo os ortélogos universais (OU) do estudo de Ciccarelli

(2006) que correspondem aos COG e KOG respectivos. Estas informacdes de

correspondéncia entre os COG e KOG foram gentilmente cedidas pelo Dr. Michael

Galperin do NCBI, as quais estao apresentadas no quadro 4.1. Além de informar o

numero de genes encontrados nos 168 genomas Procariotos e 23 Eucariotos.

Quadro 4.1: Lista dos COG e KOG correspondentes aos OU, seus respectivos
nomes, tamanhos médios, numero de genes encontrado em Procariotos e Eucariotos, € o
total de genes encontrados somando-se Procariotos com Eucariotos

Tamanho

Genes

Genes

Nome do . o . g Total de
o Nome do KOG/Descricao médio | Procario- | Eucario-
COG/Descricao (n.1) tos. tos. genes
COGO0012 / GTPase KOG1491 / GTP-de ligagao, proteina
Predita predita 1140 171 30 201
COGO0016 / Phenilalanil-
. KOG2783 KOG2472 KOG2783
tRNA sintetase . . ! 1269 168 42 210
subunidade alfa KOG2784 / Phenilalanil-tRNA sintetase
COGO0018 / Arginil-tRNA KOG1195 KOG4426 / Arginil-tRNA
sintetase sintetase 1644 175 45 220
, KOG1749 / 40S Proteina Ribossomal
C%%%g‘;g I Troe? | $23/KOG1750/ Proteina Ribossomal | 411 168 48 216
S12 Mitocondrial/Cloroplasto
COGO0049 / Proteina , .
Ribossomal S7 KOG3291 / Proteina Ribossomal S7 546 169 41 210
. KOG0830 / 40S Proteina Ribossomal SA
COC?‘.0052 / Proteina / KOG0832 Proteina Ribossomal S2 720 168 79 247
Ribossomal S2 ; )
Mitocondrial/Cloroplasto
COG0060 / Isoleucil- KOG0433 KOG0434 / Isoleucil-tRNA
tRNA sintetase sintetase 2868 172 42 214
KOG0886 / 40S Proteina Ribossomal
COGO0080 / Proteina S2/ KOG3257 Proteina Ribossomal L11 462 170 61 231
Ribossomal L11 Mitocondrial/Cloroplasto / KOG3504 /
60S Proteina Ribossomal L29
KOG1569 / 50S Proteina Ribossomal L1
COGO0081 / Proteina KOG1570 / 60S Proteina Ribossomal 690 168 61 209
Ribossomal L1 L10A /KOG1685 / Proteina conservada
nao-caracterizada
. KOG0214 /RNA polimerase Il, segunda
COG0085 / DNA-direta | 20 o\ 1 inidade/ KOG0215 / RNA
RNA polimerase . :
) polimerase Ill, segunda maior 3414 178 60 238
subunidade beta/ subunidade / KOG0216 / RNA
subunidade 140 kD . . .
polimerase |, segunda maior subunidade
KOGO0746 / 60S Proteina Ribossomal L3
COG0087 / Proteina e proteinas relacionadas / KOG3141 /
Ribossomal L3 Proteina Ribossomal L3 864 168 >4 222
Mitocondrial/Cloroplasto
, KOG1711 / Proteina Ribossomal L22
COLI0091 / Protelna | MitocondrialCloroplasto / KOG3353 / | 471 168 75 243
60S Proteina Ribossomal L22
COG0092 / Proteina , .
Ribossomal S3 KOG3181 / 40S Proteina Ribossomal S3 720 168 30 198
COGO0093 / Proteina KOGO0901 / 60S Proteina Ribossomal 390 168 4 209

32




4 — Resultados

Tschoeke, D. A.

Ribossomal L14

L14/L17/L23

COG0094 / Proteina

KOG0397 / 60S Proteina Ribossomal

. L11/ KOGO0398 / Proteina Ribossomal 546 169 36 205
Ribossomal L5 L5/L7 Mitocondrial/Cloroplasto
COGO0096 / Proteina KOG1754 / 40S Proteina Ribossomal
Ribossomal S8 S15/S22 333 168 55 223
. KOG3254 /Proteina Ribossomal L6
COBD097/ Proteina | Mitocondrial/Cloroplasto / KOG3255/ | 531 168 65 233
60S Proteina Ribossomal L9
. KOGO0877 / 40S Proteina Ribossomal S2
Coéfggjfoﬁn F:fées'”a / 308 Proteina Ribossomal S5 / 660 168 110 278
KOG2646 Proteina Ribossomal S5
COGO0099 / Proteina , .
Ribossomal S13 KOG3311 / Proteina Ribossomal S18 399 168 49 217
, KOGO0407 / 40S Proteina Ribossomal
C%%%ng rg er%tﬂ”a S14 / KOG0408 / Proteina Ribossomal | 435 169 51 220
S11 Mitocondrial/Cloroplasto
, KOG3203 / Proteina Ribossomal L13
C%%%L‘;ﬁ ! zlr otel"@ | Mitocondrial/Cloroplasto / KOG3204/ | 501 168 54 202
60S Proteina Ribossomal L13a
, KOG1697 / Proteina Ribossomal S9
COG0103 / Proteina | \riondrial/Cloroplasto / KOG1753 40S | 516 168 52 220
Ribossomal S9 ; )
Proteina Ribossomal S16
COGO0124 / Histidil-tRNA KOG1035 / elF-2alfa quinase GCN2
sintetase KOG1936 / Histidil-tRNA sintetase 1416 178 31 209
COGO0143 / Methionil- KOG0436 KOG1247 / Methionil-tRNA
tRNA sintetase sintetase 1938 180 35 215
COGO0172 / Seril-tRNA . .
sintetase KOG2509 / Seril-tRNA sintetase 1326 177 37 214
KOGO0400 / 40S Proteina Ribossomal
COG0184 / Proteina S13
Ribossomal S15P/S13E | KOG2815 / Proteina Ribossomal S15 462 168 41 209
Mitocondrial/Cloroplasto
KOG1728 / 40S Proteina Ribossomal
COGO0186 / Proteina S11
Ribossomal S17 KOG1740 / Proteina Ribossomal S17 366 170 46 216
Mitocondrial/Cloroplasto
KOGO0857 / 60s Proteina Ribossomal
COG0197 / Proteina L10
Ribossomal L16/L10E | KOGB3422 / Proteina Ribossomal L16 525 168 54 222
Mitocondrial/Cloroplasto
KOG0846 / Proteina Ribossomal
COG0200 / Proteina L15/L10 Mitocondrial/Cloroplasto
Ribossomal L15 KOG1742 / 60s Proteina Ribossomal 498 168 0 238
L15/L27
COGO0201 / Pré-proteina .
translocase subunidade KOG1373/ Prote|lna transporte Sec61, 1335 178 37 215
subunidade alfa
SecYa
. KOG1521 / RNA polimerase | e lll,
COG0202/ DNA-direta | o\ nidade RPA40/RPCA0 / KOG1522 /
RNA polimerase RNA poli Il subunidad 969 171 45 216
subunidade alfa /40 kD polimerase *, subunidade
POLR2C/RPB3
, KOGO0875 / 60S Proteina Ribossomal L5
C%%%iii ! er oelna | K0G3333/ Proteina Ribossomal L18 | 534 168 50 218
Mitocondrial/Cloroplasto
COGO0495 / Leucil-tRNA KOG0435 KOG0437 / Leucil-tRNA
sintetase sintetase 2562 172 43 215
. KOG3301 / Proteina Ribossomal S4
COG0522 / Proteina
oossomal S¢s | KOSKSE componenlepedine | o7 | e | w6 | a0
proteinas relacionadas ’ P
(snoRNP)
COGO0525 / Valil-tRNA KOG0432 / Valil-tRNA sintetase 2640 169 37 206
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sintetase
KOG2707 KOG2708 / metalo-protease
Coc(?cg?n?;ﬁ’a/ (égz?ses predita com atividade chaperona 1125 168 35 203
(RNAse H/HSP70 fold)

Obtivemos aproximadamente 380 sequéncias, considerando os 36 OU e 10
organismos: Eimeria spp., E. histolytica, L. major, L. infantum, L. braziliensis, P.

falciparum, P. vivax, Trypanosoma brucei, T. cruzie T. vivax.

4.2 - Construcao do Pipeline de analise e desenho de iniciadores

No intuito de reduzir o tempo gasto com as andlises das sequéncias, foi
desenvolvido um pipeline modularizado (Fig. 3.1 e Fig. 4.1) utilizando a linguagem
de programacéao Perl, que integra os programas Transeq, COGnitor/KOGnitor, Mafft,
Gblocks, Cons, Jalview e Primer3. A seta ao lado do nimero 1 (Fig. 4.1) indica onde
se inicia o processo, com a tradugdo das sequéncias de DNA em proteinas, com o
programa Transeq. Estas proteinas foram utilizadas na validacdo usando os
programas COGnitor e KOGnitor. Ap6s este passo de validagéo, foi realizada a
construgao dos alinhamentos multiplos com o programa Mafft, passada esta etapa,
partimos para a observagdo dos alinhamentos multiplos com o programa Jalview. A
geracao das sequéncias consenso, ocorre no passo numero 4, empregando 0O
programa Cons. O usuario ainda conta com a op¢ao de obter, a partir de um
alinhamento multiplo, os blocos conservados das sequéncias alinhadas com o
programa Gblocks. No passo numero 6 obtem-se os desenhos dos iniciadores pelo
programa Primer3, e encerrando o pipeline pode-se visualizar os resultados gerados
pelo programa Primer3. As etapas indicadas pelos nimeros de 1 a 7 estdo dentro do
programa. A ultima etapa (7) é realizada manualmente, pois é necessario observar
em qual posigcdo o iniciador foi desenhado, se esta regido é conservada, ou néo.
Quando necessario, é feita a degeneracdo da base, se a mesma apresentar
variacao, para que esta possa ser contemplada.
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Mafft para
o construiros
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Figura 4.1: Representagdo esquematica do Pipeline construido para o desenho dos
iniciadores. Iniciando com a selecdo dos OU, englobando a mineracao destes a partir do
GenBanl/RefSeq, até iniciar o pipeline do desenho de iniciadors propriamente dito, que
integra os programas Transeq, Mafft, Jalview, Cons, Gblocks e Primer3.

A figura 4.2 apresenta 0 esquema conceitual dos pipelines de geragdo de
iniciadores (a) e de anotacao de sequéncias (b), além do esquema utilizado para as
analises filogenéticas e evolutivas (c). Os esquemas representados em a, b, c,
podem ser executados de forma independente, porém foram desenvolvidos de forma
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a serem complementares. O resultado do sequenciamento desses genes serve
como entrada para o pipeline de anotacao (b), gerando como resultado a anotacéao
das sequéncias. Por fim, os multi-fasta anotados em (b) servem como entrada para o
esquema (c) que realiza as analises filogenéticas e evolutivas com os pipelines
ARPA, e PEDRO.

(b)

| Inicio HCmmatogramas/—e
AL

(a)

Base-callingcom
Phred

/ Multi-fasta de entrada /

L Construgdodos BIastN BIastN BlastX BIastX BIastX
Validagdo | alinhamentos X
mltiplos TrprBnt NthenBank COG-DB KOG-DB TrprBaa
/< F\ MafﬂlN //
align: AnotagadResultado do
Obtengio dos Geragio da QueryX Bet Hit Blast Parseado
blocos 3! sequéncia Blast :
conservados CONsSenso Sequenclas do
Fim produtos da PCR
anotados
Desenhos dos (C)

iniciadores

Multi-fasta de
entrada anotado

Andlises
Filogenéticas

S

Andlises
Evolutivas como

comoARPA PEDRO
Sequenciamento do / Resultados Filogéticos e /
produtos da PCR Evolutivos

Figura 4.2: (a) Esquema conceitual do pipeline construido para o desenho de

iniciadores (b) Esquema conceitual do pipeline construido para a anotacao das sequéncias
geradas a partir das reagdes da PCR com os iniciadores desenhados em (a). (c) Esquema
de analises filogenéticas e evolutivas utilizando as sequéncias anotadas em (b).

4.3 — Busca de OU nos Protozoarios

Partindo de aproximadamente 380 sequéncias (36 OU) de protozoarios
obtidas na primeira etapa, chegou-se ao final do processo de validagdo com 220
sequéncias, de 20 OU. Essas sequéncias de protozodarios foram validadas como
pertencentes aos COG/KOG de interesse, baseando-se na similaridade das
sequéncias e nos valores de e-value. Os 16 OU restantes, contabilizando 160
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sequéncias, nao foram validadas, pois ndo satisfizeram os valores de corte, e

apresentaram similaridade com outros COG/KOG.

Os 20 OU, que somam 220 sequéncias de protozoarios validadas, deram

origem aos alinhamentos mudltiplos,

construidos com o programa Mafft,

e

posteriormente, aos iniciadores, podem ser visualizados no quadro 4.2, que mostra

quais dos COG foram validados e se possuem o par de iniciadores desenhados.

Quadro 4.2: Numero dos COG/KOG, descricao dos COG/KOG referentes aos OU validados,

€ que possuem os iniciadores desenhados.

