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Diagndstico molecular de larvas de Angiostrongylus spp. recuperadas de gastropodes

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM VIGILANCIA E CONTROLE DE VETORES

Aline Carvalho de Mattos

Gastropodes continentais atuam como hospedeiros intermediarios de nematdédeos de
interesse para a saude humana e animal, como Angiostrongylus spp. e outros
pertencentes a superfamilia Metastrongyloidea. O procedimento de digestao artificial
€ comumente utilizado para recuperar larvas de nematédeos em moluscos. Entretanto,
essas formas imaturas ndo apresentam desenvolvidos os caracteres morfolégicos
necessarios a sua identificagdo taxonémica. Como o produto da digestao artificial &
acido e contém restos de tecido do molusco, também surgem dificuldades para
realizar o diagndstico molecular destas larvas. Estudos pilotos mostraram ineficiéncia
no diagnodstico molecular devido a variagdbes na qualidade da amostra, baixa
concentracdo de DNA e baixa eficiéncia nas Reagdes em Cadeia da Polimerase
(PCR). O objetivo deste trabalho foi aprimorar o diagnostico molecular de larvas de
Angiostrongylus spp. obtidas de moluscos. Assim, inicialmente, foi padronizado um
método de preparo das larvas (triagem das larvas com micropipeta, somado ao ajuste
do pH com PBS 1X ). A partir destas amostras padronizadas quanto ao método de
preparo, foram testados métodos de extracdo de DNA e diferentes iniciadores para a
regido do Citocromo ¢ Oxidase subunidade | (COIl). Foram utilizadas larvas L3 de
Angiostrongylus cantonensis, A. costaricensis e A. vasorum provenientes de ciclos
mantidos em laboratério. Amostras do campo de Aelurostrongylus abstrusus também
foram utilizadas para comparacao. A importancia do preparo da amostra foi testada

através de reagdes de PCR realizadas em condigbes idénticas, com amostras
X



padronizadas e nao padronizadas quanto ao preparo. Quanto aos testes de extracao,
apds a realizacdo de pilotos com diferentes protocolos, foram selecionados para
testes comparativos, até a etapa de sequenciamento, dois protocolos com choque
térmico e um utilizando kit comercial. Estes foram avaliados quanto a quantidade de
DNA, eficiéncia da amplificacdo, tempo de realizacdo e qualidade da sequéncia. Em
uma terceira etapa foram testados trés diferentes iniciadores para o COIl. Os
resultados demonstraram que apos uma lavagem com PBS o produto da digestao
artificial torna-se neutro (pH 7,29 * 0,13) e que estas amostras, devidamente triadas,
apresentam taxa de amplificagdo 60% maior. Este passo mostrou-se essencial para o
sucesso das demais etapas. As amostras que foram submetidas a extragdo de DNA
com os trés protocolos selecionados resultaram em um produto que permitiu a
amplificacdo do fragmento do COIl nas reagbes de PCR, apesar das baixas
concentracbes de DNA, tendo sido possivel também o diagndstico molecular, por
sequenciamento de Sanger, de 100% dessas amostras. Os protocolos com choque
térmico apresentaram menor tempo de execuc¢ao, custo e geracéo de residuo quimico.
Os trés iniciadores testados amplificaram com eficiéncia a regido-alvo, viabilizando a
identificacao de Angiostrongylus spp. por sequenciamento. Os diferentes métodos de
extracdo e iniciadores testados representam diferentes possibilidades para o
diagndstico de larvas de Angiostrongylus spp. e seu uso devera levar em conta os
recursos disponiveis (tempo e dinheiro) e o objetivo do estudo (diagnéstico ou
pesquisa). A disponibilizacdo de um protocolo eficiente e a possibilidade de redugao
dos custos no diagnostico dos nematdédeos associados a moluscos contribuem para
incentivar as pesquisas na area e viabilizar estudos de vigilancia epidemioldgica e

controle das angiostrongiliases.

Palavras-chave: DNA barcode; nematddeos; gastropodes; angiostrongiliase
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION/PHD THESIS IN SURVEILLANCE AND VECTOR CONTROL

Aline Carvalho de Mattos

Continental gastropods act as intermediate hosts of nematodes of interest for human
and animal health, such as Angiostrongylus spp. and other belonging to the
superfamily Metastrongyloidea. The artificial digestion procedure is commonly used to
verify the presence of nematode larvae in mollusks. However, these immature forms
have not yet developed the necessary morphological characters for their taxonomic
identification. As the product of artificial digestion is acidic and contains tissue remains
of the mollusk also is often found difficulties to molecularly identify these larvae. Pilot
studies have shown inefficiencies in molecular diagnostics due to variations in sample
quality, low DNA concentration and low efficiency in the Polymerase Chain Reaction
(PCR). The purpose of this project was to improve a molecular protocol to identify
nematode larvae obtained from mollusks. Therefore, a sample preparation method
was initially standardized (larval screening with micropipette and pH adjustment
adding 1X PBS buffer). From these standardized samples, DNA extraction methods
and different primers for amplification of Cytochrome ¢ Oxidase subunit | region were
tested. Third-stage larvae of Angiostrongylus cantonensis, A. costaricensis and A.
vasorum from laboratory-maintained cycles were analyzed. Field samples from
Aelurostrongylus abstrusus were also used for comparison. The importance of sample
preparation was tested by PCR reactions performed under identical conditions with
standard and non-standard samples. Regarding the extraction tests, after performing
several pilots with different protocols, were selected for comparative tests until the

sequencing step, two protocols with thermal shock and one using a commercial kit.
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These were evaluated for DNA quantity, amplification efficiency and time to perform
and sequence quality. In a third step three new initiators for the COI were tested. The
results showed that after washing with PBS, the artificial digestion product becomes
neutral (pH 7.29 £ 0.13) and that standardized samples, if properly screened, have a
60% higher amplification rate. This step proved to be essential for the success of the
other stages. Samples that were subjected to DNA extraction using the three selected
protocols resulted in a product that allowed for the amplification of the COI fragment in
PCR reactions despite low DNA concentrations and also allowing the molecular
diagnosis by Sanger sequencing from 100% of the sequencing samples, although was
shown difference in the size of the obtained fragment. Protocols with thermal shock
presented shorter execution time, cost and generation of chemical waste. The three
primers tested efficiently amplified the target region, enabling the identification of
Angiostrongylus spp. by sequencing. The different primers and extraction methods
tested represent different possibilities for the diagnosis of Angiostrongylus spp. and its
use should take into account available resources (time and money) and the purpose of
the study (diagnosis or research). The availability of an efficient protocol and the
possibility of reducing the diagnosis cost of mollusks-associated nematodes,
contribute to encourage research in the area and enable studies of epidemiological

surveillance and control of the angiostrongyliasis.

Keywords: DNA barcode; nematodes; gastropods; angiostrongyliasis
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1 INTRODUGAO

1.1 Angiostrongiliases

Mais de 60 espécies do Filo Nematoda utilizam moluscos como hospedeiros
intermediarios (Grewal et al., 2003). No entanto, o parasitismo por nematodeos
ainda é pouco estudado quando comparado as infec¢des por trematddeos (Morley,
2010). Mais de 80% dos nematédeos que utilizam moluscos como hospedeiros
intermediarios pertencem a superfamilia Metastrongyloidea, que inclui o género
Angiostrongylus Kamensky, 1905. Este género possui atualmente 23 espécies
descritas, entre as quais Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935) e
Angiostrongylus costaricensis Morera & Céspedes, 1971, parasitos de roedores que
podem causar as zoonoses angiostrongiliase cerebral e angiostrongiliase abdominal,
respectivamente. Além dessas, quatro outras espécies do género estdo registradas
para o Brasil, como Angiostrongylus vasorum (Baillet, 1866) que pode parasitar caes
domésticos e canideos silvestres e cujo registro de ocorréncia tem sido crescente na
ultima década (Morgan et al., 2005, Penagos-Tabares et al., 2018). As outras trés
espécies ocorrentes no Brasil sdo silvestres e existem poucos dados sobre elas
(Eamsobhana et al., 2017; Valente et al., 2018).

No Brasil, diversas espécies de moluscos terrestres ja foram encontradas
naturalmente infectadas com Angiostrongylus spp. de importdncia meédica, sendo
seis espécies de caracois: Achatina fulica Bowdich, 1822, Bradybaena similaris
(Férrusac, 1821), Bulimulus tenuissimus (d’Orbigny, 1835), Cornu aspersum (Mdller,
1774), Cyclodontina fasciata (Potiez & Michaud, 1838) e Subulina octona (Bruguiére,
1789) e nove espécies de lesmas: Belocaulus angustipes (Heynemann, 1885),
Deroceras laeve (Miller, 1774), Limax maximus (Linnaeus, 1758), Limacus flavus
(Linnaeus, 1758), Phyllocaulis variegatus (Semper, 1885), Phyllocaulis soleiformis
(d’Orbigny, 1835), Sarasinula linguaeformis (Semper, 1885), Sarasinula marginata
(Semper, 1885) e Meghimatium pictum (Stoliczka, 1873) (Graeff-Teixeira et al., 1993;
Caldeira et al., 2007; Ohlweiler et al., 2010; Ramos-de-Souza et al., 2018; Rodriguez
et al., 2018). A espécie de agua doce Pomacea lineata (Spix in Wagner, 1827)

também ja foi encontrada infectada (Thiengo et al., 2010).

As angiostrongiliases acometem o homem de forma acidental, pela ingestao

de larvas de terceiro estadio (L3) presentes em alimentos contaminados com o muco
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de moluscos infectados ou pela ingestdo acidental ou intencional dos moluscos ou

dos hospedeiros paraténicos crus ou mal cozidos (Rebello et al., 2018).

A angiostrongiliase abdominal tem como principais sintomas dor abdominal
aguda, eosinofilia e mialgia (Romero-Alegria et al., 2014). No Brasil existem casos
reportados dessa doencga nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio Grande
do Sul, Parana, Sdo Paulo, Santa Catarina, Rio de Janeiro e no Distrito Federal
(Morera e Graeff-Teixeira, 1999; Ohlweiller et al., 2010). As regides Sul e Sudeste
sdo as mais afetadas, com uma média de cinco casos relatados por ano (Morera e
Graeff-Teixeira, 1999; Ohlweiller et al., 2010).

A angiostrongiliase cerebral é considerada uma doenga emergente no pais,
havendo casos humanos confirmados nos estados do Espirito Santo (3 casos), Rio
Grande do Sul (1), Pernambuco (9), Rio de Janeiro (2) Parana (1), Sdo Paulo (18)
(Morassuitti et al., 2014) e, mais recentemente, no Amapa (1) (Barbosa et al., 2019).
Para os casos registrados nos estados do Amapa, Espirito Santo, Pernambuco e
Sao Paulo, os autores destacaram a presenca de exemplares da espécie A. fulica
infectados por A. cantonensis (Caldeira et al., 2007; Thiengo et al., 2008; 2010; Lima
et al., 2009; Barbosa et al., 2019). Essa espécie, conhecida popularmente como
“Caramujo-Gigante-Africano”, foi introduzida no Brasil na década de 80 e atualmente
apresenta uma ampla distribuicdo em nosso territorio. Morassutti e colaboradores
(2014) chegaram a associar a expansédo de A. fulica ao aumento dos casos

humanos da meningite eosinofilica no Brasil.

A confirmacgédo da presenga de A. cantonensis ocorrendo naturalmente nos
moluscos constitui uma das primeiras ag¢des epidemioldgicas necessarias a partir da
constatagdo de um caso humano dessa parasitose. A identificagdo morfolégica de
larvas de nematddeos, contudo, € inexequivel, uma vez que estas fases imaturas
nao apresentam as caracteristicas diagnodsticas desenvolvidas. Assim, para a
identificacdo morfoldgica, é necessario obter as formas adultas, a partir da infecgéao
experimental de roedores com larvas de terceiro estadio (L3). No entanto, este
procedimento tem varias desvantagens: longo periodo para o desenvolvimento do
nematodeo até a fase adulta (25 a 45 dias); grande numero de larvas necessarias
para a infeccdo; impossibilidade de realizar o diagndstico das espécies de
importancia veterinaria que utilizam outros hospedeiros definitivos, como A. vasorum;
e a possibilidade do roedor morrer antes da necropsia. A identificagcdo molecular, por

sua vez, também oferece obstaculos, pois as larvas sao obtidas por digestao
2



artificial do molusco com acido cloridrico, gerando um produto acido e contaminado
com o DNA do molusco e com o seu conteudo estomacal. Além disso, € comum o
encontro de moluscos infectados por mais de uma espécie de nematddeo (Oliveira
et al. 2010, 2015; Constantino-Santos et al. 2015; Ramos-de-Souza et al., 2018), o

que requer uma selegao minuciosa das larvas recuperadas do molusco.

1.2 Identificagdo molecular de nematédeos e a regidao do DNA escolhida para

analise

O desenvolvimento de técnicas moleculares tem auxiliado na identificagao de
nematoédeos. No entanto, pode haver dificuldades, as quais tem inicio ainda na
etapa da extracdao de DNA, pois esses animais possuem uma cuticula protetora
acima da epiderme. Essa cuticula, além de representar mais uma barreira mecanica,
possui resisténcia a solubilizagdo, mesmo em condi¢cbes fortemente desnaturantes,

devido a presenca de cuticlina em sua composicao (Fetterer & Roads, 1993).