Numero COG/KOG

Descricao do COG/KOG

COG0016 / KOG2783 / KOG2472
/ KOG2783 / KOG2784

Phenilalanil-tRNA sintetase subunidade alfa / Phenilalanil-
tRNA sintetase

COG0018 / KOG1195 / KOG4426

Arginil-tRNA sintetase / Arginil-tRNA sintetase

COG0048/ KOG1749 /KOG1750

Proteina Ribossomal S12/ 40S Proteina Ribossomal S23 /
Proteina Ribossomal S12 Mitocondrial/Cloroplasto

COG0049 / KOG3291

Proteina Ribossomal S7/ Proteina Ribossomal S7

COG0052 / KOG0830 / KOG0832

Proteina Ribossomal S2 / 40S Proteina Ribossomal SA /
Proteina Ribossomal S2 Mitocondrial/Cloroplasto

COG0060 / KOG0433 / KOG0434

Isoleucil-tRNA sintetase / Isoleucil-tRNA sintetase

COG0080/ KOG0886 /KOG3257 /
KOG3504

Proteina Ribossomal L11 / 40S Proteina Ribossomal S2 /
Proteina Ribossomal L11 Mitocondrial/Cloroplasto / 60S
Proteina Ribossomal L29

COG0087 / KOG0746 / KOG3141

Proteina Ribossomal L3 / 60S Proteina Ribossomal L3 e
proteinas relacionadas /
Proteina Ribossomal L3 Mitocondrial/Cloroplasto

COG0092 / KOG3181

Proteina Ribossomal S3 / 40S Proteina Ribossomal S3

COG0093 / KOG0901

Proteina Ribossomal L14 / 60S Proteina Ribossomal
L14/L17/L23

COG0102 / KOG3203 / KOG3204

Proteina Ribossomal L13 / Proteina Ribossomal L13
Mitocondrial/Cloroplasto
/ 60S Proteina Ribossomal L13a

COG0124 / KOG1035 / KOG1936

Histidil-tRNA sintetase / elF-2alfa quinase GCN2 / Histidil-
tRNA sintetase

COG0143 / KOG0436 / KOG1247

Methionil-tRNA sintetase / Methionil-tRNA sintetase

COG0172 / KOG2509

Seril-tRNA sintetase / Seril-tRNA sintetase

COG0184 / KOG0400 / KOG2815

Proteina Ribossomal S15P/S13E /
Ribossomal S13
/ Proteina Ribossomal S15 Mitocondrial/Cloroplasto

40S Proteina

COG0200 / KOG0846 /KOG1742

Proteina Ribossomal L15 / Proteina Ribossomal L15/L10
Mitocondrial/Cloroplasto / 60s Proteina Ribossomal
L15/L.27

COG0202 / KOG1521 / KOG1522

DNA-direta RNA polimerase subunidade alfa / RNA
polimerase | e Ill, subunidade RPA40/RPC40
/ RNA polimerase |, subunidade POLR2C/RPB3

COG0495 / KOG0435 / KOG0437

Leucil-tRNA sintetase / Leucil-tRNA sintetase

COG0525 / KOG0432

Valil-tRNA sintetase / Valil-tRNA sintetase

COG0533 / KOG2707 / KOG2708

GTPases (familia G3E) / metalo-protease predita com
atividade chaperona (RNAse H/HSP70 fold)
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4 — Resultados Tschoeke, D. A.
Os 63 iniciadores foram submetidos a uma busca de similaridade através do

programa BlastN, e 60 dos iniciadores apresentaram como melhor resultado o OU e
a espécie para o qual foram desenhados, entretanto os iniciadores
COG0533_FORWARD, COG0533 REVERSE e COGO0525 F, ndo apresentaram
estes resultados, contudo também foram testados e obtiveram sucesso na
amplificacdo dos genes para os quais foram desenhados. A tabela completa com o
resultado da busca de similaridade dos 63 iniciadores desenhados, pode ser
visualizada no Anexo 1 deste trabalho.

Os iniciadores COG0018_FORWARD e COG0018_REVERSE; COG0048_F;
COG0049_FOWARD e COG0049_REVERSE; COGO0052_1_REVERSE,
COGO0052F; COGO0060F; COG0087_REVERSE; COGO0092F; COGO0093_
FORWARD; COGO0102_FORWARD; COG0172_FORWARD; COGO0184F e
COGO0184R; COG0200_FORWARD e COG0200_REVERSE;
COG0533_FORWARD, COG0525 F e COG0525 FORWARD, apresentaram
similaridade contra o genoma humano com valor de e-value maior que um e
representam 32% (20/63) dos iniciadores desenhados, e somente 0s iniciadores
COG0016_FORWARD, COGO0052R, COGO0080F, COG0080_FORWARD,
COG0143_FORWARD, COGO0172F, COGO0172_REVERSE, representando 11%
(7/63), apresentaram similaridade contra o genoma humano com valor de e-value
menor que um, o que pode gerar algum tipo de problema, pois existe a possibilidade
destes iniciadores amplificarem alvos inespecificos no genoma humano.

4.5 - Sistema baseado na web para a execucao do pipeline de genotipagem e
visualizacao dos resultados.

Foi construido um sistema baseado na web (Fig. 4.3), para a execucao do
pipeline de genotipagem, através do qual é possivel escolher qual pipeline o usuério
gostaria de utilizar: de desenho de iniciadores, de anotagéo, ou os pipelines ARPA
ou PEDRO. No pipeline do desenho de iniciadores (Fig. 4.4), o usuario insere suas
sequéncias em formato multi-fasta, ou faz o carregamento do seu arquivo em
formato multi-fasta, posteriormente escolhe os programas que gostaria de utilizar
marcando ou desmarcando-os, adiciona os parametros (valores de corte) para e-
value e score, que serdo utilizados na validagdo, e entdo seleciona com qual dos

arquivos gostaria de gerar seus iniciadores.
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Figura 4.3: Pagina de Internet construida para a execucao do pipeline de genotipagem via
web, onde é possivel optar em se utilizar o pipeline de desenho de iniciadores, o pipeline de
anotagao de sequéncias, ou aos pipelines ARPA e PEDRO. Quando o usuario seleciona
alguma destas opc¢odes, ele é redirecionado para a pagina que foi escolhida.
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Figura 4.4: Pagina de Internet para a insercao das sequéncias, configuracao dos
parametros e execugao do pipeline de desenho de iniciadores via web.O usuario pode colar
sua sequéncia na é&rea reservada para tal fim, ou enviar seu arquivo multi-fasta,
posteriormente seleciona quais programas gostaria de utilizar na analise, com qual tipo de
arquivo gostaria de gerar seus iniciadores, para entdo executar o pipeline selecionando o

botdo Execute Pipeline.
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A figura 4.5, mostra a tela de resultados gerados pelo pipeline de desenho de
iniciadores, onde é possivel visualizar os resultados de acordo com as configuracdes
que foram escolhidas no momento da execucao do pipeline. Sendo parte integrante
do sistema de genotipagem, quando o0 mesmo é executado via web.

T —

File Edit Wiew History Bookmarks Tools Help

=i - & ﬁ o [|http:ﬁlocalhost:3000fhomesfpipe|ine

[ Smart Bookmarks ~  [& Most Visited ~  §Getting Started [5]Latest BBC Headli...~ [&] Biowebdb org - Bi...
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|Input File: ‘ﬂ\e in

|Primer3 Result File: ‘Pr\mers

|COGnitor Result file: ‘COGnitor file
|KOGnitcr Result file: ‘KOGnitor file

|Protein file: ‘Protein file
|Sequences Validates: ‘Validates Seguences
View Mafft result with Jalview ‘ M

[View Mafft File Result Mafft File

|Consense sequence of Mafft ‘Consense file
|Conserved Blocks of Gblocks ‘Gblocks file

‘Open Conserved Blocks of Gblocks with Valview|| |5tart Jahiew
|Conserved Aligment ‘Gblocks file aligment
|Picture of Gblocks ‘Gblocks Picture
|Consense of Conserved GBlocks ‘Consemse of Gblocks file

To save a result file right-click the file link in the above table and choose "Save Target As".
run cognitor parameter: -a

e-value cutoff: -ele-5

score cutoffi -s50

run mafft parameter: -m

run consense parameter: -c

run gblocks parameter: -b

run gblocks consense parameter: -d

type of file primer3: use Consense of mafft file to run primer3
is verbose:

Results

Applet |alview started

Figura 4.5: P4agina de resultados gerados pelo pipeline de desenho iniciadores, onde se
pode visualizar os iniciadores gerados, o alinhamento multiplo das sequéncias que foram
utilizadas, os blocos conservados, a sequéncia consenso, e os resultados da validagdo das
sequéncias utilizando os programas COGnitor/KOGnitor.
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4 — Resultados Tschoeke, D. A.
Os iniciadores gerados com o pipeline de desenho de iniciadores sédo fornecidos ao

usuario como demonstrado abaixo (Fig. 4.7), onde a lista com todos os iniciadores gerados
e seus respectivos atributos podem ser capturados para uma avaliagao final realizada pelo
usuario.
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Figura 4.7: Visualizacdo dos iniciadores gerados, com o programa Primer3, pelo
Pipeline de desenho de iniciadores executado via web. Onde é possivel observar os
atributos dos iniciadores como a sequéncia do iniciador gerado, Tm do iniciador, tamanho do
produto gerado com os iniciadores.

A figura 4.8 abaixo mostra a tela do pipeline de anotacdo de sequéncias, que
faz parte do sistema de genotipagem, quando o0 mesmo € executado via web. Neste
pipeline de anotagdo o usuario carrega 0 arquivo contendo os cromatogramas,
escolhe os programas e os bancos que gostaria de utilizar para busca por

similaridade, marcando-os ou desmarcando-os, e entdo executa o pipeline.
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?) Pipeline for design primers - Moxzilla Firefox
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Execute Pipeline
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Run Blast

Run Blast NT

Run COGnitor

Run KOGnitor

Run BlastX
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Run Clustalw2

Figura 4.8: Pagina de Internet construida para a execucao do pipeline de anotacao
de sequéncias via web. Onde o usuario submete seu arquivo contento os eletroferogramas,
configura quais os programas gostaria de utilizar para a anotagéo por similaridade como o
Blast ou Cognitor, quais bancos gostaria de utilizar nesta busca de similaridade que sera
utilizada na anotagcédo das sequéncias, e se gostaria de alinhar suas sequéncias submetidas
com o melhor resultado encontrado pelo programa Blast utilizando os programas Mafft ou
Clustalw2. Para excutar o pipeline, ap6s selecionar os parametros desejados, o usuario
seleciona o botao Execute Pipeline.

4.6 - Resultados das reacoes da PCR singleplex

4.6.1 - PCR singleplex utilizando o DNA de Leishmania major como molde

A figura 4.9 abaixo apresenta o resultado da PCR singleplex, utilizando-se
como molde o DNA de Leishmania major para os genes: Phenilalanina-tRNA
sintetase subunidade alfa, Proteina Ribossomal S12, Proteina Ribossomal S2,
Proteina Ribossomal L3, Proteina Ribossomal L11, Proteina Ribossomal S83,
Proteina Ribossomal L14, Proteina Ribossomal L13, Histidil-tRNA sintetase,
Methionil-tRNA sintetase, Seril-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E,
Proteina Ribossomal L15; DNA-direta RNA polimerase subunidade alfa, Leucil-tRNA

sintetase, GTPases (familia G3E), Valil-tRNA sintetase, Isoleucil-tRNA sintetase. Os
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nameros entre parénteses representam o par de iniciadores utilizados, de acordo

com a tabela 4.3

Pente 1
P

1 11 12 13 14

Pente 2
B 15

0 R B S . =

—

Pente 4
Pl 5l B s 17l 8 1D

Figura 4.9: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR singleplex para Leishmania major.
Esta, corada com brometo de etidio, utilizando como molde o DNA de L. major. Pentes
namero um e dois utilizando temperatura de ligacdo a 53° C; e pentes niumero 3 e 4, PCR
utilizando como molde o DNA Leishmania major com temperatura de ligagédo a 56° C. P
representa o Padrdao de tamanho molecular 100pb; na linha 1: pheS(1); 2: rpS12(4) ; linha 3:
rpS2(9); 4: rpS2(6); 5: rpL3(14); linha 6: rpL11(13); 7: rpS3(16); 8: rpL14(16); linha 9:
rpL13(18); 10: hisS(20); 11: metS(21); 12: metS(22); linha 13: serS(24); 14: serS(23); 15:
rpS15P/S13E  (26); 16: rpL15(28); linha 17: rpL15(27); 18: DNA-RNA pol(29); 19:
rpS15P/S13E(25); 20: leuS(30); linha 21: GTPase(familia G3E)(31); 22: valS(33); 23:
valS(32); linha 24: isolS(11). Pentes nimero 3 e 4, PCR utilizando como molde o DNA L.
major com Temp. de ligacao a 56° C; P: Padrao de peso molecular 100bp; linha 1: pheS(1);
2: rpS12(4) ; linha 3: rpS2(9); 4: rpS2(6); 5: rpL3(14); linha 6: rpL11(13); 7: rpS3(16); 8:
rpL14 (16); linha 9: rpL13(18); 10: hisS(20); 11: metS(21); 12: metS(22); linha 13: serS(24);
14: serS(23); 15: rpS15P/S13E(26); 16: rpL15(28); linha 17: rpL15(27); 18: DNA-RNA
pol(29); 19: rpS15P/S13E(25); 20: leuS(30); linha 21: GTPase (familia G3E)(31); 22:
valS(33); 23: valS(32); linha 24: isolS(11).