Entre as técnicas moleculares disponiveis, algumas permitem apenas a
deteccao (presencga ou auséncia) do parasita alvo, como: LAMP (Chen et al., 2011;
Liu et al.,, 2011), PCR em tempo real (Qvarnstrom et al., 2010) e PCR-RFLP
(Caldeira et. al, 2003). Estas técnicas ndo permitem, contudo, o conhecimento de
outras espécies de nematdédeos que possam estar ocorrendo nos moluscos,
ocasionando a perda de informagdes epidemiologicamente importantes, como a

compreensao da diversidade genética de Angiostrongylus spp. no Brasil.

O sequenciamento genético, tem se mostrado uma ferramenta util para a
identificacao de nematédeos (Blaxter et al., 1998; Eamsobhana, et al., 2017; Prosser
et al., 2013), além de permitir o conhecimento da variabilidade genética das
espécies. Diversos marcadores genéticos tém sido utilizados na identificagdo de
nematddeos. Entre estes, os mais comuns tém sido a regido COI (Folmer et al.,
1994; Prosser et al., 2013), a subunidade menor do ribossomo (SSU) (Blaxter et al.,
1998; Floyd et al., 2002) e a regido espacadora interna do DNA ribossomal (ITS)
(Powers et al., 1997; Qvarnstrom et al., 2010).

Anteriormente a escolha dos marcadores a serem testados e comparados
neste estudo, foi realizado um levantamento daqueles ja utilizados para
Angiostrongylus spp. na literatura (Quadro 1). Para testar a viabilidade de utilizagao

no diagnostico de amostras no Laboratério de Referéncia Nacional para
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Esquistossomose-Malacologia (LRNEM), diferentes iniciadores para essas regioes

foram testados, entre 2011 e 2015, e a sintese dos resultados da eficiéncia destes

iniciadores nos testes realizados com essas amostras € mostrada no Quadro 2.

Quadro 1 — Levantamento dos iniciadores utilizados para a identificagdo de Angiostrongylus spp. no
LRNEM-IOC, com base na literatura.

Referéncia Bibliografica | Regiao Iniciador (nome) Grupo taxonémico para o
alvo qual foi direcionado

Bowles et al., 1992 COl COIl_F/COIL_R Fasciola hepatica Say, 1817

Folmer et al., 1994 COl HCO/ LCO Metazoarios

Floyd et al., 2002 SSuU SSU FO7/SSU R09 Nematddeos

Qvarnstrom et al., 2010 ITS AcanITS1F1/AcanITS1R1 A. cantonensis

Prosser et al., 2013 COl Nem1_t1/Nem3_t1 Nematodeos

Quadro 2 - Dados gerados pelo LRNEM no periodo entre 2011

e 2015: testes realizados com

iniciadores descritos na literatura para identificar espécies do Filo Nematoda, com descrigdo dos
resultados obtidos e analise dos resultados.

Referéncia Regidao- | Amostras do .
Bibliografica | alvo | LRNEM (L3) Resultados obtidos
AT;nStt;zSer?:isA. Das 10 amostras testadas, apenas uma amplificou
Folmer et al. obtidas em A para A. cantonensis. Em algumas amostras, foi
(1994) COl . ) amplificado o DNA do molusco e até da alface
fulica em 2011 i i ~ oni
(n = 10) utilizada na alimentacao das colbnias.
Amostras Mostrou uma divergéncia pequena entre as espécies.
testadas entre | Embora 43 de 50 amostras de A. cantonensis tenham
Qvarnstrom et ITS outubro e amplificado, as amostras de A. vasorum (n=3) n&o
al. (2010) novembro de amplificaram e as de A. costaricensis (n=8)
2013 apresentaram bandas muito fracas ou néo
(n=61) amplificaram.
Amostras de A.
costaricensis O protocolo de Monte et al. (2012) foi reproduzido,
Bowles et al (n=10)e sendo: 04 amostras de A. costaricensis e 04 de A.
(1992) ' COl A. cantonensis | cantonensis, onde apenas 02 de A. cantonensis e 01
(n = 4) testadas | de A. costaricensis amplificaram. Em outro teste, com
entre 2013 e 06 amostras A. costaricensis, nenhuma amplificou.
2014
Amostras
. testadas entre | A reacdo de PCR funcionou para 33 de 34 amostras
Fontanilla e . . ST .
SSuU julho e analisadas. No entanto, esta regido n&o diferenciou
Wade (2007) . ;
setembro de Angiostrongylus spp. entre si.
2015 (n = 34)
PCR realizadas | As amostras amplificam bem, mas a formagéo de
Prosser et al. i ) ~
(2013) COl en_tre abril e dimeros esteve _presente em todas as reagoes,
maio de 2015 afetando a qualidade das sequencias obtidas e

(n=81)

fazendo com que muitas ndo fossem aproveitadas.

1.3 Justificativa




A partir dos resultados obtidos nos testes realizados pelo LRNEM, verificou-se
que a regiao do COI apresentou melhores resultados para a identificacdo especifica
de Angiostrongylus spp., em comparacdo com o gene nuclear ITS e com a
subunidade menor do ribossomo (SSU). Além das conhecidas vantagens do DNA
mitocondrial, como: estar menos exposto a recombinagdo; apresentar heranga
haploide (materna) e exibir uma taxa de mutagao relativamente alta, resultando em
uma maior variagdo genética interespecifica e uma variagdo intraespecifica
comparativamente pequena (Elsasser et al., 2009), a literatura vinha apontando a
eficiéncia dessa regiao para o barcode de nematdédeos (Elsasser et al., 2009; Lv et
al, 2009; Prosser et al, 2013). A escolha do gene COI também se justificou por
apresentar uma boa representatividade de sequéncias de Angiostrongylus spp.
depositadas nos bancos de dados genéticos.

A necessidade de desenvolvimento deste estudo ocorreu a partir de uma
demanda do Laboratério de Referéncia Nacional para Esquistossomose e
Malacologia (LRNEM) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC)-Fiocruz por padronizar e
aprimorar o diagnostico molecular de larvas de Angiostrongylus spp. recuperadas de
gastrépodes. O aumento dos casos de angiostrongiliase cerebral no Brasil e sua
forte associagdo com o molusco A. fulica, despertaram o interesse do Ministério da
Saude quanto a ocorréncia de A. cantonensis no pais. Consequentemente, o
LRNEM passou a ter uma grande demanda para a identificacdo de helmintos
associados aos moluscos terrestres, com énfase em A. cantonensis. Além disso,
pesquisadores e estudantes de diferentes instituicbes do Brasil e da América Latina
passaram a entrar em contato com o LRNEM, buscando informagdes relativas a

pesquisa e a identificacdo de nematddeos de importancia médica em gastrépodes.

Até 2013, devido as limitagdes relativas a identificacdo morfolégica de larvas,
a infecgdo experimental de roedores com larvas L3 foi a metodologia utilizada pelo
LRNEM/IOC para a identificacdo especifica dos nematédeos associados aos
moluscos. Assim, entre 2009 e 2013 mais de 130 roedores foram utilizados para
realizar o diagnostico morfolégico a partir do verme adulto. Além das desvantagens
supracitadas quanto a utilizacdo de roedores no diagnéstico, a imprevisibilidade
quanto ao recebimento de amostras gerava dificuldades para a previséo de roedores,
dificultando a obtencdo desses animais junto ao biotério. Esta imprevisibilidade se
deve a variagdo na quantidade de exames solicitados ao longo do ano, a qual tem

relagdo com as variagdes sazonais nas populacdes de moluscos.
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Dessa forma, a partir de 2010, o LRNEM/IOC passou a levantar recursos para
adequar o espago, se equipar e capacitar a equipe para implementar o diagndstico
molecular de Angiostrongylus spp. recuperados de moluscos. No entanto, além dos
obstaculos ja descritos quanto ao emprego da técnica de digestdo artificial de
moluscos, houve ainda uma grande dificuldade na amplificagdo e sequenciamento
do DNA das larvas. Um levantamento das amostras do LRNEM enviadas para o
sequenciamento em um periodo de dois meses mostrou que menos de 20%
resultavam em sequéncias de boa qualidade. Numa analise posterior, utilizando
dados de um periodo de oito meses, relacionados a qualidade do DNA extraido e a
eficiéncia das reagcdes de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) realizadas,
observou-se que 2% das extragdes de DNA tinham que ser repetidas, além da
necessidade de se realizar mais de trés reagdes de PCR por amostra, as quais

usualmente resultavam na formacao de dimeros de iniciadores.

Sob a suspeita de que a baixa eficiéncia nos procedimentos de extragao,
amplificacdo e sequenciamento de DNA teria como causa problemas metodolégicos
relacionados ao preparo das amostras e a eficiéncia do método de extracdo e dos
iniciadores testados, fez-se necessaria a busca de uma nova metodologia
envolvendo: modificagdes nos procedimentos pré-extragdo; a optimizagcdo ou
modificagdo do processo de extracdo (com a inclusdo de etapas iniciais para
quebrar a cuticula que protege externamente os nematddeos) e a analise de
diferentes iniciadores, proporcionando a elaboracdo de um protocolo molecular
eficiente para a identificagdo especifica das larvas de nematddeos de interesse para
a saude publica e medicina veterinaria, recuperadas de moluscos pelo de processo
de digestao artificial. Além disso, buscou-se um protocolo mais simples e barato, que

pudesse ser aplicado pelos laboratérios do servico de saude.

Portanto, o presente trabalho € uma resposta a demanda da populagcéo e do
Ministério da Saude por um diagnostico mais rapido e eficaz, além de mais
adequado aos principios de ética na pesquisa, no sentido de eliminar o uso de

roedores na rotina de diagndsticos do LRNEM/IOC.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Aprimorar o diagndéstico molecular por sequenciamento (Sanger) de larvas
de Angiostrongylus spp. obtidas de gastrépodes por processo de digestao artificial,
para a aplicagdo no LRNEM/IOC e em outros laboratérios que realizam diagndstico

e/ou pesquisa.

2.2 Objetivos Especificos

- Demonstrar a influéncia do preparo da amostra (neutralizagdo do pH e
triagem das larvas) no sucesso do diagnostico molecular de larvas de

Angiostrongylus spp.

- Avaliar a eficiéncia, a rapidez e a exequibilidade de diferentes técnicas de

extracdo de DNA.

- Comparar a eficiéncia de iniciadores disponiveis na literatura com aqueles
propostos neste estudo (desenhados com base nos genomas de Angiostrongylus

spp. ou modificados a partir de iniciadores propostos na literatura).

- Analisar as vantagens e desvantagens das diferentes metodologias
testadas para diagndstico molecular de larvas de Angiostrongylus, para que estas
informacdes possam servir de subsidio para a escolha de métodos de pesquisa e

diagnostico de larvas de nematodeos recuperadas de gastropodes.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obteng¢ao das amostras

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas larvas de terceiro estadio (L3)
de Angiostrongylus spp., provenientes de ciclos mantidos nos seguintes laboratérios:
Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios do
IOC (A. cantonensis), Laboratorio de Patologia do I0C (A. costaricensis) e
Laboratério de Helmintologia Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais

(A. vasorum).

As larvas L3 foram obtidas de moluscos da espécie Biomphalaria glabrata
(Say, 1818), através da técnica de digestao artificial de moluscos descrita em Graeff-
Teixeira & Morera (1995), na qual fragmentos da parte mole do molusco s&o imersos
em solu¢do de HCI 0,7%, promovendo a digestao do tecido e a liberagdo das larvas.
As larvas foram recuperadas apos 15h da aplicagdo do método de sedimentagao de
Baermann-Moraes, apés a solugao contendo os fragmentos do tecido do molusco ter
sido transferida para funis acoplados a peneiras forradas com gaze, nos quais foi
acrescida agua tipo Il em quantidade suficiente para cobrir os fragmentos de tecido
retidos na gaze. Ao final desse procedimento, foram coletados 10 mL do produto da
digestao artificial de cada amostra, utilizando tubos Falcon de 15 mL, que foram
centrifugados a 1.500 rpm por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e o volume
foi completado com solugédo salina tamponada com fosfato (PBS) da marca Life
Technologies (concentragcdo inicial de 10X, pH 7.4), diluida para 1X, para a
neutralizacdo do conteudo. Em seguida, as amostras foram novamente
centrifugadas, nas mesmas condi¢gdes de rotagao e tempo, e transferidas para uma

placa de Petri para a triagem das larvas (ver item 3.3).

Foram realizados ao todo 26 procedimentos de digestao artificial (com cinco
exemplares de B. glabrata cada), sendo 15 amostras de moluscos infectados por A.

cantonensis e 11 por A. vasorum.

As larvas da espécie A. costaricensis foram fornecidas pelo Laboratorio de
Patologia do I0C ja dispostas no conteudo da digestdo artificial, em uma unica

amostra com cerca de 2000 larvas L3.