A analise dos resultados do gel de agarose de Leishmania major (figura 4.9),
revelou que houve amplificacdo dos produtos da PCR dos seguintes pares de
iniciadores, sendo que todos apresentaram produtos da PCR do tamanho esperado.
Linha 1: par de iniciadores COG0016_FORWARD + COGO0016_REVERSE (gene
pheS) gerou um produto de 593 bases. Linha 3: produto obtido de 335 bases para o
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gene rpS2 (iniciadores COG0052F + COGO0052R). 5: obteve-se o produto para o par
COG0087_FORWARD + COG0087_REVERSE (referente ao gene rpL3) de 492
bases, conforme o esperado. Linha 6: gene rpL11 (COGO080F +
COGO0080_Reverse) fragmento de 515 bases. 7: rpS3 (COG0092F + COGO0092R)
obteve-se um produto de amplificacdo de 412 bases; 8: par de iniciadores
COGO0093F + COGO0093R (rpL14), produto com 434 bases. Linha 9: amplificacdo de
uma banda com 387 bases para o par COG0102_FORWARD +
COG0102_REVERSE (rpL13), conforme esperado. Linha 10: par COG0124F +
COGO0124R, relativo ao gene hisS, obteve-se um produto de 512 bases. 11: a banda
apresentou 490 bases para o gene metS (iniciadores COG0143_FORWARD +
COG0143_REVERSE), como esperado. Linha 12: par de iniciadores COG0143F +
COGO0143R (metS) apresentou um produto da PCR de 436 bases. 14: o fragmento
de 619 bases obtido com o par COG0172_FORWARD + COG0172_REVERSE
(serS) esta de acordo com o esperado. Linha 15: usou-se o par de iniciadores
COGO0184F + COGO0184R (rpS15P/S13E) e obteve-se um produto de 264 bases. 16:
para o gene rpL15 (COGO0200F + COGO0200R), a banda apresentou 485 bases, de
acordo com o esperado. Linha 17: fragmento produzido de 523 bases, utilizando-se
o par de iniciadores COG0200_FORWARD + COG0200_REVERSE (representando
o gene rpL15). 18: o par de iniciadores COG0202_FORWARD +
COG0202_REVERSE (DNA-RNA pol) gerou, conforme esperado, uma banda de
411 bases. Linha 19: gene rpS15P/S13E (par de iniciadores COG0184_FORWARD
+ COGO0184_REVERSE) produto gerado de 277 bases. 20: par
COG0495_FORWARD + COG0495_REVERSE (leuS), amplificacdo de uma banda
com 491 bases. Linha 21: gerou-se um fragmento de 787 bases para o gene da
GTPases (familia G3E family), de acordo com o esperado. 23: gerou-se um produto
de 968 bases, conforme o esperado, para o0 gene valS sintetase (iniciadores
COG0525_FORWARD + COG0525_REVERSE).

4.6.2 - PCR singleplex utilizando o DNA de Leishmania mexicana como molde
A figura 4.10 abaixo apresenta o resultado da PCR singleplex, utilizando-se
como molde o DNA de Leishmania mexicana para os genes: Phenylalanina-tRNA
sintetase subunidade alfa, Proteina Ribossomal S12, Proteina Ribossomal S2,
Proteina Ribossomal L3, Proteina Ribossomal L11, Proteina Ribossomal S83,
Proteina Ribossomal L14, Proteina Ribossomal L13, Histidil-tRNA sintetase,
Methionil-tRNA sintetase, Seril-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E,
Proteina Ribossomal L15; DNA-direta RNA polimerase subunidade alfa, Leucil-tRNA
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sintetase, GTPases (familia G3E), Valil-tRNA sintetase, Isoleucil-tRNA sintetase. Os
nameros entre parénteses representam o par de iniciadores utilizados, de acordo

com o quadro 4.3.

T S8 e e W2 928 a3

Figura 4.10: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR singleplex para Leishmania
mexicana. Esta, corada com brometo de etidio, utilizando como molde o DNA de L.
mexicana com 50° C de temperatura de ligacdo. P representa o Padrdo de tamanho
molecular 100pb; a linha 1: pheS(1); 2: rpS12(4) ; linha 3: rpS2(9); 4: rpS2(6); 5: rpL3(14);
linha 6: rpL11(13); 7: rpS3(16); 8: rpL14(16); linha 9: rpL13(18); 10: hisS(20); 11: metS(21);
12: metS(22); linha 13: serS(24); 14: serS(23); 15: rpS15P/S13E(26); 16: rpL15(28); linha
17: rpL15(27); 18: DNA-RNA pol(29); 19: rpS15P/S13E(25); 20: leuS(30); linha 21: GTPase
(familia G3E)(31); 22: valS(33); 23: valS(32); linha 24: isolS (11).

Ao analisarem-se os resultados do gel de Leishmania mexicana (figura 4.10)
houve amplificacdo dos seguintes pares de iniciadores, e todos apresentaram
produtos da PCR de tamanho esperado. Linha 1: par de iniciadores
COG0016_FORWARD + COG0016_REVERSE (pheS) gerou um produto de 593
bases. Linha 3: produto obtido de 335 bases para os iniciadores COGO0052F +
COGO0052R (rpS2), esta de acordo com o esperado. 5: obteve-se um produto, para o
par COG0087_FORWARD + COG0087_REVERSE (rpL3), de 492 bases. Linha 6:
gene rpL11 (COGO0080F+ COGO080R), com fragmento de 515 bases, conforme
esperado. 7: para o gene rpS3 (par COG0092F + COGO0092R) obteve-se um produto
de amplificacdo de 412 bases. 8: par COG0093F + COGO0093R (rpL14), gerou um
produto com 434 bases. Linha 9: amplificacdo de uma banda com 387 bases para o
par COG0102_FORWARD + COGO0102_REVERSE (rpL13), conforme esperado. 10:
para o gene hisS (COG0124F + COG0124R), obteve-se um produto de 512 bases.
Linha 11: a banda apresentou 490 bases, para os iniciadores COG0143_FORWARD
+ COGO0143_REVERSE (metS). Linha 12: par de iniciadores COGO143F +
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COGO0143R (metS) apresentou um produto da PCR de 436 bases, conforme
esperado. Linha 13: o fragmento gerado, com os iniciadores COGO0172F +
COGO0172R (serS), apresentou 603 bases. Linha 14: o fragmento de 619 bases
obtido com o par COG0172_FORWARD + COGO0172_REVERSE (serS), esta de
acordo com o esperado. Linha 15: empregou-se o par de iniciadores COG0184F +
COGO0184R (rpS15P/S13E) e obteve-se um produto de 264 bases. 16: para 0 gene
rpL15 (COGO0200F + COGO200R) a banda apresentou 485 bases, conforme
esperado. Linha 17: fragmento produzido de 523 bases, utilizando-se o par de
iniciadores COG0200_FORWARD + COG0200_REVERSE (rpL15). 18: o par de
iniciadores COG0202_FORWARD + COG0202_REVERSE (DNA-RNA pol) gerou
uma banda de 411 bases. Linha 19: o gene rpS15P/S13E (COG0184_FORWARD +
COGO0184_REVERSE), gerou um produto de 277 bases, de acordo com o esperado.
20: para o gene leuS (COG0495 FORWARD + COGO0495 REVERSE), houve
amplificacdo de uma banda com 491 bases. Linha 21: obteve-se um fragmento de
787 bases, para o gene da GTPase (familia G3E), com os iniciadores
COG0533 FORWARD + COG0533 REVERSE. 23: gerou-se um produto de 968
bases conforme o esperado, para o par de iniciadores COG0525 FORWARD +
COG0525_REVERSE (valS).

4.6.3 - PCR singleplex utilizando o DNA de Trypanosoma cruzi como molde

A figura 4.11 abaixo apresenta o resultado da PCR singleplex, utilizando-se
como molde o DNA de Trypanosoma cruzi para os genes: Phenilalanina-tRNA
sintetase subunidade alfa, Proteina Ribossomal S12, Proteina Ribossomal S2,
Proteina Ribossomal L3, Proteina Ribossomal L11, Proteina Ribossomal S3,
Proteina Ribossomal L14, Proteina Ribossomal L13, Histidil-tRNA sintetase,
Methionil-tRNA sintetase, Seril-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E,
Proteina Ribossomal L15; DNA-direta RNA polimerase subunidade alfa, Leucyl-tRNA
sintetase, GTPases (familia G3E), Valil-tRNA sintetase, Isoleucil-tRNA sintetase. Os
nameros entre parénteses representam o par de iniciadores utilizados, de acordo

com a tabela 4.3.
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17 B0 20 32122930 - 94

Figura 4.11: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR singleplex para Trypanosoma
cruzi. Esta, corada com brometo de etidio, utilizando como molde o DNA de T. cruzicom 50°
C de temperatura de ligacao. P representa o Padrdao de tamanho molecular 100pb; a linha 1:
pheS(1); 2: rpS12(4); linha 3: rpS2(9); 4: rpS2(6); 5: rpL3(14); linha 6: rpL11(13); 7: rpS3(16);
8: rpL14(16); linha 9: rpL13(18); 10: hisS(20); 11: metS(21); 12: metS(22); linha 13: serS(24);
14: serS(23); 15: rpS15P/S13E(26); 16: rpL15(28); linha 17: rpL15(27); 18: DNA-RNA
pol(29); 19: rpS15P/S13E(25); 20: leuS(30); linha 21: GTPase (familia G3E)(31); 22:
valS(33); 23: valS(32); linha 24: isolS(11).

Trypanosoma cruzi (figura 4.11), houve amplificacdo dos produtos da PCR, de
acordo com o tamanho esperado, para os seguintes pares de iniciadores. Linha 1: 0
par de iniciadores COG0016_FORWARD + COG0016 _REVERSE (pheS),
apresentou um produto de 593 bases. Linha 3: produto obtido de 335 bases, para os
iniciadores COGO0052F + COGO0052R (rpS2), conforme esperado. 5: obteve-se o
produto de 492 bases, para o par COG0087 _FORWARD + COG0087_REVERSE
(rpL3). Linha 6: gene rpL11 (COGO0080F+ COGO080R), fragmento de 515 bases, de
acordo com o esperado. 7: para o gene rpS3 (COGO0092F + COG0092R) obteve-se
um amplicon de 412 bases; 8: gene rpL14 (COG0093F + COGO0093R) produto com
434 bases. Linha 9: amplificagdo de uma banda com 387 bases, para o par
COG0102_FORWARD + COGO0102_REVERSE (rpL13), conforme esperado. 10:
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para o gene hisS (COG0124F + COGO0124R) obteve-se um produto de 512 bases.
Linha 11: a banda apresentou 490 bases, para o gene metS (COG0143_FORWARD
+ COGO0143_REVERSE). Linha 12: par de iniciadores COG0143F + COGO0143R
(metS) apresentou um produto da PCR de 436 bases, de acordo com o esperado.
Linha 13: o fragmento gerado com os iniciadores COG0172F + COG0172R (serS),
apresentou 603 bases. Linha 14: o fragmento de 619 bases obtido com o par
COG0172_FORWARD + COGO0172_REVERSE (serS) estd de acordo com o
esperado. Linha 15: empregou-se o par de iniciadores COG0184F + COGO0184R
(rpS15P/S13E), e obteve-se um produto de 264 bases. 16: para o gene rpL15
(COGO0200F + COGO200R), a banda apresentou, conforme esperado, 485 bases.
Linha 17: fragmento produzido de 523 bases, utilizando-se o par de iniciadores
COG0200_FORWARD + COG0200 REVERSE (rpL15). 18: o par de iniciadores
COG0202_FORWARD + COG0202_REVERSE (DNA-RNA pol) gerou uma banda
de 411 bases. Linha 19: o gene rpS15P/S13E (COG0184_FORWARD +
COG0184_REVERSE) apresentou um produto gerado de 277 bases. 20: para o
gene leuS (COG0495_FORWARD + COG0495_REVERSE), houve amplificacdo de
uma banda de tamanho esperado com 491 bases. Linha 21: fragmento de 787
bases para o par COG0533_FORWARD + COG0533_REVERSE (GTPases - familia
G3E). 22: 0 gene valS (COG0525F + COGO0525R) apresentou formagdo de banda
Unica, de tamanho de 548 bases conforme esperado. Linha 23: gerou-se um produto
de 968 bases, conforme o esperado, para o0 par de iniciadores
COG0525 FORWARD + COGO0525_REVERSE (valS). Linha 24: o gene isolS
(COGO060F + COGO060R) apresentou mais de uma banda, porém uma delas
possui 362 bases, conforme esperado.

4.6.4 - PCR singleplex utilizando o DNA de T. cruzi, L. major, L. chagasie L.
mexicana como moldes

A figura 4.12 abaixo apresenta o resultado da PCR singleplex, utilizando-se
como molde o DNA de T. cruzi; L. major, L. chagasi e L. mexicana para 0s genes:
Proteina Ribossomal S7, Proteina Ribossomal S2, Proteina Ribossomal L11,
Proteina Ribossomal S3, Histidil-tRNA sintetase. Os numeros entre parénteses
representam o par de iniciadores utilizados, de acordo com o quadro 4.3.
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Figura 4.12: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR singleplex para Trypanosoma
cruzi, Leishmania major, L. chagasi, L. mexicana. Esta, corada com brometo de etidio,
utilizando temperatura de ligagdo a 53° C. Utilizando com moldes os DNA de T. cruzi, L.
major, L. mexicana e L. chagasi. P representa o Padrdo de tamanho molecular 100bp; a
linha Linhas 1 a 5 utilizando como molde o DNA de T. cruzi linha 1: rpS7(5); linha 2:
rpS2(7); linha 3: rpL11(12); linha 4: rpS3(15), linha 5: hisS (19). Linhas 6 a 10, utilizando
como molde o DNA de L. major, linha 6: rpS7(5); linha 7: rpS2(7); linha 8: rpL11(12); linha
9: rpS3(15), linha 10: hisS(19).Linhas 11 a 15, utilizando como molde o DNA de L.
mexicana, linha 11: rpS7(5); linha 12: rpS2(7); linha 13: rpL11(12); linha 14: rpS3(15), linha
15: hisS(19). Linhas 16 a 20, utilizando como molde o DNA de L. chagasi, linha 16:
rpS7(5); linha 17: rpS2(7); linha 18: rpL11(12); linha 19: rpS3(15), linha 20: hisS(19).

A analise da figura 4.12 demonstrou que: Na linha 1, para o gene rpS7
(COG0049 FORWARD + COG0049 REVERSE) obteve-se produto de 329 bases.
Linha 2: 402 bases, para o fragmento gerado, pelo par de iniciadores
COGO0052_1_FORWARD + COGO0052_1_REVERSE (rpS2). Linha 3: o gene rpL11
(COG0080_FORWARD + COG0080_REVERSE) gerou um produto de 571 bases,
conforme esperado. Linha 4: gene rpS3 (COG0092_FORWARD +
COG0092_REVERSE) gerou, de acordo com o esperado, um produto de 215 bases.
Linha 5: o produto de 295 bases, gerado pelo par COG0124_FORWARD +
COG0124 REVERSE (hisS) estd de acordo com o esperado. Na linha 6: par de
iniciadores COG0049_FORWARD + COG0049 REVERSE (rpS7) gerou um produto

de 329 bases. Linha 7: 402 bases para o fragmento gerado pelo gene rpS2
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(COGO0052_1_FORWARD + COG0052_1_REVERSE), conforme esperado. Linha 9:
o par COG0092_FORWARD + COGO0092_REVERSE gerou um produto de 215
bases para o gene rpS3. Linha 10: o produto de 295 gerado pelo par
COG0124 FORWARD + COG0124 REVERSE (hisS) esta de acordo com o
esperado. Linha 11: para o gene rpS7 (COG0049 FORWARD +
COG0049_REVERSE), houve um produto gerado de 329 bases. Linha 12: 402
bases para o fragmento gerado pelo gene rpS2 (COG0052_1_FORWARD +
COGO0052_1 REVERSE). Linha 13: iniciadores COG0080 FORWARD +
COG0080_REVERSE (rpL11) geraram um produto de 571 bases, conforme
esperado. 14: par de iniciadores COG0092_FORWARD + COG0092_REVERSE
(rpS3), obteve-se um produto de 215 bases. Linha 15: o produto de 295 gerado para
o gene hisS (COG0124 _FORWARD + COG0124 REVERSE), esta de acordo com o
esperado. Linha: 16: para o gene rpS7 (COG0049 FORWARD +
COG0049_REVERSE) produto de 329 bases, de acordo com o esperado. Linha 17:
402 bases, para o fragmento gerado pelo par de iniciadores
COG0052_1_ FORWARD + COGO0052 REVERSE (rpS2). Linha 18: iniciadores
COG0080_FORWARD + COG0080_REVERSE (rpL11), geraram um produto de 571
bases, conforme esperado. Linha 19: o gene rpS3 (COG0092_FORWARD +
COG0092_REVERSE) gerou um produto de 215 bases. Linha 20: o produto de 295
bases, gerado pelo gene hisS (COG0124_FORWARD + COG0124 REVERSE) esta
de acordo com o esperado.

4.6.5 - PCR singleplex utilizando o DNA de L.braziliensis como molde

A figura 4.13 abaixo apresenta o resultado da PCR singleplex, utilizando-se
como molde o DNA de L. braziliensis para os genes: Proteina Ribossomal L11,
Proteina Ribossomal S3, Seril-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E,
Proteina Ribossomal S7, Methionil-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal L15. Os
nameros entre parénteses representam o par de iniciadores utilizados, de acordo

com o quadro 4.3.
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Figura 4.13: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR singleplex para Leishmania
braziliensis. Esta, corada brometo de etidio, utilizando como molde o DNA de L. braziliensis
com temperatura de ligagdo a 56°C. P representa o Padrdo de tamanho molecular 100pb;
linha 1: rpL11(13); linha 2: rpS3(16); linha 3: serS(24); linha 4: rpS15P/S13E(26); linha 5:
rpS7(5); linha 6: metS(21); linha 7: rpL15(27); linha 8: rpS15P/S13E(25).

Ao analisar o resultado dos gel de agarose de Leishmania braziliensis (figura
4.13) houve amplificacdo dos seguintes pares de iniciadores, e todos apresentaram
produtos da PCR de tamanho esperado. Linha 2: rpS3 (COG0092F + COGO0092R)
obteve-se um amplicon de 412 bases, conforme esperado; linha 3: o fragmento
gerado, com os iniciadores COG0172F + COG0172R (serS), apresentou 603 bases.
Linha 4: empregou-se o par de iniciadores COG0184F + COGO0184R (rpS15P/S13E)
e obteve-se um produto de 264 bases; linha 5: rpS7 (COG0049_FORWARD +
COG0049_REVERSE) apresentou um produto de 329 bases; linha 6: a banda
apresentou 490 bases para o gene metS (COG0143_FORWARD +
COG0143_REVERSE), como esperado. linha 7: fragmento produzido de 523 bases,
utilizando-se o par de iniciadores COG0200_FORWARD + COG0200_REVERSE
(rpL15).  Linha 8: o gene rpS15P/S13E (COGO184 _FORWARD +
COG0184_REVERSE) apresentou um produto gerado de 277 bases, conforme

esperado.

4.7 - Resultados das reacoes da PCR multiplex utilizando 2 pares de

iniciadores.

4.7.1 - Leishmania major; PCR multiplex, utilizando dois pares de iniciadores
A figura 4.14 abaixo apresenta o resultado da PCR multiplex, utilizando-se
como molde o DNA de L. major, para os genes: Phenilalanina-tRNA sintetase

subunidade alfa, Proteina Ribossomal S2, Proteina Ribossomal S15P/S13E e
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Proteina Ribossomal L15, Leucil-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S7, Histidil-

tRNA sintetase, GTPases (familia G3E), Seril-tRNA sintetase, Valil-tRNA sintetase.
Os numeros entre parénteses representam o par de iniciadores utilizado, de acordo

com o quadro 4.3

Figura 4.14: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR multiplex para Leishmania
major. Esta, corada com brometo de etidio, utilizando temperatura de ligagédo a 53% C e
como molde o DNA de L. major. Cada set de iniciadores consiste de: uma reacao de PCR
Multiplex (M), e duas reagdes singleplex (S), corridas paralelamente. P representa o Padréo
de tamanho molecular 100pb; no Set1: linha 1: pheS(1) e rpS2(9); linha 2: pheS(1); linha 3:
rpS2(9); Set2: linha 4: rpS15P/S13E(26) e rpL15(28); linha 5: rpS15P/S13E (26); linha 6:
rpL15(28); Set3: linha 7: rpS15P/S13E(25) e leuS(30); linha 8: rpS15P/S13E(25); linha 9:
leuS(30); Set4: linha 10: rpL15(27) e rpS7(5); linha 11: rpL15(27); linha 12: rpS7(5); Set5:
linha 13: hisS(20) e GTPase (familia G3E)(31); linha 14: hisS(20); linha 15: GTPases (familia
G3E)(31); Set6: linha 16: serS(23) e hisS(19); linha 17: serS(23); linha 18: hisS(19); Set7:
linha 19: valS(32) e rpS2(7); linha 20: valS(32); linha 21: rpS2(7).

Houve amplificacdo dos dois produtos esperados para a reagdo da PCR
multiplex quando utilizou-se os pares de iniciadores: COG0200_FORWARD +
COG0200_REVERSE (rpL15) e COG0049_FORWARD + COGO0049 REVERSE
(rpS7) (linha 10), pois houve amplificacdo de 2 produtos do tamanho esperado, de
485 bases e 329 bases, respectivamente. E o resultado da soma dos iniciadores
COG0172FORWARD + COGO0172REVERSE (serS) COG0124 FORWARD +
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COGO0124 reverse 1 (hisS) (linha 16), que apresentou produtos de 619 bases e 295
bases, respectivamente, estando de acordo com os tamanhos esperados.

4.7.2 — Trypanosoma cruzi; PCR multiplex, utilizando dois pares de iniciadores

A figura 4.15 abaixo apresenta o resultado da PCR multiplex, utilizando-se
como molde o DNA de T.cruzi, para os genes: Phenylalanina-tRNA sintetase
subunidade alfa, Proteina Ribossomal S2, Proteina Ribossomal S15P/S13E e
Proteina Ribossomal L15, Leucil-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S7, Histidil-
tRNA sintetase, GTPases (familia G3E), Seril-tRNA sintetase, Valil-tRNA sintetase,
Proteina Ribossomal L11 e Proteina Ribossomal S3. Os numeros entre parénteses
representam o par de iniciadores utilizado, de acordo com o quadro 4.3.

Figura 4.15: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR multiplex para Trypanosoma
cruzi. Esta, corada com brometo de etidio, utilizando como molde o DNA de T. cruzi com
temperatura de ligacdo a 53°C. Cada set de iniciadores consiste de: uma reacdo de PCR
Multiplex (M), e duas reagbes singleplex (S), corridas paralelamente. P: Padrdo de peso
molecular 100pb; Set1: linha 1: pheS(1) e rpS2(9); linha 2: pheS(1); linha 3: rpS2(9); Set2:
linha 4: rpS15P/S13E(26) e rpL15(28) ; linha 5: rpS15P/S13E(26); linha 6: rpL15(28); Set3:
linha 7: rpS15P/S13E(25) e leuS(30); linha 8: rpS15P/S13E(25); linha 9: leuS(30); Set4:
linha 10: rpL15(27) e rpS7(5); linha 11: rpL15(27); linha 12: rpS7(5); Set5: linha 13: hisS(20)
e GTPases (familia G3E)(31); linha 14: hisS(20); linha 15: GTPases (familia G3E)(31); Set6:
linha 16: valS(33) e rpL11(12); linha 17: valS(33); linha 18: rpL11(12); Set 7: linha 19:
valS(32) e rpS3(15); linha 20: valS(32); linha 21: rpS3(15).
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Houve amplificacdo dos dois produtos esperados para a reagdo da PCR
multiplex quando se utilizou iniciadores: os pares COG0184 F + COG0184 R
(rpS15P/S13E) e COGO0200F + COGO200R (rpL15) na linha 4, pois a reacgao
apresentou 2 amplificacées, de 264 bases e 485 bases, respectivamente, possuindo
o tamanho esperado. Na linha 7 a reacdo utilizando-se o0s pares
COG0184_FORWARD + COG0184_REVERSE (rpS15P/S13E) e
COG0495 FORWARD + COG0495 REVERSE (leuS) apresentou 2 amplificacdes
de tamanho esperado, de 277 bases e 491 bases, respectivamente. Linha 10: os
pares COG0200_FORWARD + COG0200_REVERSE (rpL15) e
COG0049_FORWARD + COGO0049_REVERSE (rpS7), funcionaram pois houve
amplificacdo de 2 produtos do tamanho esperado, de 485 bases e 329 bases,
respectivamente. Na linha 13 onde se utilizou os iniciadores COGO0124F +
COGO0124R (hisS) e COG0533 FORWARD + COG0533 REVERSE (GTPases -
familia G3E), obteve-se 2 fragmentos, um deles possuindo 295 bases como
esperado para o par de iniciadores COGO0124F + COGO0124R, e o outro como
esperado para o par COG0533_ FORWARD + COG0533 REVERSE uma
amplificacdo de 787 bases. Para a linha 16 onde se utilizou os pares COG0525F +
COGO0525R (valS) e COG0080_F + COGO0080_REVERSE (rpL11), obteve-se 2
produtos de tamanho esperado. 584 bases para o par COG0525 F e R e 515 bases
para o par COG0O080 F e R. Finalmente, a reacdo formada pelos pares de
iniciadores  COG0525_FORWARD + COGO0525 REVERSE (valS) e
COG0092_FORWARD + COG0092_REVERSE (rpS3) (linha 19), apresentou uma
banda de 968 bases e outra de 215 bases, respectivamente, e ambas possuem o

tamanho esperado.
4.8 Reacoes de PCR multiplex utilizando cinco e trés pares iniciadores

A figura 4.16 abaixo apresenta o resultado da PCR multiplex com cinco pares
de iniciadores, utilizando-se como molde o DNA de Trypanosoma cruzi, T. vivax,
Plasmodium falciparum, P. vivax, Leishmania major, L. mexicana, L. braziliensis e L.
chagasi, para os genes: Proteina Ribossomal L11, Proteina Ribossomal S3, Seril-
tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E e Proteina Ribossomal S7. Os
nameros entre parénteses representam o par de iniciadores utilizados, de acordo

com a tabela 4.3.
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Figura 4.16: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, da PCR multiplex utilizando cinco pares
de iniciadores, para Trypanosoma cruzi (T.c.), T. vivax (T.v.), Plasmodium falciparum (P.f.),
P. vivax (P.v.), Leishmania major (L.ma.), L. mexicana (L.me.), L. braziliensis (L.b.) e L.
chagasi (L.c.). Esta, corada com brometo de etidio, utilizando temperatura de ligagéo de 56°
C para os genes rpL11(13), rpS3(16), serS(24), rpS15P/S13E(26) e rpS7 (5)e seus
respectivos pares de iniciadores. P representa o padrdo de peso molecular 100pb. Linha 1
reacdo da PCR multiplex utilizando como o DNA de T. cruzi. Linha 2: DNA molde de T.
vivax. Linha 3: DNA molde de P. falciparum. Linha 4: DNA molde de P. vivax. Linha 5: DNA
molde de L. major. Linha 6: DNA molde de L. mexicana. Linha 7: DNA molde de L. major.
Linha 8: DNA molde de L. chagasi. CN: controle negativo da reacao da PCR.

Ao analisar-se o resultado do gel de agarose da reagdo da PCR multiplex
(Fig. 4.16) utilizando 5 pares de iniciadores para os organismos Trypanosoma cruzi,
T. vivax, Plasmodium falciparum, P. vivax, Leishmania major, L. mexicana, L.
braziliensis e L. chagasi pode-se observar que: T. cruzi (linha 1) apresentou as 5
bandas de acordo com o tamanho esperado, de 603 bases para o par COG0172F +
COGO0172R (serS), 515 bases para o gene rpL11 (COGO080F +
COG0080_REVERSE), 412 bases para COG0092F + COGO0092R (rpS3). 329 bases
para COG0049_FORWARD + COG0049_REVERS (rpS7) e 264 bases para 0s
iniciadores COGO0184F + COGO0184R (rpS15P/S13E). P. falciparum, P. vivax e L.
major (Linhas 3, 4 e 5) apresentaram somente um fragmento de 264 bases para o
gene rpS15P/S13E (iniciadores COG0184F + COGO0184R). L. mexicana (linha 6)
apresentou 3 dos 5 produtos da PCR esperados, um produto de 603 bases para o
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par COG0172F + COGO0172R (serS), 515 bases para o gene rpL11 (COG0080F +

COG0080_REVERSE) e um fragmento de 264 bases para o gene rpS15P/S13E
(iniciadores COG0184F + COGO0184R). L. braziliensis (linha 7) também apresentou 3
dos 5 produtos da PCR esperados, um produto de 603 bases para o par COG0172F
+ COGO0172R (serS), 329 bases para COG0049 FORWARD + COG0049 REVERS
(rpS7) e 264 bases para os iniciadores COG0184F + COG0184R (rpS15P/S13E). L.
chagasi (linha 8) apresentou a formacdo de um produto 603 bases para o par
COGO0172F + COGO0172R (serS) e outro de 264 bases para o gene rpS15P/S13E
(iniciadores COG0184F + COGO0184R).