Para comparagdo dos iniciadores testados neste trabalho também foram
analisadas amostras de campo, obtidas a partir de exemplares de A. fulica coletados
no municipio de Nova Iguacu, Rio de Janeiro/RJ, do metastrongilideo da espécie
Aelurostrongylus abstrusus (Railliet, 1898). Este nematddeo apresenta importancia
veterinaria (parasita de felideos) e pertencente a um género proximamente
relacionado a Angiostrongylus, que também é comumente encontrado em moluscos
no Brasil (Thiengo et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Penagos-Tabares et al., 2018).

3.2 Verificagao do pH de amostras neutralizadas e nao neutralizadas

Considerando a possibilidade de que as dificuldades nos ensaios moleculares
com as larvas obtidas por digestdo artificial pudessem ser decorrentes de fatores
relacionados as caracteristicas e ao método de preparagdo das amostras, como: (1)
a acidez do produto da digestao; (2) a presenca de detritos visiveis nas amostras; (3)
a possibilidade de mistura de espécies na amostra devido a presenca de diferentes
espeécies de larvas em um mesmo molusco (co-infec¢do) e (4) amostras contendo
um grande volume de liquido proveniente da digestdo artificial, buscamos
alternativas para corrigir os problemas verificados na rotina de diagnésticos do
LRNEM/IOC. Neste laboratério, as amostras que vinham apresentando problemas
no diagndstico molecular eram preparadas diretamente a partir do produto da
digestdo artificial, lavado com agua tipo Il, o que resultava em um produto
extremamente acido (pH 2,93 = 0,85). Assim, fez-se necessario elaborar uma
estratégia para neutralizar o pH das amostras para a extragdo de DNA, tendo, para

isso, sido utilizada uma solug&o salina tamponada com fosfato (PBS 1X).

Para verificar a eficiéncia dessa neutralizagdo da amostra, foi realizado um
teste no qual comparamos o pH de amostras neutralizadas com PBS 1X com o de
amostras ndo neutralizadas. Assim, foi realizada a digestdo de 10 amostras de B.
glabrata (contendo cinco moluscos cada amostra) infectadas com A. cantonensis. Ao
final deste procedimento, 10 mL do produto da digestdo artificial de cada amostra
foram coletados e o pH foi verificado das seguintes maneiras: (1) diretamente apos a
coleta; (2) apos cada uma de um total de trés lavagens com agua tipo I, onde em
cada lavagem, a amostra foi centrifugada a 1.500 rpm por 8 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e o volume novamente completado com agua tipo Il; (3)

apo6s cada uma de um total de trés lavagens com PBS 1X, onde o conteudo de cada
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amostra foi centrifugado, conforme descrito acima. Também foi mensurado o pH da

solucdo PBS 1X utilizada, livre de amostra.

Para essas medi¢des foi utilizado um medidor de pH e condutividade de bolso,

marca AKSO, modelo AK59, calibrado conforme as instru¢des do fabricante.

Convém ressaltar que uma solucao-estoque de tampao fosfato-salino 10X
(PBS 10X) também pode ser facilmente preparada, dissolvendo-se 80 g de NaCl, 2 g
de KCI, 14,4 g de Na2HPOs e 2,4 g de KH2PO4 em 800 mL de agua destilada, para
uma completa dissolu¢do, seguida da adigdo de agua destilada até que o volume

final da solugao atinja 1litro.

3.3 Padronizagao do processo de triagem das larvas

Uma vez comprovada a acidez do pH das amostras, foi também padronizado
um método para a triagem das larvas. Para isso, foram utilizadas amostras de A.
cantonensis (L3) obtidas por digestao artificial de moluscos da espécie B. glabrata,
conforme o item (3.1). Ao final deste procedimento, o produto da digestao artificial foi
coletado, neutralizado conforme as condi¢des descritas no item (3.2), transferido
para uma placa de Petri e, quando necessario, diluido com PBS 1X para uma melhor

visualizagao, contagem e selegao das larvas.

Para evitar que as amostras tivessem detritos visiveis, as larvas foram
selecionadas cuidadosamente, com uma micropipeta monocanal de 20 uL, evitando
que fragmentos de tecido e outros detritos fossem aspirados. Em seguida, foram
transferidas para uma placa escavada para a selegao de larvas morfologicamente
iguais (L3). Com a micropipeta ajustada para aspirar até 10 yL, as larvas foram
alocadas em uma nova placa escavada (10 L3 por pogo) e aspiradas novamente,
evitando-se aspirar liquido excedente, acondicionadas em microtubos de 1,5 mL
estéreis e congeladas. Aliquotas para testes contendo apenas uma larva também

foram preparadas por esta metodologia.

Esse procedimento de triagem das larvas, somado ao ajuste do pH das

amostras, constituiram o método de preparo das amostras utilizadas neste estudo.

Ao todo, 325 aliquotas de larvas L3 (contendo 1 e 10 L3) foram preparadas

para a realizacdo dos testes, sendo: 100 aliquotas de 10 larvas e 25 aliquotas de
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uma larva para as espécies A. cantonensis e A. vasorum; e 50 aliquotas de 10
larvas e 25 aliquotas de uma larva para a espécie A. costaricensis. Adicionalmente,
foram preparadas 20 aliquotas, com 10 L3 de A. cantonensis cada, para a realizagao

dos testes de verificagao da influéncia do pH nas reagdes de PCR (item 3.2).

Das 345 aliquotas de L3 preparadas para os experimentos 228 tiveram o
DNA extraido, tendo sido amplificadas um total de 168, sendo: 102 de A.
cantonensis, 33 de A. costaricensis e 33 de A. vasorum. Dentre as amostras
amplificadas, 59 foram sequenciadas, sendo: 27 de A. cantonensis, 15 de A.

costaricensis e 14 de A. vasorum.

3.4 Avaliacao da influéncia do preparo das amostras na eficiéncia da PCR

Para verificar a influéncia do método de preparo da amostra (ajuste do pH e
triagem das larvas) sobre a eficiéncia da PCR, foi realizado um teste a partir de 20
amostras de larvas obtidas do produto da digestdo artificial de exemplares de B.
glabrata infectados com A. cantonenis, sendo 10 lavadas apenas com agua tipo Il e

outras 10 submetidas ao processo de neutralizagdo com PBS 1X.

As amplificagées por PCR ocorreram sob as mesmas condi¢des: 12.5uL de
Master Mix da marca Promega (Go Taq G2 Colorless Master Mix), 1,5 uL de cada
iniciador (Foward e Reverse) do terceiro par de iniciadores constituintes do coquetel
proposto em Prosser et al. (2013), modificados (ver item 4.5), na concentragéo inicial
de 5uM, além de agua ultrapura da marca Invitrogen (UltraPure DNase/RNase-Free
Distilled Water) suficiente para completar o volume de 20uL de mistura por amostra.
A estes 20uL foram adicionados 5uL de DNA, obtidos a partir da extracdo de 10

larvas L3 por amostra, totalizando um volume final de 25uL de reac&do por amostra.

A utilizagdo de Master Mix nas amplificagdes (no qual todos os componentes
da reacao ja vém reunidos, incluindo a enzima Taq Polimerase) foi baseada no
propésito de otimizar a padronizagdo dos ensaios, reduzindo o erro de pipetagem.
Para o caso da reproducido deste protocolo sem fazer o uso do Master Mix, as
seguintes concentracdes finais deverao ser utilizadas para cada reagao: 0,2mM de
mix de dNTP, 2,5mM de MgCl,, 0,1uM de cada primer, 1,25 U/reagdo de Taq e 1X
Buffer.
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As amostras foram amplificadas em termociclador da marca Applied
Biosystem, modelo Veriti 96-Well, com a seguinte ciclagem: 1 ciclo de 95°C por 2
minutos; 30 ciclos de 95°C por 40 segundos, 45°C por 40 segundos e 72°C por 1

minuto; 1 ciclo final de 72°C por 5 minutos.

A eletroforese se deu em gel de agarose a 1,5%, utilizando o tampao SB
(borato de sédio), diluido para 1X. Para a corrida, foi utilizada uma fonte marca GSR,
modelo 300STD, acoplada a uma cuba horizontal da marca de DIGEL, modelo DGH-
12, com volume de tampao de 550 mL. A corrente aplicada foi de 180mA, a tenséo

foi de 180v e a poténcia de 50w.

O resultado da eletroforese foi visualizado por meio de um transluminador UV,
modelo UVT-312, marca UVTrans. As fotos foram obtidas utilizando-se um
fotodocumentador de géis, marca MBS, modelo 1.5M, acoplado ao transluminador e

conectado a um laptop através do sofware WiseCapture.

3.5 Teste de diferentes métodos de extracido do DNA de larvas L3 de

Angiostrongylus spp.

3.5.1 Métodos de extragao testados no Piloto 1:

Em 2016 foi realizado um experimento piloto, o qual sera referido neste
trabalho como Piloto 1. Nesse experimento, para cada um dos protocolos realizados
foram utilizadas trés amostras, contendo dez larvas L3 de A. costaricensis cada. Na
ocasiao foram testados cinco protocolos de extracdo de DNA diferentes conforme a

breve descrigao abaixo:

Protocolo 1- método de choque térmico incluindo trés ciclos alternados de

resfriamento em nitrogénio liquido e aquecimento em termobloco a 95°C.

Protocolo 2 - kit comercial para extragdo de DNA de tecido animal “DNeasy
Blood and Tissue” da marca Qiagen, no qual foram testados trés diferentes tempos

de incubagao na etapa de lise do tecido.

Protocolo 3 - método combinado incluindo uma etapa de lise mecanica
através do uso de pérolas de zirconio de 0,7mm, seguida de duas etapas de choque

térmico, centrifugacéo e incubacado em proteinase K.
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Protocolo 4 - método combinado incluindo uma etapa inicial de choque

térmico seguido do uso do kit comercial Qiagen.

Protocolo 5 - método combinado incluindo uma etapa inicial de lise mecéanica,

com pérolas de zircdnio, seguido do uso do kit comercial Qiagen.
Todos estes protocolos estdo detalhados no item 7, Anexos 7.1, 7.2 e 7.3.

A qualidade do produto da extracdo utilizando os protocolos do Piloto 1 foi
avaliada de trés formas: (1) mensuragdo da presenga de acidos nucléicos e
contaminantes em espectrofotbmetro de microvolumes — NanoDrop 2000, marca
Thermo Scientific; (2) avaliacdo do tempo decorrido para a realizagdo de cada
técnica de extragdo; (3) realizagdo de uma PCR com todas estas amostras,
simultaneamente, utilizando os mesmos reagentes e equipamentos. Esta PCR foi

realizada nas mesmas condigdes descritas no item 3.4, bem como a eletroforese.

3.5.2 Métodos de extragao testados no Piloto 2:

A partir dos resultados desse piloto, foram selecionados novos protocolos a
serem testados e um novo piloto (Piloto 2) foi realizado (detalhes descritos no Anexo,
itens 7.4 e 7.5), para o qual foram utilizadas amostras da espécie A. cantonensis,

contendo dez larvas L3 cada.

Nesse segundo piloto foram repetidos trés protocolos selecionados a partir do
Piloto 1 (Protocolo 1, Protocolo 2 e Protocolo 3) e ao Protocolo 3 foi incluida uma
variagdo, na qual foram invertidas as etapas de homogeneizagdo em vortex e

centrifugacao, a qual chamaremos de Protocolo 3B.
No Piloto 2, foram incluidos ainda os seguintes protocolos de extragéo:

Protocolo 6 - método de choque térmico em freezer, sendo trés ciclos
alternados de resfriamento em freezer a 0°C e aquecimento em termobloco a 95°C,

com duragao de 20 minutos para cada.

Protocolo 7 - método de lise mecanica com a mesma metodologia descrita
no Protocolo 3, substituindo as pérolas de zircbnio por migangas de 2 mm (Anexo
7.4). Neste protocolo, duas quantidades de micangas foram testadas: (7A) uso de
trés migangas, (7B) uso de cinco migangas. Além disso, foi testada uma metodologia
invertendo-se as etapas de homogeneizagcdo em vortex e centrifugagao (7C).
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Protocolo 8 - método de lise quimica em que é utilizada solugdo de dodecil
sulfato de sédio (SDS) 1%, descrito em Margam et. al. (2010), precedido de uma
etapa de lise mecanica, sendo: (8A) lise mecénica com 3 migcangas, (8B) lise
mecanica com pérolas de zirconio, (8C) lise mecéanica por 1 minuto de imersdo em

nitrogénio liquido e maceragao com um pistilo.

A qualidade do produto da extracdo foi avaliada de trés formas: (1)
mensuracdao em espectrofotbmetro de microvolumes — NanoDrop 2000, marca
Thermo Scientific; (2) quantificacdo fluorométrica — Quibit 4, marca Thermo Scientific;

(3) realizagdo de uma PCR, utilizando as mesmas condigdes descritas no item 3.4.

3.5.3 Métodos de extragado selecionados para o sequenciamento (teste

final):

A partir dos resultados obtidos com os protocolos testados no Piloto 2, foram
selecionados os protocolos a serem realizados em um teste final dos métodos de
extracdo de DNA. Essa selecdo levou em consideracdo os resultados quanto a
pureza do DNA das amostras extraidas, mas foram também considerados os
seguintes parametros: (1) o tempo de execugao da técnica; (2) o custo; (3) a

geragao de residuos quimicos.

Para esse teste final, foram utilizadas 10 amostras de Angiostrongylus spp.,
sendo: quatro de A. cantonensis, trés de A. costaricensis e trés de A. vasorum, por

protocolo de extracao testado.

O teste final dos métodos de extracdo de DNA foi analisado em quatro etapas:
(1) avaliagdo da eficiéncia da PCR, onde o DNA extraido com cada um dos
protocolos foi amplificado em reacbes de PCR em condigdes padronizadas e
visualizado em gel de agarose, seguindo os procedimentos descritos no item 3.4; (2)
resultado da quantificacdo, onde o DNA extraido foi quantificado por fluorimetria
(Qubit); (3) analise da sequéncia, onde o produto amplificado foi purificado com o kit
comercial de purificacdo de DNA “lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit” da marca GE, conforme o protocolo fornecido pelo fabricante, e enviado para
sequenciamento (método Sanger) na Plataforma Gendémica — Sequenciamento de
DNA - RPTO1A (Rede de Plataformas Tecnolégicas FIOCRUZ), conforme
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metodologia descrita em OTTO et al. (2008) e (4) eficiéncia no diagnostico da

espécie do nematodeo.

O DNA dos exemplares da espécie Ae. abstrusus foi extraido com o Protocolo
2 (kit) e amplificado conforme descrito no item 3.4. Os procedimentos de purificagéo
e sequenciamento do DNA foram executados conforme descrito na etapa (3) do

paragrafo anterior.

3.6 Selecao dos iniciadores para a identificagcao de Angiostrongylus spp.

Considerando os resultados do LRNEM nos testes realizados com os
iniciadores disponiveis na literatura, mostrados no Quadro 2, foi montada uma placa
para sequenciamento com os iniciadores para a regiao do COI. Para isso, foram
utilizadas 11 amostras de A. cantonensis e duas de A. costaricensis, onde todas
tiveram o DNA extraido com kit comercial (Protocolo 2). Destas, cinco amostras da
espécie A. cantonensis foram amplificadas e enviadas para o sequenciamento com
o par de iniciadores proposto por Bowles et al. (1992). As demais foram amplificadas
com os iniciadores do coquetel proposto no artigo sobre barcoding de nematdédeos
de Prosser et al. (2013) em conjunto, como se segue: 1) uma amostra de A.
cantonensis e uma de A. costaricensis foram enviadas para o sequenciamento com
a terminagdao M13, conforme descrito no referido artigo, apés amplificagdo com os
iniciadores do coquetel testados em conjunto; 2) uma amostra de A. costaricensis foi
enviada para o sequenciamento com os iniciadores do coquetel em conjunto; 3) oito
amostras de A. cantonensis e duas de A. costaricensis foram enviadas para o
sequenciamento com cada par de iniciadores isoladamente, para verificar qual deles

teria o melhor desempenho para as espécies-alvo deste estudo.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas na Plataforma Gendmica —
Sequenciamento de DNA - RPT01A (Rede de Plataformas Tecnolégicas FIOCRUZ),

conforme metodologia descrita em Otto et al. (2008).

Além da qualidade das sequéncias obtidas, também foi realizada a analise de
similaridade genética entre as espécies de Angiostrongylus enviadas na placa
montada e aquelas depositadas no GenBank, através da ferramenta Basic
Alignment Search Tool (BLAST).

15



3.7 Desenvolvimento de novos iniciadores

A partir do resultado do sequenciamento das amostras dispostas na placa
montada para teste, o terceiro par de iniciadores (Nem3_t1) descrito em Prosser et
al. (2013) e o par de iniciadores (COIl_F/COI_R) descrito em Bowles et al. (1992),
que amplifica outra regido do COI, foram selecionados para a realizacdo de
modificacdes, a fim de tentar reduzir a formacédo de dimeros nas reagdes de PCR e
aumentar a especificidade do diagndstico. As sequéncias desses pares de
iniciadores foram entdo analisadas, utilizando-se os softwares livres Oligo 7 e
Primer3plus, respectivamente, para investigar: a) se esses iniciadores eram
complementares a sequencia das nossas espécies-alvo; b) se possuiam regides
homologas, causando o auto anelamento; c) se havia a formagao de algas, devido

ao excesso de bases degeneradas.

Além disso, foi desenhado um novo iniciador com base nas sequéncias dos

genomas mitocondriais completos de Angiostrongylus spp. disponiveis no GenBank.

3.8 Analise comparativa da eficiéncia dos novos iniciadores

A eficiéncia dos trés iniciadores desenvolvidos neste trabalho (dois
modificados e um novo) foi avaliada através dos seguintes parametros: 1- taxa de
amplificacdo bem sucedidas das amostras; 2- intensidade do fragmento amplificado,
quando visualizado em gel de agarose; 3- a qualidade das sequéncias obtidas no

sequenciamento de DNA; 4- o potencial na identificagdo das espécies alvo.

A qualidade das sequéncias foi analisada de acordo com os seguintes
critérios: definicdo dos picos na linha de base (pela andlise dos cromatogramas) e

tamanho das sequéncias geradas.

Para reduzir possiveis fontes de variagdo, tornando a avaliagdo mais
homogénea, os testes quanto a eficiéncia de amplificagdo, bem como aqueles
quanto a qualidade da reacdo de sequenciamento, foram realizados a partir de
amostras processadas por um mesmo método de extragdo (Protocolo 2 - kit
comercial com 4 horas de incubagao), bem como pertencentes a apenas uma unica
espécie (A. cantonensis). Para esses testes foram utilizadas as mesmas dez

amostras, contendo dez larvas L3 cada.
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As amplificagées por PCR ocorreram nas mesmas condi¢gdes descritas no
item 3.4 para os iniciadores Prosser-Modificado e Iniciador-Novo, diferindo apenas
quanto a temperatura de anelamento na ciclagem (45°C e 51°C, respectivamente).
Ja a ciclagem com o par de iniciadores Bowles-Modificado diferiu na temperatura de

anelamento (55°C) e por conter 10 ciclos a mais na fase de extensao.

Para cada uma destas amostras os fragmentos amplificados foram
sequenciados em ambas as diregcdes, ou seja, com os iniciadores forward e reverse.
Desta forma, obtivemos um total de 20 sequéncias de A. cantonensis para a

avaliagcdo da qualidade da sequéncia gerada por cada par de iniciadores testados.

A capacidade desses iniciadores em amplificar amostras contendo apenas

uma larva de Angiostrongylus spp. também foi verificada.

A analise dos eletroferogramas foi realizada com o software Chromas, versao
2.6.5. Inicialmente, cada par de sequéncias complementares (forward e reverse) foi
comparativamente analisado, com edigdes destacadas em letra minuscula. Em
seguida, as sequéncias foram copiadas e reunidas em um arquivo de texto no
formato FASTA e importadas no programa Clustal X (1.81), onde foram alinhadas.
Posteriormente, pequenas edicbes foram feitas no programa BioEdit versédo 7.2.5,
onde as sequéncias foram analisadas quanto ao numero de bases e as variagdes

encontradas. Foram utilizados programas livres e de facil utilizagao.

O potencial destes iniciadores na identificagdo de Angiostrongylus spp. foi
analisado com o auxilio da ferramenta BLAST no GenBank e através da construcao
de matrizes de distancia genética (p-distance), utilizando os programa MEGA,
versao 7 e Excel 2016. Para essas analise também foram sequenciadas amostras

das espécies A. costaricensis e A. vasorum e Ae. abstrusus.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Verificagao do pH das amostras

Com os procedimentos adotados para o preparo das amostras, que incluiu o
ajuste do pH e a triagem das larvas, foi possivel neutralizar o pH da amostra,
eliminar as particulas visiveis na lupa e, ainda, restringir o volume de liquido

aspirado durante o processo de triagem das larvas.

Quanto aos testes relacionados ao pH das amostras foi constatado que o
produto da digestdo artificial € acido (pH 2,79+0,41), conforme o esperado,

justificando a necessidade de neutralizagdo das amostras.

Os resultados da neutralizagdo das amostras para a PCR mostraram que
apos uma unica lavagem com PBS 1X o produto da digestéo artificial torna-se neutro
(pH 7,29 = 0,4). Os valores de todas as medi¢cdes de pH estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Determinacdo do pH de amostras de digestdo artificial ndo neutralizadas e apos

neutralizacdo com solugao salina tamponada (PBS 1X).

Numero da Nao 12, 22, 32 PBS
amostra neutralizado lavagem lavagem lavagem 1x

1 3,90 7,50 7,60 7,50 7,50

2 2,60 7,50 7,60 7,60 7,60

3 2,30 7,40 7,50 7,60 7,50

4 2,70 7,30 7,40 7,70 8,10

5 2,70 7,10 7,40 7,70 8,10

6 2,80 7,30 7,50 7,80 8,10

7 2,70 7,20 7,40 7,70 8,00

8 2,70 7,20 7,50 7,80 8,10

9 2,80 7,20 7,60 7,80 8,10

10 2,70 7,20 7,30 7,50 8,10

Média 2,79 7,29 7,48 7,67 7,92

Desvio Padrao 0,41 0,14 0,06 0,06 0,06
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O uso de PBS para a neutralizacdo de nematdédeos que se encontravam
envoltos pelo tecido do hospedeiro e imersos em solugcdo de HCI, para posterior
diagndstico por PCR, também foi empregado com sucesso nos procedimentos
realizados por Pozio e La Rosa (2003). E importante ressaltar que estes autores
também tiveram o cuidado de evitar que fragmentos de tecido do hospedeiro fossem
aspirados juntamente com as larvas. Esse cuidado € crucial ja que amostras
contendo quantidades elevadas de tecido do molusco podem, ndo s6 amplificar o
DNA desse hospedeiro, como prejudicar a PCR, uma vez que moluscos sao ricos
em polissacarideos, que podem inibir reagcdes enzimaticas (Arseneau et al., 2017).
Bessetti (2007) também apontou os polissacarideos como inibidores que podem
inviabilizar a amplificagdo, destacando a importancia do tratamento dos fatores que

podem inibir a acdo da Tagq.

4.2 Avaliacao da influéncia do preparo das amostras na eficiéncia da PCR

Todas as dez amostras neutralizadas com PBS 1X foram amplificadas com
sucesso, enquanto apenas duas das 10 amostras ndo neutralizadas amplificaram
(canaletas 2 e 3 do gel inferior). Além disto, a intensidade das bandas no gel foi mais

forte nas amostras neutralizadas, conforme demonstrado na Figura 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

500pb

Figura 1- Géis resultantes dos testes de neutralizacdo do pH das amostras de A. cantonesis. Gel
superior: canaleta 1) marcador de peso molecular, 2 a 11) amostras lavadas com PBS 1X, 12)
controle positivo, 13) controle negativo, 14 a 16) amostras ndo neutralizadas. Gel inferior: canaleta 1)

marcador de peso molecular, 2 a 8) amostras n&o neutralizadas.
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E importante ressaltar que estas amostras foram amplificadas com os
mesmos reagentes, ao mesmo tempo e no mesmo termociclador. Estes resultados
comprovaram, portanto, a eficacia da neutralizagdo do pH na taxa de sucesso das
reacdes de PCR, uma vez que os acidos nucléicos sofrem hidrélise sob condi¢des
acidas e quanto mais baixo o pH mais facilmente sao hidrolisados (Oxford Gene
Technology, 2018), apontando a importancia do preparo adequado das amostras

antes da amplificagéo.

A influéncia do preparo adequado das amostras para diagnostico de
patdgenos por PCR também foi demonstrada por Lachaud et al. (2001) e Hoorfar et
al. (2004), tendo sido considerada uma etapa fundamental para a eficiéncia das

reacoes.

4.3 Teste de diferentes métodos de extragdao de DNA

4.3.1 Métodos de extragao — Piloto 1

A presencga de contaminantes foi alta em todos os métodos testados no Piloto
1, onde a relagdo da absorbancia em 260/230nm ficou abaixo do limite inferior
desejavel (1,8) em todas as amostras (Tabela 2). De acordo com Matlock (2015),
valores A260/280 e A260/230nm maiores que 1,8 sdo normalmente adequados para
analise, visto que os valores mais baixos de A260/280 podem indicar contaminagao
de proteinas e valores mais baixos de A260/230 indicam contaminagdao com sais ou

solventes.

Dentre os métodos de extragao testados, o que empregou apenas o metodo
fisico de lise com pérolas de zircébnio, associado a digestdo com proteinase K
(Protocolo 3A) apresentou a mais alta concentracdo de DNA (142,2ng/ul). No
entanto, os resultados em relacdo a absorbancia foram os piores (Tabela 2),
indicando presenca excessiva de contaminantes. Tal fato, associado a auséncia de
amplificacdo por PCR (Figura 2), leva-nos a inferir que a alta concentragao de DNA
observada pode ter sido ocasionada por um erro de leitura, uma vez que amostras
contaminadas podem causar equivocos na leitura por espectrometria levando a
resultados superdimensionados quanto a concentracdo de DNA (Oxford Gene
Technology, 2018).
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Nos demais métodos testados a presenga de contaminantes foi menor, mas
ainda alta e longe da faixa ideal. Apesar da presenga expressiva de contaminantes,
as amostras extraidas com os protocolos envolvendo apenas o choque térmico
(Protocolo 1), choque térmico seguido de kit, com 4 horas de incubacgao (Protocolo 2)
e somente kit, também com 4 horas de incubacao (Protocolo 3), apresentaram taxa
de amplificacdo de 100%. No entanto, quando visualizadas em gel, as amostras
extraidas pelo Protocolo 1 apresentaram bandas mais fracas, enquanto naquelas em

que se utilizou kit as bandas se mostraram mais intensas (Figura 2).