A figura 4.17 abaixo apresenta o resultado da PCR multiplex com trés pares

de iniciadores, utilizando-se como molde o DNA de Trypanosoma cruzi, T. vivax,
Plasmodium falciparum, P. vivax, Leishmania major, L. mexicana, L. braziliensis e L.
chagasi, para os genes: Methionil-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal L15 e
Proteina Ribossomal S15P/S13E. Os numeros entre parénteses representam o par
de iniciadores utilizados, de acordo com a tabela 4.3.

Figura 4.17: Eletroforese em gel de agarose 1,5%, da PCR multiplex utilizando trés pares de
iniciadores, para Trypanosoma cruzi (T.c.), T. vivax (T.v.), Plasmodium falciparum (P.f.), P.
vivax (P.v.), Leishmania major (L.ma.), L. mexicana (L.me.), L. braziliensis (L.b.) e L. chagasi
(L.c.). Esta, corada com brometo de etidio, utilizando temperatura de ligagédo de 56° C para
os genes metS(21) e rpL15 (27) e rpS15P/S13E (25) e seus respectivos pares de
iniciadores. P representa o padrao de peso molecular 100pb. Linha 1 reacdo da PCR
multiplex utilizando como o DNA de T. cruzi. Linha 2: DNA molde de T. vivax. Linha 3: DNA
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molde de P. falciparum. Linha 4: DNA molde de P. vivax. Linha 5: DNA molde de L. major.
Linha 6: DNA molde de L. mexicana. Linha 7: DNA molde de L. major. Linha 8: DNA molde
de L. chagasi. CN: controle negativo da reacao da PCR.

Ao analisar-se o resultado do gel de agarose da reacao da PCR multiplex
(Fig. 4.16) utilizando 5 pares de iniciadores para os organismos Trypanosoma cruzi,
T. vivax, Plasmodium falciparum, P. vivax, Leishmania major, L. mexicana, L.
braziliensis e L. chagasi pode-se observar que: T. cruzi e L. major apresentaram as 3
bandas do tamanho esperado, uma de 523 bases para o gene rpL15 (iniciadores
COG0200_FORWARD + COG0200_ REVERSE), um produto de 490 bases para o
par de iniciadores COG0143 FORWARD + COG0143 REVERSE (metS); e o
produto da amplificacdo da PCR para o par COG0184 FORWARD +
COG0184_REVERSE (rpS15P/S13E), apresentou um tamanho de 277 bases,
conforme esperado. L. major, L. braziliensis e L. chagasi apresentaram dois produtos
de amplificagdo, um deles de 523 bases para o gene rpL15 (iniciadores
COG0200_FORWARD + COG0200_REVERSE) e o outro de 277 bases para o par
COG0184_FORWARD + COG0184_REVERSE (rpS15P/S13E).

4.9 Reacoes de PCR singleplex utilizando o DNA de Homo sapiens como molde

A figura 4.18 abaixo apresenta o resultado da PCR singleplex, utilizando-se
como molde o DNA de Homo sapiens para os genes: Proteina Ribossomal L11,
Proteina Ribossomal S3, Seril-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E,
Proteina Ribossomal S7, Methionil-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal L15. Os
nameros entre parénteses representam o par de iniciadores utilizados, de acordo

com o quadro 4.3.
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Figura 4.18: Eletroforese em gel de Agarose 1,5%, da PCR singleplex para Homo sapiens.
Esta, corada brometo de etidio, utilizando como molde o DNA de L. braziliensis com
temperatura de ligagao a 56°C. P representa o Padrdao de tamanho molecular 100pb; linha 1:
rpL11(13); linha 2: rpS3(16); linha 3: serS(24); linha 4: rpS15P/S13E(26); linha 5: rpS7(5);
linha 6: metS(21); linha 7: rpL15(27); linha 8: rpS15P/S13E(25).

Ao analisar o resultado do gel de agarose de Homo sapiens (figura 4.18)
houve amplificacdo dos seguintes pares de iniciadores, e todos apresentaram
produtos da PCR de tamanho esperado. Linha 1: rpL11 (COGOO80F +
COGO0080_REVERSE) fragmento de 515 bases. Linha 2: rpS3 (COGO0092F +
COGO0092R) obteve-se um amplicon de 412 bases, conforme esperado; linha 3: o
fragmento gerado, com os iniciadores COGO0172F + COG0172R (serS), apresentou
603 bases. Linha 4: empregou-se o par de iniciadores COGO0184F + COGO0184R
(rpS15P/S13E) e obteve-se um produto de 264 bases; linha 5: rpS7
(COG0049 FORWARD + COGO0049 REVERSE) apresentou um produto de 329
bases; linha 6: a banda apresentou 490 bases para o0 gene metS
(COG0143_FORWARD + COG0143_REVERSE), como esperado. Linha 7:
fragmento produzido de 523 bases, utilizando-se o par de iniciadores
COG0200_FORWARD + COG0200_REVERSE (rpL15). Linha 8: o gene
roS15P/S13E (COG0184_FORWARD + COGO0184 REVERSE) apresentou um

produto gerado de 277 bases, conforme esperado.
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4 — Resultados Tschoeke, D. A.

4.12 - Construcao das arvores filogenéticas com os produtos da PCR
sequenciados

4121 - Construcao das arvores filogenéticas utilizando os produtos
sequenciados e as sequéncias de referéncia dos tripanosomatideos

Para a construgcao das arvores filogenéticas, fez-se uso dos genes Metionyl-
tRNA sintetase, Seryl-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E, e Proteina
Ribossomal L15, pois estes apresentaram resultados positivos no sequenciamento,
em pelo menos quatro espécies, conforme os quadros 4.7 e 4.9. As arvores
filogenéticas abaixo (Fig. 4.19, a 4.22) foram construidas com o pipeline ARPA,
utilizando as sequéncias geradas a partir dos produtos da PCR obtidas neste
estudo, com os métodos de Maxima Verossimilhangca, Méaxima Parciménia,
Agrupamento de Vizinhos, com um valor de corte de 60% para bootstrap, pois
valores abaixo deste corte apresentam pouca confiabilidade para o ramo da arvore.

1nn ——— Lbraziliensis

100 L FIO Lbraziliensis

FIO Lmexicana

100 00— L mexicana

FIO Tvivax
100 LD—— Tvivax
FIO Tcruzi

Teruzi

Figura 4.19: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanga, para KOG0436, Methionil-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR singleplex, para as espécies: Leishmania
braziliensis, Leishmania mexicana, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma vivax. As sequéncias
geradas neste estudo estdo sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As
espécies que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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FIO Lmexicana

Lmexicana
FIO Tcruzi
100 Tecruzi

FIO Lbraziliensis

93 Lbraziliensis

FIO Linfantum

Linfantum

Figura 4.20: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanga, KOG2509, Seril-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas. Utilizando
as sequéncias dos produtos da PCR multiplex, para as espécies: Leishmania braziliensis,
Leishmania mexicana, Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi. As sequéncias geradas
neste estudo estao sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies
que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.

FIO Lchagasi

FIO Lmexicana

Lmexicana

B4 Linfantum

Lbraziliensis
73 FIO Lbraziliensis
FIO Lmajor

Tvivax

63 FIO Tvivax

Teruzi

FIO Tcruzi

Figura 4.21: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanga para KOGO0400, Proteina Ribossomal S15P/S13E, bootstrap de 1000
replicatas. Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR multiplex, para as espécies:
Leishmania braziliensis, Leishmania major, Leishmania chagasi, Leishmania mexicana,
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma vivax. As sequéncias geradas neste estudo estao
sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que ndo apresentam
esta sinalizagéao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Tvivax

FIO Lmajor
FIO Tvivax

a0 100 FIO Lchagasi

Lmajor

Linfantum

FIO Lbraziliensis

Lbraziliensis

FIO Tcruzi

Teruzi

Figura 4.22: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanca para, KOG1742, Proteina Ribossomal L15, bootstrap de 1000 replicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR singleplex, para as espécies: Leishmania
braziliensis, Leishmania mexicana, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma vivax. As sequéncias
geradas neste estudo estdo sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie, as
espécies que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.

As arvores filogenéticas construidas com os métodos de maxima parciménia e
agrupamento de vizinhos, para as espécies Leishmania braziliensis, L. major, L.
chagasi, L. mexicana, Trypanosoma cruzi e T. vivax podem ser visualizadas no

anexo quatro.

4.12.2 - Construcao das arvores filogenéticas utilizando os produtos
sequenciados, e seus respectivos genes homologos em Tripanosomatideos e
Apicomplexa.

As arvores filogenéticas abaixo (fig. 4.23 a 4.26) foram construidas com as
sequéncias geradas a partir dos produtos das reacdes da PCR, geradas neste
trabalho, juntamente com seus respectivos genes homéblogos em tripanosomatideos
e apicomplexas, obtidos a partir do GenBank, fazendo uso dos métodos de
inferéncia de Maxima Verossimilhanca, com um valor de corte de 60%.para o
bootstrap. pois valores abaixo deste corte apresentam pouca confiabilidade para o

ramo da arvore.
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100 — Edispar

Ehistolytica
100 — Tannulata2

100 - Tpana

Bbovis
FIO Teruzi

100

Tecruzi
e Tcruzi2

1

Tbrucei

Tvivax

I\L—— FIO Tvvax

100

aq — Lbraziliensis

93 L | braziliensis2
FIO Lbraziliensis

— Linfantum

B2

37 100 B4

Lmajor

35 —— FIO Lmexicana

L —  Lmexicana

Tgondii

100 — Tannululata

L Tpana2
Bbowis2

63

Cmuris

Pyoelii3

Pyoelii

Pyoelii2

Figura 4.23: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanga, para KOG0436, Methionyl-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homologos em
tripanosomatideos e apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estao sinalizadas
com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que ndo apresentam esta
sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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100

100
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L Edispar
— Pberghei

93

L Pyoelii

100

93

moL———

89

a3

100

—— FIO Tcruzi

100

70

100

39

B3

100

B3

L FIO Linfantum

el

Ehistolytica

Pchabaudi
Pfalciparum
Pvivax2
Tannulata
Tparna
Pberghei2
Pvivax
Cmuris
Bbovis

Tannulata2

Tcruzi

Tbrucei

FIO Lbraziliensis
Lbraziliensis

Linfantum

Lmajor
Lmexicana
FIO Lmexicana

Tgondii

Figura 4.24: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanca, para KOG2509, Seryl-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homologos em
tripanosomatideos e apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estao sinalizadas
com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que nao apresentam esta
sinalizagéao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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a0 Ehistolytica

100 Ehistolytica2

Edispar
100 Edispar2
FIO Tcruzi

Teruzi2
93 Teruzi

94

70 Tcruzi3

Teruzi

Tvivax

g3 Lbraziliensis

100 Lbraziliensis2

Lbraziliensis3

FIO Lmajor

EE FIO Lbraziliensis
FIO Linfantum
93 e Linfantum

Lmajor

Lmexicana

FIO Lmexicana

Lmajor2

Tgondii

Chominis

99 Cmuris

Tparva
24 Bbovis

Pknowlesi

Pberghei

100

Pfalciparum

Figura 4.25: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanga para KOGO0400, Proteina Ribossomal S15P/S13E, bootstrap de 1000
replicatas. Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homodlogos em
tripanosomatideos e apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estdo sinalizadas
com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que ndo apresentam esta
sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Ehistolytica
Ehistolytica2
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Pknowlesi3

FIO Lmexicana
Lmexicana

FIO Linfantum
Linfantum2
Linfantum

FIO Linfantum2
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Tvivax

FIO Tvivax
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Figura 4.26: Arvore filogenética construida com o método de Maxima
Verossimilhanga para, KOG1742, Proteina Ribossomal L15, bootstrap de 1000 replicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homdlogos em
tripanosomatideos e apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estdo sinalizadas
com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que nao apresentam esta
sinalizagéao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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As Arvores filogenética construidas com o método de Agrupamento de vizinhos

e Maxima Parciménia, utilizando as sequéncias geradas a partir dos produtos da
PCR e seus genes homélogos em Tripanosomatideos e Apicomplexas, obtidos a
partir do GenBank, encontra-se no anexo quatro.
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5 - Discussao

As espécies de parasitos utilizados neste estudo foram escolhidas por
apresentarem grande importancia na saude publica (WHO, 2006; Lindoso & Lindoso
2009; Barret et al., 2003; Wellems et al.,, 2009) e também na pecuaria (Jones &
Davila, 2001 Gutierrez et al., 2006; Kawazoe 2000; McDonald & Shirley, 2009).

A andlise e busca de genes ortélogos em protozoarios pode apontar bons
alvos para o desenho de farmacos dentro deste grupo e, além disso, estes genes
podem estar relacionados a fatores de viruléncia justificando as variagdes
encontradas no que tange a resisténcia aos farmacos e a viruléncia destes
protozoarios.