Quanto ao tempo de execugao, o método de choque térmico com nitrogénio
liquido (Protocolo 1) foi o mais rapido (1h 30 min) e, ainda, ndo gerou qualquer
residuo quimico, sendo estas as suas principais vantagens em relagdo aos demais

métodos testados (Tabela 2).
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Figura 2. Géis (agarose 1,5%) dos protocolos de extragéo realizados no Piloto 1. Para cada método foram testadas 3 amostras, contendo 10 larvas L3 de A.

costaricensis cada. PCR realizada com o iniciador de Prosser et al. 2013 modificado, nas mesmas condi¢des descritas no item 3.4. Gel superior = Ultima canaleta
vazia; Gel inferior: 3 ultimas canaletas = controle positivo, controle negativo e vazia.
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Tabela 2. Resultado da quantificagédo por espectrometria dos métodos de extragao testados no Piloto 1, com os tempos de execugao de cada protocolo.
(ON = Overnight)

Protocolo 1
! . o Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5

Método | Nitrogénio . . . A . . .

. Kit Pérolas Nitrogénio liquido + kit Pérolas + kit

liquido
TEMPO DE -- A = Incubagdo 1h B =Incubagdo 4h  C=Incubacdo ON -- A = Incubagdo 1h B =Incubagdo 4h  C=Incubacdo ON | A =Incubacdo 1h B = Incubacdo 4h C = Incubagdo ON
INCUBAGCAO
AMOSTRA 1.1 1.2 1.3 | 3A1 3A2 3A3 | 3B1 3B2 3B3|3C1 3C2 3C3| 41 42 43 | 2A1 2A2 2A3 | 2B1 2B2 2B3 | 2C1 2C2 2C3 | 5A1 5A2 5A3 | 5B1 5B2 5B3 | 5C1 5C2 5C3
[1ng/ul 63 5 63|98 94 123|84 81 82| 8 78 7,8 |121,9 124 1818| 75 81 86 |86 85 77|76 58 - |148 19 122|172 25 124| 6 63 78
260/280 1,84 235 1,89|159 2,25 167|183 205 1,7 |207 163 187|061 062 061 |1,76 1,88 163|161 1,75 1,55 1,71 292 - |1,85 158 1,71 (1,83 1,83 1,82 | 193 216 2,23
260/230 04 048 059|018 0,18 0,18 0,16 0,16 0,17 | 0,18 0,21 0,16 | 0,16 0,17 0,21 | 0,16 0,19 021| 02 0,19 02 [0,19 009 - |04 017 0,190,116 0,18 0,16 | 0,17 0,16 0,12
TEMPO DE
EXECUCAD 1h 30m 2h 30m 5h 30m 21h 30m 5h 30m 3h 30h 6h 30m 22h 30m 3h 30m 8h 30m 24h 30m
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4.3.2 Métodos de extragao — Piloto 2

Quanto ao Piloto 2, os valores resultantes da espectrometria das amostras
obtidas foram bastante divergentes, havendo a necessidade de realizar diversas
mensuragcdes da mesma amostra. Assim, foi calculada a média das medi¢des, onde
foram retirados os outliers e consideradas, no minimo, trés medicdes de cada
amostra (Tabela 3). Os dados brutos considerados nesta analise estdo disponiveis
nos Anexos (item 7.5), onde: 260/280 = razao entre acidos nucléicos e proteinas e

260/230 = razao entre acidos nucléicos e outros contaminantes.

Tabela 3. Média de acidos nucléicos dos protocolos realizados no Piloto 2, conforme a quantificagao

por espectrometria (NanoDrop).

Protocolos de Extragdo Média de Acidos Nucléicos (ng/pL)
1 102,10
2 32,45

3A 221,30
3B 154,50
6 35,30
7A 226,50
7B 157,90
7C 168,80
8A 9,40
8B 8,42
8C 3,70

Os protocolos que haviam sido realizados no primeiro piloto e foram repetidos,
apresentaram maiores quantidades de acidos nucléicos nesse teste. Embora nao
tenha sido utilizado o mesmo equipamento do Piloto 1, a presenca de contaminantes
permaneceu fora da faixa ideal em todas as amostras, independentemente do
método. Quanto aos novos protocolos testados, aqueles envolvendo o uso de SDS
(Protocolos 8A, 8B, 8C) apresentaram os piores resultados quanto a quantidade de
acidos nucléicos recuperada e os de lise mecénica com migangas seguida de

choque térmico (Protocolos 7A, 7B, 7C), os melhores (Tabela 3).
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Métodos mais artesanais tem se mostrado capazes de extrair DNA com boa
qualidade. Um estudo realizado por Mega & Revers (2011) demonstrou, através de
uma analise por espectrometria, a obtencdo de uma maior quantidade de DNA, sem
perda na pureza das amostras, utilizando-se um método de extragdo artesanal em
comparagao a outros dois com o uso de kits comerciais. No entanto, estes autores
utilizaram um meétodo contendo mais etapas e mais reagentes em relagdo aos
protocolos, sem uso de kit, aqui realizados e, além disso, utilizaram reagentes
téxicos, como o cloroféormio. No presente trabalho, foram priorizados métodos de
facil execugdo, com poucas etapas, e que exigiam poucos recursos e infraestrutura

relativamente simples.

Tabela 4- Resultado da quantificagdes de DNA por fluorimetria (Qubit), nas amostras do
Piloto 2.

Método de extragao Qubit - DNA ng/ul

Protocolo 1 Uhlkie
0,177

Protocolo 2 0,158
0,171

Protocolo 3A 0,020
Protocolo 3B 0,020
Protocolo 6 0,260
0,358

Protocolo 7A 0,013
Protocolo 7B 0,022
Protocolo 7C 0,124
Protocolo 8A 0,031
0,021

Protocolo 8B 0,031
0,048

Protocolo 8C 0,017
too low

Os resultados da quantificacdo por fluorimetria, exibidos na Tabela 4,
mostraram que os protocolos de extragdo cujas amostras apresentaram as maiores
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quantidades de DNA foram aqueles com choque térmico (Protocolos 1 e 6) e com o
uso de kit comercial (Protocolo 2). Papayiannis et al. (2013) compararam quatro
meétodos de extracdo de DNA, quantificados por fluorimetria com o uso do Qubit, e
também verificaram bons resultados para as amostras extraidas com kits comerciais
que continham etapas de centrifugagdo em colunas de silica. Este componente,
conforme demostrado por Caldart et al. (2011), apresenta afinidade com as

moléculas DNA, proporcionando recuperar mais DNA e menos inibidores.

As amostras de DNA geradas a partir dos protocolos aqui testados (Protocolos
1 a 8), quando quantificadas por espectrofotdmetro para microvolumes (NanoDrop),
apresentaram valores entre absorbancias que indicam um baixo grau de pureza. A
grande diferenga encontrada entre os valores de DNA fornecidos pela técnica de
espectrometria em relagdo aqueles fornecidos na quantificacdo por fluorimetria,
sugere que ambos os acidos nucléicos, além de outros contaminantes, podem ter
sido considerados na contagem, uma vez que a deteccao de DNA e de RNA por
espectrometria se dar no mesmo comprimento de onda. Nesse contexto, Hussing e
colaboradores (2015) discorreram sobre a superioridade da leitura por fluorimetria,
que contabiliza apenas o DNA (Qubit), sobre aquela realizada por absorbancia de
luz (espectrofotometro NanoDrop), destacando que nesta ultima outras moléculas,

como proteinas e RNA, podem ser consideradas na leitura de acidos nucleicos.

Outra desvantagem observada durante a analise das amostras por
espectrometria foi a variacdo, as vezes bem grande, entre uma leitura e outra da
mesma amostra, o que nao ocorreu na leitura por fluorimetria. Por essa razao,
somente os resultados das quantificagdes com esta técnica foram considerados para
a escolha dos protocolos de extracdo a serem analisados até a etapa de

sequenciamento de DNA e com maior numero de réplicas por amostra.

Quanto a avaliagao pelo resultado das PCR com cada protocolo de extracao,
aqueles envolvendo lise mecanica com pérolas de zirconio e migangas (Protocolos 3
e 7) nao resultaram em boas amplificagdes, tendo sido observadas bandas muito
fracas. Dentre as variagdes do método utilizando migcangas, o protocolo realizado
com o uso de trés micangas (Protocolo 7A) foi o que apresentou uma banda um

pouco mais intensa, conforme exibido na Figura 3.
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Figura 3. Gel da PCR dos protocolos com lise mecénica por pérolas de zirconio e migangas (Piloto 2),
com amostras de A. cantonensis, 10 L3 cada. Canaletas: 1) marcador de peso molecular; 2, 3 e 4)

Protocolo 3; 5 e 6) Protocolo 7A; 7 e 8) Protocolo 7B; 9) controle positivo; 10) controle negativo.

A escolha das pérolas de zircdnio para realizar uma lise mecéanica anterior a
extragdo de DNA foi baseada no artigo de Crowder et al. (2010), no qual essas
pérolas foram utilizadas com sucesso para a extracdo do DNA total de virus e
bactérias patogénicas em carrapatos. Sua utilizagdo neste projeto partiu da premissa
de que através da ruptura prévia da cuticula protetora presente nos nematdédeos

uma maior quantidade de DNA pudesse ser obtida.

Os métodos de extragdo por choque térmico em nitrogénio liquido e em
freezer (Protocolos 1 e 6), tiveram a mesma taxa de sucesso quanto a amplificacéo
das amostras e apresentaram pouca diferenga quanto a intensidade da banda no gel
(Figura 4).

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

500pb

Figura 4. Gel, agarose 1,5%, da PCR dos protocolos com choque térmico, com amostras de A.
cantonensis. Canaletas: 1) marcador de peso molecular; 2) vazia; 3*, 4 e 5) Protocolo 6 (freezer); 6, 7
e 8) Protocolo 1 (nitrogénio); 9) controle positivo; 10) controle negativo; 11) vazia; 12) Protocolo 6,

amostra da canaleta 3 reaplicada. * parte da amostra vazou durante a aplicago.
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A adogédo de um protocolo utilizando SDS (Protocolo 8), conforme o método
descrito em Margam et. al. (2010), foi baseada na possibilidade deste atuar como
uma alternativa mais barata ao uso de kits comerciais de extracdo de DNA de tecido
animal. No entanto, os resultados dos testes realizados com esse método, isolado
ou combinado com outros protocolos (Figura 5) mostraram que as extragdes com Kkit
e com choque térmico foram mais eficazes tanto quanto ao sucesso da amplificacéo

como quanto a quantidade de DNA obtida (intensidade das bandas).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

500pb

Figura 5. Gel da PCR com o Protocolo 8, com amostras de A. cantonensis. Canaletas: 1) marcador de
peso molecular; canaletas 2 e 3) Protocolo 8A; 4 e 5) Protocolo 8B; 6 e 7) Protocolo 8C; 8 e 9)

Protocolo 2 (kit) e canaleta 13) controle positivo, extraido com nitrogénio (Protocolo 1).

4.3.3 Métodos de extragao selecionados para o sequenciamento (teste

final):

Foram selecionados trés protocolos para o teste final, ou seja, cujas amostras
obtidas com cada protocolo de extragdo foram levadas até a etapa de
sequenciamento de Sanger. Esses protocolos estiveram representados por dois
métodos de extragdo por choque térmico (Protocolos 1 e 6) e pelo método com o
uso de kit comercial (Protocolo 2), com 4 horas de incubagdo. A escolha deste ultimo
levou em consideragdo a quantidade e qualidade do DNA obtido, conforme
demostrado nos dois pilotos realizados. Ja a escolha dos métodos de resfriamento
com nitrogénio liquido (Protocolo 1) e de resfriamento no freezer (Protocolo 6), foi
decorrente da facilidade de execugdo (menor numero de etapas), da menor geragéo
de residuo e do custo final da extracao, tendo em vista o alto valor comercial dos kits

de extragao de tecido animal disponiveis no mercado.
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Um esquema dos pilotos realizados, desde a execucdo dos primeiros

protocolos de extracdo de DNA testados até a selecio para o teste final, € mostrado

na Figura 6 .
PILOTO 1

§ Protocolo 1, Protocolo 2, Protocolo 3
a Protocolo 4, Protocolo 5

l PILOTO 2 l

Protocolo 3B, Protocolo 6, Protocolo 74,

Fe Protocolo 1, Protocolo 2, Protocolo 3 Protocolo 7B, Protocolo 7C, Protocolo
g 8A, Protocolo 8B, Protocolo 8C

PROTOCOLOS SELECIONADOS (TESTE FINAL)
ri N
B Protaocolo 1, Protocolo 2 Protocolo 6
%
- 5

Figura 6 — Fluxograma dos protocolos de extragcdo testados nos Pilotos 1 e 2, e dos protocolos

selecionados a partir destes pilotos para o teste final.