Apbs a escolha das espécies, deu-se prosseguimento ao estudo com a
escolha dos genes que foram utilizados para o desenho dos iniciadores e posterior
genotipagem. Optou-se pela escolha de genes ortdlogos universais (Tabela 4.1),
pois esses estdo presentes em todos o0s organismos estudados. Com este
procedimento de utilizar os OU, conseguimos eliminar duas variaveis neste estudo
que sao: (i) a auséncia ou presenga de determinado gene em um organismo e (ii)
emprego de genes que estejam envolvidos em transferéncia horizontal. Ao analisar a
tabela 4.1 pode-se ter uma idéia quanto ao numero de genes ortélogos universais
por genoma (espécie). Por exemplo, levando-se em consideracdo que foram
analisados por Ciccarelli e colaboradores (2006) 168 genomas procariotos e
encontrou-se 168 genes para a Phenilalanil-tRNA sintetase subunidade alfa
(COGO0016), podemos inferir que este gene apresenta somente uma copia nas
espécies de procariotos analisados, ndo havendo a presenca de copias génicas
(paralogos), pois a premissa para um gene ser considerado um OU é estar presente
em todos os organismos. O mesmo foi verdadeiro também para os genes da
Proteina Ribossomal S12 (COGO0048), que ndo apresentaram cdpias génicas nos
genomas procariotos. Entretanto, quando realizamos a mesma andlise para os
genomas eucariotos, podemos observar que existem genes paralogos em pelo
menos uma das 23 espécies analisadas, pois 0 menor numero de genes
encontrados foi de 30 genes para uma GTPase (COG0012), o que significa que pelo
menos uma espécie apresenta mais de uma cépia deste gene. Estes numeros

podem chegar a 110 genes encontrados em Eucariotos quando analisamos a

80



5 - Discussao Tschoeke, D. A.

Proteina Ribossomal S5 (COGO0098) o que indica que este gene apresenta varias
cépias nos 23 organismos estudados (Ciccarelli et al., 2006; Koonin, 2005). Este
panorama deve-se, possivelmente, ao fato de que genomas Eucariotos sdo mais
complexos (Gogarten; Olendzenski, 1999. Lynch; Conery, 2000) e maiores que
genomas Procariotos, justamente por este crescimento em complexidade e tamanho
serem impulsionados pelas duplicacdes génicas (Leveugle et al., 2003; Maere, 2005;
Van de Peer, 2006).

Apos a definicdo de quais OU seriam utilizados, prosseguiu-se com a busca e
obtencdo dos OU em protozoarios, na base de dados do GenBank/RefSeq. Esta
tarefa requereu um longo tempo devido a grande quantidade de sequéncias que
foram obtidas, em torno de 380 sequéncias para os 36 OU, e devido a complexidade
das analises requeridas e da grande quantidade de passos necessarios para o
desenho dos iniciadores. Além disso, o processo foi realizado manualmente desde a
formulacdo das consultas, selecdo dos genes na base de dados do GenBank/NCBI,
até o armazenamento final nos computadores do Laboratério de Biologia
Computacional e Sistemas do Instituto Oswaldo Cruz.

A descricado dos genes ortélogos universais (OU) foi utilizada para a busca e
obtencdo das sequéncias, assim fez-se necessario um passo de validagdo, que
pode ser considerado um processo de re-anotacao automatica segundo Ouzounis &
Karp (2002), que definem re-anotagdo como um processo de anotagdo de genomas
previamente sequenciados e anotados. Considerando que um genoma bacteriano,
recém sequenciado possui pelo menos de 30 a 40% dos genes sem funcgéo
determinada, estes nimeros podem ser ainda maiores quando se trabalha com
organismos eucariotos numa primeira caracterizagdo com base em similaridade (Wei
et al., 2002; Galperin & Koonin, 2004). Ainda, este processo de anotagdao baseado
em similaridade pode levar a erros (Wei et al., 2002; Galperin & Koonin, 2004) que
podem ser propagados e resultar em caracterizacoes errbneas que podem propagar-
se para sequencias mais recentes nos bancos de dados (lliopoulos et al., 2003).
Além disso, podem ocorrer problemas na anotacdo por homologia quando a
descricao dos genes nos bancos de dados variam um pouco, ou séo diferentes, para
0 mesmo grupo de genes homologos (Yang et al., 2010), justificando o processo de
validacéo aplicado nas sequéncias deste estudo.

Para a validagao utilizou-se os programas COGnitor e KOGnitor cuja fungéo é

atribuir a novas sequéncias um grupo COG/KOG (Tatusov et al., 2003). Segundo
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Baxevanis (2001) a busca de genes e produtos que sejam similares a outro gene
deve ter como resultado hits que possuam score do BLAST maior que 100. Outro
procedimento padrdo na anotacdo de genomas € o uso de um valor de corte
estatisticamente significativo para os resultados das bases de dados, o0 mesmo que
pode ser expresso em termos de valores de expectativa de falsos positivos (e-value)
para a busca do BLAST e de modo geral este valor é escolhido para valores de e-
value = 0.001 ou E = 10 (Baxevanis, 2001). Por isso, determinou-se como
parametros para corte no processo de validacao, os valores de score (50) e e-value
(1e-5) gerados por estes dois programas, por tratarem-se de atributos que podem
ser mensurados quantitativamente.

Das 380 sequéncias iniciais pertencentes a 36 OU universais que foram
submetidas ao processo de validacdo (vide tabela 4.3), 220 foram validadas
compreendendo 20 OU. Essas sequéncias nao validadas apresentaram durante esta
etapa de validagao valores de score abaixo do valor de corte, e/ou e-value acima do
valor estipulado, apresentando ainda similaridade com outros COGs. O pipeline
desenvolvido (figura 3.1 e 4.1) teve como objetivo automatizar os processos
utilizados até o presente momento, admitindo somente a intervengéo do usuario na
parte final do pipeline de desenho de iniciadores, para coletar os iniciadores
desenhados e avaliar se 0s mesmos se pareiam na regido conservada dos
alinhamentos esperada, e avaliar as suas propriedades como tamanho do iniciador,
conteudo de GC e temperatura de fusdo (Tm), além de degenerar os iniciadores,
quando a regido em que se pareia, apresenta variagdes nos nucleotideos de uma
determinada posi¢cédo, pois sao Uteis para amplificar varias sequéncias gendmicas
relacionadas (Linhart & Shamir, 2005).

O sistema de genotipagem foi desenvolvido de forma modularizada (fig. 4.2),
ou seja, cada programa pode ser utilizado de forma independente do outro. Pode-se
escolher, por exemplo, ndo validar as sequéncias fornecidas, partindo-se direto para
a execugao do Mafft e finalizando com desenho dos iniciadores pelo Primer3. Isto
representa uma vantagem computacional, pois permite que os modulos de execucgao
destes programas sejam empregados em outros pipelines, ou permite o desenho de
varios sub-pipelines a partir do pipeline desenvolvido neste trabalho, como
exemplificado acima, onde o usuario pode optar, ou ndo, em validar suas
sequéncias. Segundo Jourdren e colaboradores (2010) esta organizacao é muito util

por varias razdes, enfatizando que a organizacdo em mddulos permite a ativagéao e
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desativacdo de cada funcdo de acordo com a disponibilidade de recursos e
necessidade do usuario e a possibilidade dos desenvolvedores escreverem novos
maodulos se necessario.

O desenvolvimento da pagina web (fig. 4.3, a 4.8) para a utilizacdo do pipeline
teve o intuito de facilitar seu uso, pois ndo € necessario realizar uma chamada de
sistema através de linhas de comando. Também, ndo é necessario nenhum
conhecimento de programacdo, pois O usuario precisa apenas submeter suas
sequéncias através da pagina, e selecionar as opcoes e parametros que gostaria de
usar, recolhendo e analisando os resultados ao final do processo. A aplicacao Web
foi desenvolvida utilizando-se o framework Ruby on Rails (RoR). Que é um
Framework de aplicacdo web de cddigo aberto construido com a linguagem de
programacao Ruby de acordo com o padrdao Modelo-Visualizagdo-Controle (MVC). O
RoR prové uma extensao de linguagem de programacao de alto nivel permitindo um
protétipo de aplicagcdo web rapida e eficiente e um desenvolvimento com suporte
para muitos sistemas operacionais e bancos de dados relacionais, fundamentos
ideais para o desenvolvimento eficiente em aplicacbes web amigaveis. Este modelo
de desenvolvimento ja foi utilizado anteriormente para o desenvolvimento de
aplicagdes web em bioinformatica por Lesburg & Duca (2008) que desenvolveram
um servico para o Protein Data Bank, e por Wissler e colaboradores (2009), que
desenvolveram um repositério para armazenar informacgdes de ESTs Zostera marina
e Posidonia oceénica. O sistema desenvolvido esta disponivel no endereco
http://kineto2.biowebdb.org/genotype_system.

Existem varios programas para o desenho de iniciadores com base em
alinhamentos multiplos de sequéncias, como o Primaclade (Gadberry et al., 2005),
QPrimer (Kim & Lee, 2007), Greene SCPrimer (Jabado et al., 2006), PriFi (Fredslund
et al., 2005) e o GeneFisher-P (Lamprecht et al., 2008), porém cada um deles
implementa uma estratégia diferente para encontrar as melhores regides para o
desenho dos iniciadores (Contreras-Moreira et al., 2009). O pipeline desenvolvido no
presente trabalho desenha os iniciadores a partir de alinhamentos multiplos como
fazem os programas PriFi, QPrimer e Greene SCPrime, contudo também gera
sequéncias consenso para o desenhos dos iniciadores o que esta de acordo com o
procedimento realizado pelos programas Primaclade e GeneFisher, entretanto nao

encontrou-se na literatura um sistema de desenho de iniciadores que utilize apenas
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as regides conservadas dos alinhamentos geradas pelo programa Gblocks, ou que
utilize o consenso destes blocos conservados como implementado neste trabalho.

O desenho dos iniciadores utilizando-se regides conservadas dos
alinhamentos foi necessario, pois o objetivo destes iniciadores é amplificar genes
ortbélogos em diferentes espécies de protozoarios, por isso a necessidade de se
utilizar estas regides conservadas dos OU. Ao final do processo obtemos segundo
Kim e Lee (2007), iniciadores “universais” (para protozoarios) desenhados para as
regibes conservadas dos genes de protozoarios, o que permite a amplificacéo
destes OU em diferentes espécies de protozodrios. Em funcao da necessidade de se
desenhar os iniciadores nessas regides conservadas destes OU o desenho do
melhor iniciador para o gene nao foi possivel, no entanto foi desenhado o melhor
iniciador possivel para a regiao conservada conforme descrito Kim & Lee (2007).

Foram desenhados ao final do pipeline 33 pares de iniciadores (tabela 4.4),
que foram utilizados nas reacdes da PCR singleplex e multiplex conforme o descrito
nos itens 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6. As concentracées dos reagentes utilizados para a
reacdo da PCR singleplex pode ser visualizado na tabela 3.1, e estdo de acordo com
Henegariu e colaboradores (1997). E tiveram seu protocolo disponibilizado
juntamente com a Taqg DNA polimerase da Fermentas®.

As buscas por similaridade dos iniciadores revelou que 95% (60/63) dos
iniciadores trouxe como melhor resultado desta busca, o gene e a espécie para qual
foram desenhados, e o fato de existir similaridade com genes de outras espécies
pode ser atribuido ao fato de se estar trabalhando com genes ortélogos universais
(Ciccarelli et al., 2006).

Embora a Phenilalanil-tRNA sintetase apresente-se como uma enzima
importante na sintese de proteinas encontrou-se somente um trabalho relatando o
seu estudo em T. brucei (Yao et al., 2010). Desta forma, os resultados obtidos no
presente estudo para o gene da Phenilalanil-tRNA sintetase séo inéditos tratando-se
de outros tripanosomatideos, pois nao foi descrita a presenca destes genes em T.
cruzi, L. major e L. mexicana (conforme tabela 4.5), entretanto estudos in silico ja
reportaram a presenca deste gene em organismos aplicomplexa (Pino et a/2010).

A proteina ribossomal S7 participa da interacdo do rRNA 16S com outras
proteinas (Woodson & Leontist, 1998), embora apresente esta funcao de extrema
importancia, somente se encontrado um trabalho que descrevesse a amplificagao

deste gene pela PCR onde obteve-se um produto de 919 pb para a espécie Oryza
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sativa (Gu et al., 2004), portanto a amplificacdo e sequenciamento (Tabelas 4.5; 4.8
e 4.10, respectivamente) do gene da proteina ribossomal S7 para T. cruzi, L. major,
L. braziliensis, L. chagasi, L. mexicana e P. vivax, apresentados neste trabalho séo
inéditos.

O gene da proteina ribossomal S12 apresentou véarias bandas em algumas
das reagdes da PCR, quando a temperatura de ligacao utilizada foi de 50°C,
entretanto ao se aumentar a estringéncia da reagdo (aumentando-se a temperatura
de ligacao), as bandas multiplas comecam a desaparecer, o que esta de acordo com
o descrito por Bringaud e colaboradores (1998), pois estudos realizados com sondas
para esse gene detectaram varias bandas no genoma de T. brucei e L. donovani ao
se empregar baixas condicbes de estringéncia. Porém ao se aumentar a
estringéncia da reagdo, encontrou-se somente uma banda, sugerindo, portanto, que
varios homodlogos do gene da proteina ribossomal S12 estdo presentes nestes
organismos. Outro estudo, conduzido por Gongora e colaboradores (2003),
encontrou em analises por espectrometria de massa, a Proteina ribossomal S12 em
todas as espécies de Leishmania que utilizou para o estudo. Além disso, Iwanaga e
colaboradores (1995) obtiveram um fragmento de 338 bases para Mycobacterium
bovis BCG, corroborando os dados encontrados neste trabalho, pois houve a
amplificacdo desse gene em varias especies de Leishmania.