As amostras obtidas a partir dos protocolos de extracédo realizados nesse
teste final foram, inicialmente, analisadas quanto a quantificacdo de DNA, por
fluorimetria (Qubit), cujos resultados sé&o exibidos na Tabela 5. Nota-se que, mais
uma vez, as extragbes com kit comercial (Protocolo 2) se destacaram quanto a
pureza do DNA obtido. Este protocolo também foi o que apresentou a menor
variagdo entre as amostras, conforme evidenciado pelo menor valor de desvio
padrdo exibido (Tabela 5).
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Tabela 5 — Resultado da quantificagao por fluorimetria, com Qubit, dos protocolos de extragédo
testados até a etapa de sequenciamento de Sanger (amostras do teste final).

Método de Extracido Resultado (DNA ng/uL) Média e Desvio Padrao por Método

0,11
0,11
0,16
0,19
Kit (Protocolo 2) 0,13
n=10 0,17
0,11
0,16
0,13
0,08
0,24
Too low
0,04
Too low
Freezer (Protocolo 6) 0,14
n=10 0,01
0,18
0,03
0,02
0,03
0,02
0,03
0,02
Nitrogénio Liquido 0,02
(Protocolo 1) 0,04 0,05+0,04
0,05
n=10 0115
0,04
0,06
0,05

0,13+0,03

0,09+0,09

Entre os protocolos de extragao de DNA por choque térmico (Protocolos 6 e 1,
respectivamente), aquele com resfriamento em freezer resultou em um maior

numero de amostras com menor concentragdo de DNA.

Apesar de apresentar uma execugao mais simples e segura, o Protocolo 6
(freezer) foi um pouco mais demorado (tempo de execugdo de 2h) do que o

Protocolo 1 (nitrogénio liquido).

O resultado das amplificagbes dos trés protocolos do teste final, todas

utilizando os iniciadores Prosser-Modificado, demonstraram que o protocolo com Kkit
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foi o unico a apresentar 100% de eficiéncia para todas as amostras testadas,
enquanto aqueles envolvendo choque térmico apresentaram taxa de amplificacao de
90%, igualmente. O resultado de uma reacédo de PCR envolvendo os trés protocolos
simultaneamente e utilizando a mesma espécie, A. cantonensis, € exibido na Figura
7.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 7. Gel de agarose 1,5% da PCR comparativa de amostras de A. cantonensis (10 L3 cada)
extraidas conforme os Protocolos de extracdo 1, 2 e 6.

Canaletas: 1) marcador de peso molecular; 2, 3 e 4) Protocolo 6 (freezer); 5 e 6) Protocolo 1
(nitrogénio); 7) controle negativo; 8) vazia; 9 a 12) Protocolo 2 (kit); 13) controle positivo extraido com
Protocolo 1; 14) controle negativo.

Foi realizada ainda uma PCR para comparar somente as amostras extraidas
pelos protocolos de choque térmico, com a mesma massa de DNA inicial (0,04
ng/uL). Este resultado ndo demonstrou diferenga quanto a eficiéncia de amplificagéao

entre cada técnica (Figura 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

500pb

Figura 8. Gel (agarose 1,5%) comparativo de amostras de A. cantonensis extraidas com choque
térmico, contendo a mesma concentracdo de DNA inicial (0,04 ng/uL). Canaletas: 1) marcador de
peso molecular; 2 a 5) amostras extraidas com nitrogénio; 6 a 9) amostras extraidas com freezer; 10)

controle positivo, extraido com nitrogénio; 11) controle negativo.
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Dentre o total de amostras extraidas com os protocolos executados no teste
final, aquelas com o uso de kit se destacaram, mais uma vez, apresentando 100%

de amplificagdo independente da espécie utilizada (Figura 9).

500pb

Figura 9. Amostras de A. cantonensis (canaletas 2 a 5), A. costaricensis (canaletas 6 a 8) e A.
vasorum (canaletas 9 a 11) extraidas com kit comercial e controle positivo de A. cantonensis extraido

com nitrogénio (canaleta 12).

Quanto aos resultados do sequenciamento das amostras extraidas pelos

protocolos executados no teste final (Tabela 6), observou-se que:

Protocolo 2 (extracbes com Kkit): das 10 amostras enviadas para
sequenciamento, 17 sequéncias apresentaram boa qualidade, com apenas trés
sequéncias de baixa qualidade (A. cantonensis 01 R, A. cantonensis 04 F, A.
cantonensis 05 F). Destas, oito foram sequéncias forward e nove sequéncias
reverse. As 17 sequéncias obtidas apresentaram mais de 600 pares de bases (635-

653), tendo em comum um total de 613pb.

Protocolo 6 (extracbes com freezer): foi obtido um total de 17 sequéncias de
boa qualidade e trés sequéncias de baixa qualidade (A. vasorum 15 F, A. vasorum
16 F, A. cantonensis 20 R). Deste total, oito sequéncias forward variaram de 495 a
641 pares de bases, apos edicdo. Quatro delas apresentaram mais que 600 pares
de bases (641, 632, 632, 603 pb), duas outras entre 500-600 pares de bases (568,
562 pb) e duas entre 400-500 pb (449, 495). Dentre as nove sequéncias reverse
obtidas, que na grande maioria apresentaram entre 500-600 pares de bases (520,
571, 573, 574, 574, 574, 577), duas apresentaram mais que de 600pb (621, 624 pb).
A parte comum entre as sequéncias forward e reverse apresentou 302 pares de
bases. Houve, portanto, uma variacdo maior quanto ao tamanho do fragmento

amplificado, em relagdo ao protocolo com kit comercial.
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Protocolo 1 (extragdes com nitrogénio liquido): foram obtidas oito sequencias
forward e dez sequéncias reverse com sucesso. As sequéncias de baixa qualidade
foram: A. cantonensis 6 F e A. costaricensis 8 F. Apds a edigdo, as sequéncias
forward variaram de tamanho (de 445 a 649 pares de bases), onde a maioria
apresentou entre 500-600 pares de bases (522, 530, 530, 568, 568, 573, 639). Ja as
sequencias reverse, todas obtidas com sucesso, variaram de 455 a 649 pares de
bases. A maioria teve entre 500-600 pares de bases. Outras trés tiveram acima de
600 pares de bases (605, 620, 649), com uma unica sequéncia mais curta (455
pares de bases). Em relacdo aos demais protocolos, houve uma sequéncia de boa

qualidade a mais recuperada com este protocolo.

Um sumario da analise comparativa das sequéncias geradas a partir de DNA

extraido com os trés diferentes métodos & apresentado a seguir (Tabela 6).

Tabela 6. Resultado do sequenciamento do gene COI, utilizando os iniciadores de
Prosser et al. (2013) modificados a partir de DNA obtido com trés diferentes métodos de
extragdo: com kit comercial, por choque térmico com a utilizagdo de Nitrogénio Liquido e por

choque térmico com a utilizagado de Freezer.

Método Sequencias | Forward Reverse N° de pares Tamanho das sequencias (pares Tamanho da parte

obtidas com de bases de bases) comum a todas as
sucesso amplificado* | >de 600 | 500-600 | 400-500 | sequéncias obtidas*

Kit comercial 17 8 9 635-653 pb 17 0 0 613 pb

Qiagen

Choque térmico 17 8 9 449-641 pb 6 9 2 302 pb

Freezer

Choque térmico 18 8 10 445-649 pb 4 12 2 386 pb

Nitrogénio Liquido

*Para a verificagdo do tamanho da parte comum a todas as sequéncias obtidas, ndo foram
consideradas as sequéncias abaixo de 500 pb. O numero de sequéncias obtidas com sucesso inclui

as fitas forward e reverse de cada amostra, separadamente.

Apesar de ter havido sequéncias com qualidade ruim, todas as amostras
geradas a partir do DNA extraido com os trés protocolos selecionados possibilitaram
o diagndstico molecular das espécies alvo deste estudo, pois as fitas

complementares foram amplificadas com sucesso.

O protocolo de extragdo com kit comercial foi o que resultou em um DNA mais
puro, pois inclui etapas de lavagem com detergentes e centrifugagdo em colunas

com resina de silica, que retiram mais contaminantes da amostra. O sucesso dessa
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metodologia ja4 era esperado, uma vez que a presengca de contaminantes
decorrentes do processo de extracdo pode inibir completamente a acdo da enzima
Taq polimerase, inviabilizando o diagndstico (Al-Soud e Radstrom, 1998; Silva,
2010). Embora o método com Nitrogénio tenha resgatado uma maior quantidade de
sequéncias de boa qualidade, o tamanho dos fragmentos obtidos com kit foi
bastante superior (>60%). No entanto, esta metodologia de extragdo de DNA é muito

mais cara.

Entre os métodos de extracdo de DNA por choque térmico, as técnicas
empregando o uso de Freezer e Nitrogénio Liquido obtiveram o mesmo éxito na
amplificacdo. Porém, o método com Nitrogénio resgatou uma maior quantidade de
DNA e de sequéncias de boa qualidade. Por outro lado, o método utilizando Freezer

foi o de menor custo e n&o resultou na geragao de residuos quimicos.

Existe uma grande diversidade de métodos para extragcdo de DNA, desde
protocolos artesanais, até kits comerciais extremamente elaborados (Bonin et al.
2010). A compreensédo dos fatores envolvidos direta ou indiretamente no processo
de extracdo é fundamental para o resultado do processo, pois a extracao de DNA é
uma etapa que tem enorme influéncia sobre o sucesso da amplificagdo e
consequentemente na identificacdo molecular (Radstrom et al. 2004; Scorsato e
Telles, 2001). Nesse contexto, devem-se em conta ainda as caracteristicas do
organismo alvo. Zeng e colaboradores (2013) reportaram que larvas L3 da espécie A.

cantonensis podem apresentar até duas cuticulas, se obtidas durante a ecdise.

Considerando a qualidade dos resultados obtidos pela extracdo com kit, este

método foi escolhido para os testes de comparacao da eficiéncia dos iniciadores.
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4.4 Selegao dos iniciadores para a identificagao de Angiostrongylus spp.

A selecdo dos iniciadores para este trabalho levou em consideracdo os
resultados alcangados em testes anteriores, realizados pelo LRNEM-IOC, entre
2011 e 2015, com iniciadores ja descritos na literatura, conforme sumarizado no
Quadro 2.

Apesar dos iniciadores descritos em Bowles et al. (1992) terem sido eficientes
para a identificacdo das espécies de Angiostrongylus (Monte et al., 2012), eles
mostraram-se pouco eficientes para o diagndstico de larvas, mesmo apds a
aplicagao dos processos de neutralizagdo e triagem propostos neste trabalho. Vale
ressaltar que Monte et al. (2012) utilizaram parasitas adultos que, além de serem
maiores e terem mais DNA, foram obtidos diretamente do hospedeiro definitivo
através de necropsia, portanto, sem a etapa de digestao artificial molusco.

Outros iniciadores descritos na literatura, como o coquetel proposto em
Prosser et al. (2013), composto por trés pares de iniciadores, também foram
testados. Estes iniciadores, por sua vez, foram desenhados com base em
sequéncias de nematodeos que representaram o Filo Nematoda como um todo,
tendo como pressuposto englobar toda variagdo dentro de Nematoda. Por isso,
contém varias bases degeneradas que, devido ao grande numero de possibilidades
de ligacdo, formaram muitos dimeros (primer dimer) na reagao, resultaram em
sequéncias de baixa qualidade.

Os iniciadores descritos por Folmer et al. (1994), embora comumente
utilizados para o sequenciamento de metazoarios e com diversas sequéncias de
Angiostrongylus spp. depositadas no GenBank, também ndo apresentaram bons
resultados nos testes realizados para o diagndstico de larvas. Prosser et al. (2013)
compararam o coquetel de iniciadores proposto em seu trabalho com os descritos
por Folmer et al. (1994) e demonstraram praticamente a mesma eficiéncia na
amplificagcédo (87% e 89%, respectivamente). No entanto, a quantidade e o tamanho
das sequencias recuperadas foram significativamente maiores com os iniciadores
do coquetel de Prosser et al. (2013). Apesar desta analise ter sido realizada com 95
amostras de nematddeos, estes iniciadores ndo chegaram a ser testados para
espeécies do género Angiostrongylus.

Embora ineficazes para a amplificagao das larvas, os iniciadores previamente
testados pelo LRNEM fomentaram o desenho dos iniciadores desenvolvidos neste
trabalho (item 4.5).
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4.5 Desenvolvimento de novos iniciadores

O resultado do sequenciamento da placa contendo 13 amostras de
nematddeos, descrita no item 3.7, apontou uma melhor qualidade nas sequéncias
obtidas de amostras amplificadas com os iniciadores Nem1 t1 e Nem3 t1, do
coquetel proposto por Prosser et al. (2013), isoladamente. No entanto, a constante
formacao de dimeros durante as reagbes de amplificagcdo permaneceu, trazendo a
necessidade de realizar a purificacdo do produto da PCR a partir do gel de agarose.
Assim, acrescentava etapas ao diagndstico, tornando o processo de identificagéo

molecular das larvas ainda mais demorado.