A proteina ribossomal L11 se liga a uma juncéao extremamente conservada do
rRNA 23S, que € associado com o centro de atividade GTPase do Ribossomo (Love
et al., 1995). Martinez-Guitarte e colaboradores (2007) amplificaram com sucesso,
somente um fragmento de 351 pb para esse gene, na espécie Chironomus riparius,
entretanto estudos com tripanosomatideos sugerem que o0 gene da proteina
ribossomal L11, pode apresentar duas cépias no caso de T. brucei (Zikova et al.,
2008), ou varias cépias (Love et al., 1995), porém os resultados encontrados no
presente estudo n&o confirmam esta sugestdo, pois as reagbes da PCR
apresentaram somente uma banda em T. cruzi, T. vivax, L. major, L. chagasi, L.
mexicana e P. vivax, conforme mostra a tabela 4.5, entretanto deve-se levar em
consideracao que a observacdo de somente um unico fragmento da PCR nao é
sinbnimo de que exista somente uma cdpia, pois podem existir cdpias génicas de
mesmo tamanho que acabam aparecendo como uma Unica banda no gel de

agarose.
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Um estudo realizado por Gonzalez e colaboradores (2004) utilizando L.
braziliensis, descreve que o gene da Proteina Ribossomal L14 apresenta um
peptideo de 175 aminoacidos mostrando similaridade variando de 75% a 83% com
outras proteinas Ribossomais L14 de tripanosomatideos, apresentando duas cépias
por genoma hapléide, demonstrado pela presenca de duas bandas de intensidade
similar em todas as linhas do géis, tendo o0 mesmo tamanho de 1.6 kb e indicando
duas cépias para este gene através do southern-blot, sugerindo assim que 0s
resultados encontrados neste estudo confirma o encontrado por Gonzalez e
colaboradores (2004), através das reacdes da PCR de L. major (fig 4.8), L. chagasi,
e T. cruzi (fig. 4.11),

Em um estudo realizado com o gene da proteina ribossomal L15, por Simoff e
colaboradores (2009), demonstrou-se que a levedura possui 2 genes: YRPL15A e
YRPL15B, no qual o primeiro € essencial para o organismo e possui um tamanho de
204 aminoacidos, sendo muito similar em todos os eucariotos. O outro gene,
YRPL15B pode ser removido sem prejuizo funcional para as leveduras, entretanto
os resultados encontrados para os organismos estudados neste trabalho, nao
confirmam que possa haver duas cépias deste gene, pois as amplificacées para o
gene da proteina ribossomal L15 apresentaram somente um fragmento, conforme
visto nas figuras: 4.9, 4.10, 4.11, e 4.13, no entanto ndo se pode descartar a
hipbétese de que exista uma copia de mesmo tamanho assim impossibilitando
diferencia-la no gel de agarose. Além disso, no presente trabalho, ao se procurar por
este gene nos protozoarios, foi encontrado mais de um gene da proteina ribossomal
L15 por espécie.

O gene da Histidil-tRNA sintetase apresenta duas coOpias em algumas
bactérias gram-positivas (Gentry et al., 2003), porém somente uma cdpia nos
genomas de T.cruzi e T. brucei (Merritt et al, 2010) portando, os resultados
encontrados para as reacoes da PCR deste gene, corroboram com o descrito por
Merrit e colaboradores, pois as amplificacées das reacdes da PCR geraram somente
uma banda, como mostrado nas figuras: 4.9, 4.10, 4.11, e 4.13, além disto, durante
as buscas por esse gene nos protozoarios, encontrou-se somente uma cépia do
gene da Histidyl-tRNA sintetase nos organismos estudados.

Um trabalho realizado por Gentry e colaboradores (2003) amplificou 2 alelos
diferentes do gene da Methionil-tRNA sintetase (metS), para varios isolados de
Staphylococus pneumoniae através de reacdes da PCR. Uma das reacdes gerou um
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fragmento de 565 pb para metS1 e a outra gerou fragmentos de 1054 pb para
metS2, pois o gene da Methionil-tRNA sintetase encontra-se duplicado em bactérias
gra-positivas, assim como outros tipos de aminoacil-tRNA sintetase como: Trisol-,
treonil- e histidil-tRNA sintetases. Entretanto encontrou-se somente um gene da
Methionil-tRNA sintetase nos organismos estudados, sendo contrario ao descrito por
Gentry e colaboradores (2003). Porém pode-se levar em consideracdo que a
Methionil-tRNA sintetase e a Histidil-trna sintetase sao pertencentes a mesma classe
de aminoacil-tRNA sintetases, sendo que a Histidil-tRNA sintetase apresenta
somente um gene em T. cruzie T. brucei (Merritt et al., 2010).

Os tripanosomatideos sado considerados formadores de um grupo basal
dentro dos Eucariotos, entretanto analises realizadas com o gene da Seril-tRNA
sintetase de tripanosomatideos demonstraram que esta enzima € funcionalmente e
evolutivamente mais relacionada as suas enzimas homélogas de metazoarios do
gue a outras enzimas eucariotas (Geslain et al., 2006). No trabalho Griffiths e Gupta
(2004), foram amplificados fragmentos de 234 pb, do gene da Seril-tRNA sintetase,
de Deinococcus proteolyticus, e Meiothermus silvanus. Deste modo, o presente
estudo também obteve sucesso na amplificacdo e sequenciamento do gene da Seril-
tRNA sintetase, confirmado o resultado obtido Griffiths e Gupta (2004), ao conseguir
a amplificagdo do gene da Seril-tRNA sintetase, e confirma o resultado encontrado
por Geislan e colaboradores (2006), pois o alinhamento deste gene apresenta uma
insercao nos tripanosomatideos conforme encontrado pelo autor.

A Leucil tRNA-sintetase possui uma cadeia polipeptidica Unica, sugerindo que
exista somente um gene que codifique a Leucil tRNA-sintetase (Xu et al., 2002),
dando a entender que os organismos estudados neste estudo apresentam somente
uma copia, pois as amplificacées desse gene apresentaram um fragmento, aliado ao
fato de que durante as buscas realizadas nos protozoarios encontrou-se somente
um gene da Leucil tRNA-sintetase nos organismos estudados.

O resultado da PCR produziu para o gene da isoleucil-tRNA sintetase, um
fragmento de 362 pb, para os organismos T.cruzi, L. major e L. chagasi (conforme
tabela 4.5), além disto durante as buscas realizadas nos protozoarios encontrou-se
somente um gene da isoleucil-tRNA sintetase nos organismos estudados.
Confirmando o resultado obtido por Antonio e colaboradores (2002) que gerou um
fragmento de 764 bp para 30 cepas de Staphylococus aureus. Indicando que,

provavelmente, exista somente uma cépia desse gene em protozoarios.
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Para o restante dos genes como a: Proteina Ribossomal S2 e a Proteina
Ribossomal L3, Proteina Ribossomal S15P/S13E, Proteina Ribossomal S3, DNA-
directed RNA polimerase subunidade alfa, GTPase Familia G3E, e Arginyl-tRNA
sintetase e Valyl-tRNA sintetase, ndo foram encontrados estudos relacionados aos
tripanosomatideos, portanto os resultados obtidos para estes genes sao inéditos,
entretanto Pino e colaboradores (2010) encontraram através de estudos de
bioinformatica os genes referentes a Arginyl-tRNA sintetase e Valyl-tRNA sintetase
em Apicomplexa.

Para Plasmodium falciparum, ndo houve formacao de produto da PCR nas
reacdes testes realizadas, possivelmente devido ao fato desta espécie ser muito
divergente em relacédo aos outros protozoarios utilizados no presente estudo (Carlton
et al., 2009; Tyagi et al., 2009), os iniciadores ndao foram capazes de se anelar
corretamente e possibilitar a amplificacdo destes produtos génicos. Por isto, ndo
foram realizados testes adicionais com outras cepas, apesar da grande importancia
que este parasita representa para a saude Brasileira e Mundial (Wellems et al.,
2009; Lindoso & Lindoso 2009). Nos testes da PCR com Plasmodium vivax
utilizando-se os 29 pares de iniciadores separados (PCR singleplex), nao houve
amplificagcdo dos produtos esperados.

Trypanosoma brucei ndo apresentou amplificagdo em nenhum dos testes
realizados e, por tratar-se de um parasita africano (Ginger et al., 2005; Berriman et
al., 2005), sem relevancia epidemiolégica no Brasil, ndo foram feitos testes
adicionais com outras cepas e/ou isolados.

O proximo passo, apos estes resultados obtidos para os iniciadores na reacéo
da PCR singleplex, foi adicionar mais um par de iniciadores as reac¢des para verificar
se a reacgao funcionaria. Portanto as analises dos géis abaixo se referem as reacdes
da PCR utilizando-se dois pares de iniciadores.

Apds a escolha dos iniciadores que seriam utilizados para a reacao da PCR
multiplex, foi necessério realizar alguns passos antes de se comecar os testes:
Primeiro, analisar o tamanho dos produtos gerados para cada iniciador, e separa-los
de acordo com os tamanhos. E segundo verificar a quantidade de iniciadores que
poderiam ser adicionados a uma reagcao com volume final de 25 pl. Apds estes
passos, chegou-se a um numero de cinco pares de iniciadores para uma reacao, em
funcdo do volume da reacdo e tamanho diferenciado dos produtos esperados. A

outra reacgao foi contemplada com os trés pares de iniciadores restantes. Portanto,
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obteve-se 0 seguinte panorama: para as reacbdes contendo cinco pares de
iniciadores foram utilizados os seguinte pares de iniciadores, com seus respectivos
tamanhos de produtos esperados: par COGO0172F + COGO0172R (Seril-tRNA
sintetase), tamanho 603 bases; par COG0O080F + COG0080_ REVERSE (Proteina
Ribossomal L11), tamanho 515 bases; Proteina Ribossomal S3 COGO0092F +
COGO0092R, 412 bases; COG0049_FORWARD + COG0049_REVERSE (Proteina
Ribossomal S7), tamanho de 329 bases, e por ultimo o par COG0184F +
COGO0184R (Proteina Ribossomal S15P/S13E), possui um produto esperado de 264
bases. A reagédo contendo trés pares de iniciadores ficou configurada da seguinte
maneira: par COG0200_FORWARD + COG0200 REVERSE (Leucil-tRNA
sintetase), com produto esperado de 523 bases; par COG0143_FORWARD +
COG0143 REVERSE (Methionil-tRNA sintetase), produto de 490 bases; e enfim os
iniciadores COG0184_FORWARD + COGO0184 REVERSE (Proteina Ribossomal
S15P/S13E), com fragmento esperado de 277 bases.

De acordo com Henegariu e colaboradores (1997), os resultados da PCR
devem ser 0s mesmos quando sao utilizados volumes de 100 pl, 25 pl ou 6,2 pl em
cada reacdo. Entretanto podem ocorrer problemas ao pipetar volumes pequenos,
pois este € um processo muito critico. Especialmente, para a pipetagem dos dNTP,
que em concentragdes menores que 200 uM podem diminuir a intensidade da
banda, e em concentracbes maiores que 400 uM, podem inibir a reacdo da PCR.
Por isto, para se reduzir os possiveis erros de pipetagem, e aumentar a quantidade
de material para se trabalhar na purificacdo dos produtos da PCR, dobrou-se o
volume da reacdo da PCR multiplex de 25 ul para 50 pl. Portanto, as analises abaixo
referem-se as reagdes da PCR multiplex com volume final de 50 pl.

As andlises das PCR realizadas neste estudo estdo de acordo com Weile e
Knabbe (2009), pois segundo os autores a forma classica de analise de fragmentos
de acido nucléicos amplificado, é a eletroforese em agarose usando o padrao de
peso molecular como indicador de tamanho e, utilizado também para a identificacao
dos mesmos. Entretanto, a especificidade dos iniciadores utilizados influencia na
precisdo dos resultados do testes. A qualidade insuficiente do DNA ou a presenca
de DNA n&o-alvo de fundo (DNA contaminante), pode influenciar na ligacédo
especifica dos iniciadores, resultando em uma amplificacao inespecifica levando a
erros de interpretacdo do resultado (Weile & Knabbe, 2009), podendo justificar a
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nao amplificagdo de alguns produtos génicos observados, ou mesmo a formacéao de
produtos errbneos, como visualizado em algumas reacoes.

Segundo Turner e colaboradores (2009) é dificil amplificar mais de uma duzia
de alvos nestas reacoes. Até a PCR multiplex realizada em niveis modestos, requer
uma otimizacao significativa. Os maiores desafios com a PCR multiplex incluem a
formacdo de dimeros de iniciadores, que segundo Turner et al. (2009), é um
importante problema encontrado nas reacdes da PCR, a amplificagcdo de alvos nao-
uniformes, e as altas taxas de eventos de misspriming. A formacao de dimeros de
iniciadores € um importante problema nas reagdes da PCR multiplex (Turner et al.,
2009). A capacidade da PCR multiplex é limitada pela dimerizacao dos iniciadores,
uma vez que dimeros de iniciadores provenientes desse processo sdo muito
nocivos, ndo somente porque possuem sequéncias perfeitas de ancoragem dos
iniciadores, mas também porque eles sdo geralmente muito menores do que o
amplicons e, portanto, amplificam mais facilmente. Por esta razdo, a capacidade da
PCR multiplex foi um fator limitante na genotipagem de alto rendimento e deteccao
de &acidos nucléicos antes do sucesso no desenvolvimento de sistemas de
genotipagem multiplex highthroughput (Wang et al., 2005). Esta pode ser umas das
explicagdes para a ndo amplificacdo de certos produtos génicos, e pela dificuldade
em se desenvolver um sistema de genotipagem multiplex em larga-escala,
problemas estes, observados no presente estudo.

Apesar de algumas reacdes da PCR apresentarem a formacao de mais de um
fragmento, devido possivelmente ao fato de se utilizar iniciadores degenerados, que
podem apresentar complementaridade com mais de uma regido do genoma, devido
a variagao intrinseca de suas bases (Linhart & Shamir, 2005), por utilizar-se uma
temperatura de ligacao pouco estringente, conforme descrito por Henegariu e
colaboradores (1997) que observa uma diminuicdo do numero de amplificacdes
inespecificas, quando aumenta a temperatura de ligacdo. E pelo fato de que os
DNAs utilizados possam estar degradados, o que dificulta o acesso ao material
genético, gerando perda de informacao, e dificultando a viabilidade da genotipagem
(Hughes-Stamm et al., 2010), porém analises realizadas ndo demonstraram sinal de
degradacdao dos DNA utilizados. Entretanto, no sistema multiplex proposto neste
trabalho a formacdo de mais de uma banda ndao é um problema, pois todos estes
fragmentos serdo sequenciados e posteriormente, usando anélises de

bioinformatica, estas amplificaces inespecificas serdo excluidas das analises, o que
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esta de acordo com o proposto por Xie e colaboradores (2002), pois o

sequenciamento direto destes produtos é o melhor método para diferenciar estes
fragmentos de DNA.