A partir das dificuldades relatadas, foi realizada uma analise das sequéncias
do iniciador Nem3_t1 do coquetel proposto por Prosser et al. (2013), uma vez que o
Nem1_t1 apresentava um maior numero de bases degeneradas. Tal analise relevou

a presenca de regides homologas, conforme demonstrado na Figura 10.
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Figura 10. Print screen da tela do programa Oligo7, mostrando o auto-anelamento do iniciador de
Prosser et al. (2013).

Dentro da proposta de um coquetel universal de iniciadores para nematodeos,
Prosser et al. (2013) adicionaram uma terminagcéo (M13) em todos os iniciadores e
fizeram o amplo uso de bases degeneradas. No entanto, a finalidade do emprego
dos iniciadores no presente trabalho é diferente daquele proposto por esses autores,
uma vez que temos um grupo alvo bem definido: as espécies de Angiostrongylus de
importancia médica e veterinaria. Desta forma, para o trabalho aqui desenvolvido,
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nao faria sentido utilizar varios pares de iniciadores, contendo varias bases
degeneradas, na mesma reagao, mas sim apenas aquele par de iniciadores que se
mostrasse mais eficiente na amplificacdo do DNA das espécies alvo, substituindo as
bases degeneradas quando possivel. Assim sendo, a parte inicial da sequéncia
relativa a terminacdao M13 foi retirada do iniciador foward do terceiro par (F3:
tgtaaaacgacggccagtARAGTTCTAATCATAARGATATTGG). As bases degeneradas
foram substituidas por aquelas encontradas naquela mesma posicao nas espécies A.
cantonensis, A. costaricensis e A. vasorum. Além disso, as trés ultimas bases da
regido 3', considerada a mais critica para auto-anelamento, também foi retirada.
Dessa maneira, a sequéncia modificada ficou com a seguinte conformacéo:
5 AAAGTTCTAATCATAAGGATA 3'.

Para o iniciador reverse, ndo foram detectadas regides homodlogas, assim, as
modificagdes realizadas foram somente a retirada da terminagdo M13 e a
substituicao de uma base degenerada, ficando:
5'AAACCTCTGGATGACCAAAAAATCA 3'.

O par de iniciadores proposto por Bowles et al. (1992), que amplifica outra
regidao do COIl de Angiostrongylus spp., foi modificado (Bowles-Modificado), com
base na sequéncia do mitogenoma completo de A. cantonensis da China
(NC013065). Nesse caso, o software utilizado indicou apenas pares de iniciadores
que resultavam em um amplicon muito curto (~190pb). Assim, a sequéncia forward
indicada pelo programa foi mantida e foi escolhida uma nova sequéncia reverse, que

resultou em um amplicon de 413pb (Figura 11).

Além disso, um novo iniciador, que amplifica a mesma regido que os
iniciadores descritos em Prosser et al. (2013), foi desenhado (Iniciador-Novo) a partir
dos mitogenomas completos das espécies A. cantonensis, A. costaricensis e A.

vasorum (Figura 12).
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TAGTTAGGCR TTTTCAT = GGT  TECGGECTERIITT TG

c
G

Figura 11. Print screen da tela do programa Primer3plus, mostrando o teste com os iniciadores
Bowles-Modificado.

>CANTONENSIS|NC_013065_NC_013065_DNA_COI

7741.GAGTGAAATTTTGATTGGAAGAAAAATTCTCTTACATTTATATATATAAGAAATATCAAGGTGGTTTGTCGGTTTGATTAGAAAGTTCTAATCATA
AGGATATTGGTACTCTTTATTTTTTGTTTGGTTTATGGTCGGGTATGTTAGGTACTGCTTTATCTTTGATTGTTCGTTTGGAATTGTCTAAGCCTGGAA
TGTTGTTGTCTAATGGGCAATTGTATAATTCAATTATTACGGCTCATGCTTTTTTGATGATTTTTTTTATGGTGATGCCTAGTATGATTGGTGGTTTTGG
TAATTGAATATTGCCTTTGATGTTGGGGGCTCCGGATATGAGTTTTCCTCGTTTGAATAATTTGAGTTTTTGATTATTACCAACTTCGATGTTTTTGATT
TTAGATTCTTGTTTTGTGGATATAGGATGTGGGACTAGTTGGACTGTTTATCCGCCTTTGAGAAGTTTAGGTCATCCTGGTAGAAGGGTGGATTTGG
CGATTTTTAGTTTGCATTGTGCTGGACTGAGTTCTATTTTGGGGGGTATTAATTTTATGTGTACAACGAAGAATATGCGAAGAAGTTCAATTTCTTTGG
AACATATGAGTTTGTTTGTTTGATCTGTTTTTGTGACTGTTTTTTTGTTGGTGTTGTCTTTACCTGTGTTGGCCGGGGCTATCACTATATTATTAACTGA
TCGTAATTTAAATACTTCTTTTTTTGATCCTAGTTCTGGTGGTAATCCTTTGATTTATCGGCATTTGTTTTIGATTTITTTGGTCATCCTGAGGTTTATGTTT
TGATTTTGCCTGCTTTTGGGATTGTTAGACAGTCTACTTTATATTTAACGGGTAAAAAAGAGGTTTTTGGTTATTTGGGTATGGTTTATGCTATTTTAAG
AATTGGTTTGATTGGTTGTGTGGTTTGGGCTCATCATATATATACGGTTGGTATGGATTTAGATTCTCGTGCTTATTTTACTGCGGCTACTATAGTTAT
TGCGGTTCCTACGGGAGTGAAGGTTTTTAGGTGGTTGGCAACTTTATTTGGTATAAAGATATTGTTTCAACCTATTTTATTGTGGGTTTTGGGTTTTAT
TTTTTTATTTACTATCGGTGGGTTAACGGGGGTTATATTGTCTAATTCTAGTTTGGATATTATTTTACATGATACTTATTATGTAGTTAGGCATTTTCATT
ATGTTTTAAGGTTGGGGGCTGTTTTTGGTATTTTTACTGGTATTAGTCTTTGATGAGGGTTTATGACTGGTTGTGTTTAT

2>>>> Iniciadores PROSSER-MODIFICADO
>>>>> Iniciadores NOVOS
>>>>> |niciador BOWLES-MODOFICADO

Figura 12. Localizagdo dos trés iniciadores desenvolvidos, na regido COI de A. cantonensis.
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4.6 Analise comparativa da eficiéncia dos iniciadores desenvolvidos para a
amplificagao das larvas

Previamente a execugcdo dos testes para comparar os iniciadores
desenvolvidos, foram realizadas duas tentativas de padronizar a massa de DNA
inicial, onde foram testadas diferentes dilui¢des (0,7; 0,5; 0,1; 0,07; 0,04 e 0,01). No
entanto, embora todos os iniciadores desenvolvidos tenham sido eficazes para
amplificar as espécies de Angiostrongylus aqui estudadas, os resultados das
amplificagdes com diferentes diluicbes demonstraram haver divergéncia entre as

espécies analisadas, independente da concentragcdo de DNA inicial (Figura 13).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

500pb

Figura 13. PCR para padronizagdo da massa inicial de DNA: canaleta 1) padrdo de peso

molecular, canaletas de 2 a 5) A. cantonensis (diluigbes: 0,1; 0,07; 0,04; 0,01, respectivamente),
canaletas de 6 a 10) A. vasorum (0,7; 0,1; 0,07; 0,04; 0,01), canaletas de 11 a 15) A. costaricensis
(0,5; 0,1; 0,07; 0,04; 0,01), canaletas 16 e 17) controles positivos (A. cantonensis), extraidos com

nitrogénio (Protocolo 1), canaleta 18) controle negativo.

Assim sendo, optou-se por selecionar uma unica espécie (A. cantonensis)
para os testes de comparagdo dos iniciadores quanto ao resultado do

sequenciamento.

As figuras 14, 15 e 16 mostram o resultado das amplificagdes das amostras
de A. cantonensis utilizadas para a comparacdo dos iniciadores desenhados,

mostrando que todas foram bem sucedidas.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 14. Gel da PCR, agarose 1,5%, de quatro amostras de A. cantonensis (canaletas 2 a 5), trés
de A. costaricensis (canaletas 6 a 8), trés de A. vasorum (canaletas 9 a 11) e uma de Ae. abstrusus
(canaleta 12), com os iniciadores Bowles-Modificado.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 15. Gel da PCR, agarose 1,5%, de quatro amostras de A. cantonensis (canaletas 2 a 5), trés
de A. costaricensis (canaletas 6 a 8), trés de A. vasorum (canaletas 9 a 11) e duas de Ae. abstrusus
(canaletas 12 e 13), com os iniciadores Prosser-Modificado.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 16. Gel da PCR, agarose 1,5%, de quatro amostras de A. cantonensis (canaletas 2 a 5), trés
de A. costaricensis (canaletas 6 a 8), trés de A. vasorum (canaletas 9 a 11), uma de A. cantonensis
como controle positivo (canaleta 12) e uma de Ae. abstrusus (canaleta 13), com os iniciadores
novos.
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4.6.1 Analise das sequéncias geradas com os iniciadores Bowles-Modificado

Das 10 amostras da espécie A. cantonensis amplificadas com os iniciadores
Bowles-Modificado, apenas uma nao resultou em sequéncia de boa qualidade
(sequéncia reverse de A. cantonensis 10R). Por outro lado, a sequéncia forward
desta mesma amostra apresentou boa qualidade, tendo sido identificada com 100%
de similaridade com as sequéncias de A. cantonensis depositadas no GenBank

(numero de acesso: JX471056.1 e outras).

Outras quatro amostras apresentaram uma linha de base alta e picos um
pouco sobrepostos nas primeiras posi¢cées de pares de bases (até a posigao 100,
aproximadamente). Estas foram as sequéncias: A. cantonensis 03F; A. cantonensis
06(R); A. cantonensis 08F e Ae. abstrusus 11F que, contudo, puderam ser editadas
a partir da contraposi¢cao dos cromatogramas com suas sequéncias complementares

e da comparacao com outras amostras do alinhamento.

Assim, considerando que apenas uma sequéncia nao pbéde ser aproveitada,
houve um aproveitamento de 95% das sequéncias obtidas com esses iniciadores.
Além disso, a uUnica sequéncia que apresentou ma qualidade nao inviabilizou a

identificacdo da espécie, tendo sido possivel o diagndstico de 100% das amostras.

Apos editadas, as sequéncias forward apresentaram entre 258 e 330 pares
de bases (duas foram mais curtas: A. cantonensis 03F e A. cantonensis 08F),
enquanto as sequéncias reverse apresentaram 330 pares de bases. A parte comum
a ambas as sequéncias (forward e reverse) totalizou 330 pares de bases (com

excecao de A. cantonensis 03F e A. cantonensis 08F).

Apesar da melhor intensidade de bandas ter sido observada com as amostras
amplificadas por esses iniciadores (Figura 15), eles ndo foram aqueles cujo maior

numero de sequéncias boas foram obtidas.

A sequéncia de Ae. abstrusus apresentou uma identidade de 97.29% com
uma sequéncia parcial do mitogenoma desta espécie depositada no GenBank
(GU138120.1) e se mostrou bastante das distante das espécies A. vasorum (>10%)
e A. costaricensis, que ndo apareceu entre as no ranking das 100 primeiras listadas.
No entanto, ndo separou muito bem da espécie A. cantonensis, que apresentou

94.91% de similaridade.
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4.6.2 Analise das sequéncias geradas com os iniciadores Prosser-Modificado

Dentre as 10 amostras de A. cantonensis amplificadas com os iniciadores
Prosser-Modificado, trés ndo apresentaram boa qualidade (sequéncia A.
cantonensis 1R, A. cantonensis 4F, A. cantonensis 5F). Uma sequéncia também
estava em parte ruim (aproximadamente 100 pares de bases), com linha de base
alta e picos sobrepostos (A. cantonensis 07R). Por outro lado, as sequéncias
complementares obtidas para estas amostras apresentaram qualidade muito boa.
Desta forma, as 10 amostras investigadas puderam ser molecularmente
identificadas, sendo idénticas entre si e apresentando 100% de similaridade com

sequéncias de A. cantonensis, depositadas no GenBank (JX471056.1 e outras).

Apods a edicdo, as sequéncias forward apresentaram entre 639 a 655 pares
de bases com estes iniciadores, enquanto as sequéncias reverse apresentaram de
637 a 651 pares de bases. A parte comum a ambas as sequéncias (forward e
reverse) totalizou 608 pares de bases (com excegdo de A. cantonensis 03F e A.

cantonensis 08F, que foram sequéncias mais curtas).

A amostra de A. abstrusus obtida com os iniciadores Prosser-Modificado
também foi sequenciada com sucesso, onde o blast com esta sequéncia apresentou
99.69% de identidade com a sequéncia do genoma mitocondrial completo desta
espécie depositado no GenBank (JX519458.1). Quando comparada com sequéncias
das espécies A. cantonensis, A. costaricensis e A. vasorum, a sequéncia da espécie
Ae. abstrusus apresentou uma diferenga maior que 11% (88.43%, 88,07% e 88.01%,

respectivamente) quanto a similaridade genética.