A reagéo da PCR singleplex utilizando como molde o DNA de Homo sapiens
(figura 4.18) apresenta formacao produtos da PCR devido ao fato de que estes
genes sao ortdlogos universais, porém o sequenciamento destes produtos
demonstrou que houve amplificacdo de fragmentos inespecificos para este DNA.

Os resultados dos sequenciamentos (quadros 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10) foram
positivos em 46% dos casos (52/112), os fragmentos sequenciados apresentaram
similaridade contra os produtos génicos esperados, confirmando os resultados das
PCR singleplex e multiplex. Entretanto algumas sequéncias ndo conseguiram ser
caracterizadas, pois apresentaram um tamanho muito pequeno, compostas por 20
nucleotideos (apds a limpeza), ou ndo apresentaram qualidade phred >= 15 para as
bases de DNA durante o processo de base-calling, sendo descartadas das analises.
Além disso, outro fator que pode explicar o baixo rendimento € o sequenciamento
empregando somente o iniciador forward ou o reverse, que pode ter contribuido para
este quadro, tornando impossivel a geracdo de sequéncias consenso para os OU,
entretanto EI-Sayed e colaboradores (2005), utilizaram uma cobertura de 2,5 vezes o
tamanho do genoma de T. cruzi para o seu sequenciamento correto.

Contudo, apesar da baixa cobertura de sequenciamento, os resultados
preliminares obtidos sugerem que o Multiplex proposto pode genotipar corretamente
0s organismos estudados, pois as analises de similaridade além de identificar
corretamente os genes, identificaram corretamente as espécies as quais estes
genes pertencem.

As arvores filogenéticas construidas (Fig. 4.19 a 4.22) apresentaram
resultados de acordo com o esperado, pois as sequéncias de referéncia dos
tripanosomatideos compartilharam o mesmo clado com suas respectivas sequéncias
geradas neste presente estudo. Contudo, os resultados apresentados pelos genes
da Methionil-tRNA sintetase e Seril-tRNA sintetase parecem ser mais consistentes
que os resultados apresentados pelos genes da Proteina Ribossomal S15P/S13E e
da Proteina Ribossomal L15, pois a topologia apresentada por estes dois genes esta
de acordo com a topologia apresentada por Stevens (2008), concordando com os
achados de Stevens (2008). Porém, os genes ribossomais sao conservados entre

espécies relacionadas, podendo nao apresentar a resolugdo necessaria para
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estudos filogenéticos entre espécies relacionadas (Torres-Machorro et al., 2010),
como é o caso dos tripanosomatideos (Simpson et al., 2006; Stevens, 2008).

Os resultados apresentados pela anotacado das sequéncias e pela construcao
das arvores filogenéticas confirmaram o potencial da técnica de MLST para estes
parasitas, ja demonstrado em trabalhos anteriores (Mauricio et al., 2006; Zemanova
et al., 2007).

As inferéncias filogenéticas realizadas com o0s genes Methionil-tRNA
sintetase, Seril-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E e Proteina
Ribossomal L15, de tripanosomatideos e apicomplexa, com os métodos de
Agrupamento de Vizinhos e Maxima Verossimilhaca, apresentaram resultados os
mesmos resultados, a mesma topologia, e se extrapolarmos a filogenia do gene para
espécie, pois as analises dos genes Methionil-tRNA sintetase e Seril-tRNA sintetase
(fig. 4.23, 4.24, respectivamente), Proteina Ribossomal S15P/S13E e Proteina
Ribossomal L15 (fig. 4.25 e 4.26, respectivamente) podem apoiar a hipétese de que
tripanosomatideos sdo um grupo monofilético confirmando os resultados de Stevens
e colaboradores (2008) e Hamilton e colaboradores (2004), entretanto no mesmo
estudo realizado por Hamilton e colaboradores (2004), demonstrou que
alinhamentos realizados com uma grande variedade de taxa ( > 68 taxa) para o gene
do rDNA 18S, podem apoiar ou rejeitar a hipétese de monofilia dos
tripanosomatideos, dependendo dos taxa e dos caractéres incluidos nas analises,
assim, desta maneira a monofilia dos tripanossomatideos parece muito provavel,
porém nenhuma conclusao definitiva pode ser alcan¢cada quando se usa o0 gene do
rDNA 18S, ou até mesmo os genes utilizados neste presente estudo.

Ao analisar o grau de resolugdo da genotipagem oferecido pelos genes
utilizados, pode-se observar que os genes da Methionil-tRNA sintetase e Seril-tRNA
sintetase (fig. 4.23 e 4.24, respectivamente) apresentam um poder de diferenciagéo
maior, pois ocorre a separagao correta entres os géneros Leishmania e
Trypanosoma, e dentro de cada género também, pois pode-se observar a formacgéo
correta dos clados para cada espécie, portanto esses genes apresentam potencial
para genotipagem intra-espécies e inter-espécies. Porém, ao se analisar os genes
Proteina Ribossomal S15P/S13E e Proteina Ribossomal L15 (fig. 4.25 e 4.26,
respectivamente), a formacao dos clados dos géneros Trypanosoma e Leishmania
ocorre corretamente, pois cada clado apresenta somente espécies referentes a

estes 2 géneros, entretanto, quando se analisa internamente os clados formados
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pelos géneros Leishmania e Trypanosoma, a resolucao oferecida é baixa, havendo a
ocorréncia de politomias, e ndo ocorrendo a separagao correta das espécies dentros
dos géneros (clados), portanto esses dois genes, Proteina Ribossomal S15P/S13E e
Proteina Ribossomal L15, apresentam um potencial para genotipagem inter-
espécies, entretanto ndo apresentam um bom potencial para a genotipagem intra-
espécies, especialmente para o género Leishmania, possivelmente este panorama
se deve ao fato dos genes ribossomais serem conservados pois sdo considerados
genes ortélogos universais (Ciccarelli et al., 2006), ndo apresentando polimorfismos
suficientes para uma genotipagem com boa resolucdo intra-espécies (Torres-
Machorro et al., 2009).

No esquema abaixo se pode ter uma visdo geral do trabalho realizado, e do
aproveitamento alcangado durante todo o processo.

Resumindo o trabalho realizado...

. 220 sequéncias
: = 2
380 sequéneias de 36 OU validadas, de 20 OU

1\

33 pares de iniciadores
desenhados
8 pa\rfas

promissores PCR
multiplex

Met_hlon]l-tRNA hd ) Proteina Ribossomal
sintetase e Sequenciamento:

S15E/513P
Seril 1-RNA sinlelase 4 genes, ©

Q,‘ Proteina/Bibossomal L15
> |

N M v
T 2 genes L %—I 2 genes L
apresentaram bom apresentaram
potencial para baixo potencial
genolipagem inler- para genolipagem
especifica inter-especifica
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6 — Conclusoes

e A metodologia de busca e mineragdo de dados permitiu o encontro de 36
genes ortélogos universais dentre as diferentes espécies de protozoarios

patogénicos estudados

e O pipeline desenvolvido para o desenho de iniciadores integrando os
programas Transeq, COGnitor/KOGnitor, Mafft, Gblocks, Cons e Primer3, mostrou-

se eficaz.

e As reacoes da PCR obtiveram sucesso de amplificagdo para 19 OU nas
espécies: Leishmania major, L. braziliensis, L. chagasi, L. mexicana, T. cruzi, T.

vivax e Plasmodium vivax, utilizando os iniciadores com posi¢cdes degeneradas.

e Os genes da Proteina Ribossomal L11, Proteina Ribossomal S3, Methionil-
tRNA sintetase, Seril-tRNA sintetase, Proteina Ribossomal S15P/S13E, Proteina
Ribossomal L15, Proteina Ribossomal S7 conseguiram ser amplificados nas reacoes
da PCR multiplex em Leishmania major, L. braziliensis, L. chagasi, L. mexicana, T.
cruz. Para T. vivax os genes da Proteina Ribossomal S7, Proteina Ribossomal L11,
Proteina Ribossomal S15P/S13E Methionil-tRNA sintetase conseguiram ser
amplificados nas reagdes da PCR multiplex Seril-tRNA sintetase e Plasmodium vivax
conseguiu-se amplificar os genes da Proteina Ribossomal L11, Proteina Ribossomal
S7, Proteina Ribossomal S15P/S13E nas reac¢des da PCR multiplex.

e O pipeline de anotacdo que conecta os programas Phred, Blast,
COGnitor/KOGnitor, Mafft e ClustalW, jutamente com os bancos TrypDB,
COG/KOG-DB e GenBank/NT, foi eficaz ao processar e anotar as sequéncias

geradas.

e A metodologia desenvolvida e empregada para o desenho dos iniciadores, e
analise dos produtos sequenciados, apresentou potencial para ser empregada na
genotipagem desses protozoarios.
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e O sistema Web de genotipagem desenvolvido, apresentou grande utilidade
para a genotipagem destes protozoarios, ao facilitar o processo de desenhos de
iniciadores, anotagdo por similaridade, analises de filogenia e evolucéo, pois as
ferramentas necessarias encontram-se integradas e disponiveis via web.

e Os genes da Seril-tRNA sintetase e Methionil-tRNA sintetase demonstraram
potencial para serem empregrados na genotipagem de organismos da familia
Tripanosomatidae.
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8 — Anexos Tschoeke, D. A.

Anexo 4: Arvores filogenéticas construidas com os métodos de Maxima
Parciménia e Agrupamento de Vizinhos.

10— Lbraziliensis

100 L FIO_Lbraziliensis

Lmexicana

100

3L FIO_Lmexicana
FIO_Tcruzi
mL—— Tcruzi
FIO_Tvivax

Tvivax

Figura 1: Arvore filogenética construida com o método de Maxima Parciménia,
para KOG0436, Methionyl tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas. Utilizando as
sequéncias dos produtos da PCR singleplex, para as espécies: Leishmania
braziliensis, L. mexicana, Trypanosoma cruzi e T. vivax As sequéncias geradas neste
estudo estao sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies
que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 2: Arvore filogenética construida com o método de Maxima Parciménia,
para KOG2509, Seryl-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas. Utilizando as
sequéncias dos produtos da PCR multiplex, para as espécies: Leishmania braziliensis,
L. mexicana, L. chagasi e Trypanosoma cruzi. As sequéncias geradas neste estudo
estdo sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que nao
apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 3: Arvore filogenética construida com o método de Méaxima Parciménia
para KOGO040, Proteina Ribossomal S15P/S13E, bootstrap de 1000 replicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR multiplex, para as espécies:
Leishmania braziliensis, L. major, L. chagasi, L. mexicana, Trypanosoma cruzi e T.
vivax. As sequéncias geradas neste estudo estao sinalizadas com as letras FIO, antes
do nome da espécie. As espécies que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram
obtidas a partir do GenBank.
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Figura 4: Arvore filogenética construida com o método de Maxima Parciménia
para, KOG1742, Ribosomal protein L15, bootstrap de 1000 replicatas. Utilizando as
sequéncias dos produtos da PCR singleplex, para as espécies: Leishmania
braziliensis, L. mexicana, Trypanosoma cruzi e T. vivax. As sequéncias geradas neste
estudo estao sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies
que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 5: Arvore filogenética construida com o método de Agrupamento de
Vizinhos, para KOGO0436, Methionyl-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR singleplex, para as espécies:
Leishmania braziliensis, L. mexicana, Trypanosoma cruzi e T. vivax. As sequéncias
geradas neste estudo estéo sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie.
As espécies que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do
GenBank.
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Figura 6: Arvore filogenética construida com o método de Agrupamento de
Vizinhos, para KOG2509, Seryl-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR multiplex, para as espécies:
Leishmania braziliensis, L. mexicana, L. chagasi e Trypanosoma cruzi. As sequéncias
geradas neste estudo estéo sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie.
As espécies que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do
GenBank.
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Figura 7: Arvore filogenética construida com o método de Agrupamento de
Vizinhos para KOGO0400, Proteina Ribossomal S15P/S13E, bootstrap de 1000
replicatas. Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR multiplex, para as espécies:
Leishmania braziliensis, L. major, L. chagasi, L. mexicana, Trypanosoma cruzi e T.
vivax. As sequéncias geradas neste estudo estao sinalizadas com as letras FIO, antes
do nome da espécie. As espécies que nao apresentam esta sinalizacao (FIO) foram
obtidas a partir do GenBank.
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Figura 8: Arvore filogenética construida com o meétodo de Agrupamento de Vizinhos
para, KOG1742, Proteina Ribossomal L15, bootstrap de 1000 replicatas. Utilizando as
sequéncias dos produtos da PCR singleplex, para as espécies: Leishmania
braziliensis, L. mexicana, Trypanosoma cruzi e T. vivax. As sequéncias geradas neste
estudo estao sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies
gue ndo apresentam esta sinalizagédo (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 9: Arvore filogenética construida com o método de Agrupamento de
Vizinhos, para KOGO0436, Methionyl-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homologos em
Tripanosomatideos e Apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estdo
sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que nao
apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 10: Arvore filogenética construida com o método de Agrupamento de
Vizinhos, para KOG2509, Seryl-tRNA sintetase, bootstrap de 1000 réplicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homologos em
Tripanosomatideos e Apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estdo
sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que nao
apresentam esta sinalizagéo (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 11: Arvore filogenética construida com o método de Agrupamento de
Vizinhos para KOGO0400, Proteina Ribossomal S15P/S13E, bootstrap de 1000
replicatas. Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homélogos

em Tripanosomatideos e Apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estao

sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que nao

apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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Figura 12: Arvore filogenética construida com o método de Agrupamento de
Vizinhos para, KOG1742, Proteina Ribossomal L15, bootstrap de 1000 replicatas.
Utilizando as sequéncias dos produtos da PCR e seus genes homoélogos em
Tripanosomatideos e Apicomplexas. As sequéncias geradas neste estudo estdo
sinalizadas com as letras FIO, antes do nome da espécie. As espécies que nao

apresentam esta sinalizacao (FIO) foram obtidas a partir do GenBank.
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