4.6.3 Analise das sequéncias geradas com os iniciadores novos

Das 10 amostras de A. cantonensis amplificadas com os iniciadores novos,
apenas uma nao apresentou boa qualidade, ndo sendo possivel utiliza-la (sequéncia
A. cantonensis 02F). Por outro lado, a sequéncia reverse desta mesma amostra foi
sequenciada com sucesso, tendo sido identificada com 100% de similaridade com a
sequéncia do COIl de A. cantonensis, depositada no GenBank (MF000735.1 e

outras).

Outras cinco amostras apresentaram uma linha de base alta e picos um

pouco sobrepostos nas primeiras posi¢coes de pares de bases (até a posigao 100,
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aproximadamente). Estas foram as sequéncias A. cantonensis 05 (F e R); A.
cantonensis 08 (F e R); A. cantonensis 09F, que, contudo, puderam ser editadas a
partir da comparagao dos cromatogramas de outras sequéncias do mesmo haplétipo.
Portanto, houve um aproveitamento de 95% das sequéncias. Além disto, a Unica
sequéncia ruim obtida n&o inviabilizou a identificagdo da espécie, tendo sido

possivel o diagnéstico de 100% das amostras.

As sequéncias forward apresentaram entre 361 e 373 pares de bases com
estes iniciadores, enquanto as sequéncias reverse entre 362 a 375 pares de bases.
A parte comum a ambas as sequéncias (forward e reverse) totalizou 322 pares de

bases.

A sequéncia de Ae. abstrusus obtida com os iniciadores novos mostrou
99.27% de similaridade com sequéncia do mitocondrial completo desta espécie
depositada no GenBank (JX519458.1). Ja em relacao as espécies A. cantonensis, A.
costaricensis e A. vasorum, a sequencia de Ae. abstrusus apresentou 89.05%,

88,08% e 88,32% de similaridade, respectivamente.

A sintese dos resultados alcangcados para as 20 sequéncias de A.

cantonensis geradas a partir dos diferentes iniciadores é apresentada na Tabela 7.

Tabela 7. Resultado da analise comparativa da qualidade das sequéncias geradas a partir de

diferentes iniciadores para as 20 sequéncias de Angiostrongylus cantonensis obtidas.

Iniciadores N° de pares N° de N° sequéncias N° Nimero de
de bases sequéncias parcialmente sequéncias amostras
amplificado* boas boas ruins diagnosticadas

Prosser- o

Modificado 608 16 1 3 100%
oS 330 16 3 1 100%

Modificado ?

Iniciadores 392 14 5 1 100%

novos

*Alinhamento final, com fragmentos do mesmo tamanho para 10 sequéncias forward e 10
sequéncias reverse, com indicagdo do tamanho do fragmento obtido, representado pelo numero de
pares de bases amplificados, nUmero de amostras sequenciadas com sucesso (sequencias boas),
numero de sequéncias ruins (ndo aproveitadas) e nimero de amostras diagnosticadas através do

blast da sequéncia no GenBank.
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Apgiostrongylus cantonensis voucher CHIOC: 356681 cytochrome ¢ oxidase subunit | gene. parial cds: mitochondrial 610 610 100% 1e-170 100.00% JX471058.1

Angiostrongylus cantonensis voucher 9863 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 610 610 100% 1e-170 100.00% GU138111.1
Angiostrongylus cantonensis voucher 9662 cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 610 610 100% 1e-170 100.00% GU138110.1
Angiostrongylus cantonensis isplate CHIOC 35738a cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene, partial cds: mitochondrial 610 610 100% 1e-170 100.00% JOS595406.1

trongylus cantonensis cytochrome ¢ oxjdase subunit 1 gene, partial cds: mi ial 610 610 100% 1e-170 100.00% HQ440217.1
Angiostrongylus cantonensis cytochrome oxidase subunit | (COI) gene. partial cds; mitochondrial 604 604 100% 6e-169 99.70% MN227185.1
Angiostrongylus cantonensis iselate SYD.1 mitechondron. complete genome 604 604 100% Ge-169 98.70% MKS5T0631.1
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Angiostrongylus cantonensis isolate 1573angio cylochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 604 604 100% Ge-169 99.70% MHOEO734.1
Angiosirongylus cantonensis mitochondrial DNA, complete genome 604 604 100% 6e-169 99.70% APO17672.1

Angiostrongylus cantonensis voucher 9660 ¢ytochrome oxidase subunit |-like (COIl) gene, partial sequence: mitochondrial 603 603 100% 2e-168 99.70% GU138108.1
Apgiostronaylus cantonensis isolate 1577angio cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds: mitochondrial 593 593 100% 1e-165 99.09% MH069735.1
Angiostrongylus cantonensis isclate 1561angio cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds; mitochondrial 583 593 100% 1e-165 99.08% MH068733.1
Angiostrongylus cantonensis isolate 1500angio cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial cds: mitochondrial §93 593 100% 1e-165 99.09% MH060732.1

Figura 17 - Print screen do ranking do blast realizado no GenBank, com uma sequéncia de 330 pares

de base da espécie A. cantonensis, utilizando os iniciadores Bowles-Modificado.
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Angiostrengylus cantonensis isclate P48-19B cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 1080 1080 100% 00 99.01% MNS14B371
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Figura 18. Print screen do ranking do blast realizado no GenBank, com a uma sequéncia de 608 pares

de base da espécie A. cantonensis, utilizando os iniciadores Prosser-Modificado.
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Angiostrongylus cantonensis isolate Barra dos Coqueires eytochrome oxidase subunit | (COl) gene. partial cds; mitechondrial 565 585 100% 4de-166 100.00% MH547424.1
ﬂ Angiostrongylus cantonensis isolate SYD.1 mitechendrion, complete genome 595 585 100% 4e-166 100.00% MKS70631.1
B3 Angiostrongylus cantonensis isolate TEN. 1 mitochondrion, complete genome 565 505 100% 4e-166 100.00% MKS570629.1
Angiostrongylus cantonensis isolate A cylochrome ¢ oxidase subunit | (COI) gene, pariial cds; mitochondrial 595 595 100% 4e-166 100.00% MFOO0735.1
Angiostrongylus cantonensis mitochondrial DNA, complete genome 585 505 100% de-166 100.00% APO17672.1
Angiostrongylus cantonensis isolate Sao Cristovao eytochrome oxidase subunit L (COI).gene, partial cds; mitochondrial 580 590 100% 2e-164 09969% MHE11540.1
Angiostrongylus cantonensis isolate B cytochreme ¢ oxidase subunit | (COI} gene, partial cds; mitochondrial 584 584 100% B8e-163 09.38% MFDO0736.1
B3 Angiostrongylus cantonensis isclate PP cytochrome ¢ oxidase subunit | (GO!) gene, partial eds: mitochondrial 582 582 99% 3e-162 09.38% KYT79736.1
Angiostrangylus cantonensis isolate Nossa Senhora do Socorro cytochrome oxidase subunit | (COI) gene, partial ¢ds: mitechondrial 580 580 97% 1e-161 100.00% MH511338.1
Angiostrongylus cantonensis isclate P49-19A cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene, partial cds; mitechondrial 577 577 99% 1e-160 99.07% MNB14828.1
Angiostrongylus cantonensis isclate P48-198 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 577 577 99% 1e-160 99.07% MNB14827.1
Angiostrongylus cantonensis isolate P40-19A cytochrome ¢ oxidase subunit | (COX1). gene, partial cds; mitechondrial 577 577 99% 1e-160 ©0.07% MNB14826.1

ngiostrongylus cantonensis isolate FH.1 mitochondrion, complete genome 571 571 99% Be-159 08

; : i } [5] Eeedback
\ngiostrongylus cantonensis isolate HAW.1 mitochondrion, complete genome 571 571 99% 6e-159 08
Figura 19. Print screen do ranking do blast realizado no GenBank, com a uma sequéncia de 322

pares de base da espécie A. cantonensis, utilizando os iniciadores novos.

4.7 Anadlise comparativa das sequéncias geradas com os iniciadores

propostos para as demais espécies de Angiostrongylus estudadas

As trés espécies puderam ser diferenciadas entre si a partir dos fragmentos

amplificados com todos os trés pares de iniciadores propostos.

O blast das sequéncias de A. costaricensis obtidas com esses trés pares de
iniciadores, apresentaram entre 99.48% e 100% de identidade com as demais
sequéncias depositadas no GenBank para esta espécie (p.ex. GQ398122.1 e
KT186242.1). J&4 o blast com as sequéncias de A. vasorum obtidas com os
iniciadores novos e com os Bowles-modificado foram 99.41% similares a sequéncia

de uma populagdo do Brasil (GU138119), enquanto aquelas obtidas com os
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iniciadores Prosser-Modificado apresentaram apenas 95.63% de identidade com a
sequéncia parcial do COIl depositada no GenBank (GQ982868.1) procedente da
Irlanda.

A baixa similaridade encontrada com a sequéncia da Irlanda, pode ser
decorrente da hipotese de ocorréncia de espécies distintas na Europa e da América
do Sul, sugerida por Jefferies et al. (2009). Estes autores analisaram as regides COI
e ITS de populagdes de A. vasorum e apontaram a existéncia de dois gendtipos

distintos.

4.8 Analise de distancia genética entre as espécies de Angiostrongylus

estudadas

Como esperado, por tratar-se de amostras de ciclos mantidos em laboratério,
0s quais costumam apresentam baixa diversidade genética, um unico haplétipo foi

encontrado para as trés espécies de Angiostrongylus analisadas.

Apesar do maior tamanho do fragmento obtido utilizando o iniciador de
Prosser-Modificado, a distancia genética entre as espécies A. cantonensis e A.
costaricensis foi a mesma para os trés marcadores. Ja em relacdo a distancia
genética entre A. vasorum e as espécies A. cantonensis e A. costariensis variou,
com a maior divergéncia encontrada nos primers novos, seguida de Prosser-
Modificado (Figura 20).

1 2 3

-

A. cantonensis Bowles-Modificado
A. costaricensis Bowles-Modificado 0,14
A. vasorum Bowles-Modificado 0,11 0,14

W N

1 2 3

—

A. cantonensis Prosser-Modificado
A. costaricensis Prosser-Modificado 0,14
A. vasorum Prosser-Modificado 0,13 0,12

W N

1 2 3
1 A. cantonensis Inicidores Novos
2 A. costaricenis Iniciadores Novos 0,14
3 A. vasorum Iniciadores Novos 0,15 0,12

Figura 20. Matrizes de distancia genética (p-distance) entre as trés espécies de Angiostrongylus

analisadas, com cada um dos pares de iniciadores desenvolvidos. Valores em percentagem.

47


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ982868.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=MBR7SXYK015

Dusitsittipon et al. (2017) relataram ser de 11%, em média, a distancia
comumente encontrada entre as espécies de nematddeos, considerando o nivel de
divergéncia p-distance. Assim, os resultados das matrizes de distdncia genética com
os trés pares de iniciadores aqui desenvolvidos permitiram a distinguibilidade das
principais espécies de Angiostrongylus com potencial zoonoético, encontradas no

Brasil.

De acordo com Cordeiro (2011) a distinguibilidade € um critério importante
para que um diagnostico molecular seja considerado efetivo. Ainda segundo esta
autora, outro quesito igualmente importante para caracterizar a efetividade de um
diagndstico molecular € a sensibilidade. Dessa forma, foram realizados testes
quanto a eficiéncia dos iniciadores propostos na amplificagcdo de apenas uma larva
de Angiostrongylus spp., para os quais todas as reag¢des funcionaram (Figuras 21,
22 e 23).

500pb

Figura 21. Gel da PCR contendo uma larva de: A. cantonensis (canaleta 2), A. costaricensis (canaleta
3), A. vasorum (canaleta 4), controle positivo, com 10 L3 de A. cantonensis (canaleta 5), controle

negativo (canaleta 6), com os iniciadores novos.

500 pb

Figura 22. Gel da PCR de uma larva de A. cantonensis (canaleta 2), A. costaricensis (canaleta 3), A.
vasorum (canaleta 4) e controle positivo, com 10 L3 de A. cantonensis (canaleta 5), com os

iniciadores Prosser-Modificado.
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500pb

Figura 23. Gel da amplificagdo com uma larva de duas diferentes amostras de: A. vasorum
(canaletas 2 e 5), A. cantonensis (canaletas 3 e 6) e A. costaricensis (canaleta 4 e 7) com o iniciador

Bowles-Modificado.

A amplificagdo das amostras de A. vasorum com o iniciador Prosser-
Modificado e com o iniciador novo apresentaram bandas fracas (Figuras 22 e 23). Ja
com o iniciador Bowles-Modificado a amplificacao desta espécie foi boa (Figura 24),
nao apresentando diferenga visivel quanto a intensidade da banda sobre as

amostras das demais espécies.

Como uma etapa adicional aos objetivos, visando verificar se 0os novos
iniciadores poderiam amplificar o DNA do molusco hospedeiro, como ocorrido
diversas vezes durante testes realizados anteriormente com os iniciadores de
Folmer et al. (1994), foi realizada uma PCR, nas mesmas condi¢des dos testes

realizados com as larvas, com DNA das espécies B. glabrata e A. fulica (Figura 24).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

500pb

Figura 24. Gel da PCR (volume final 20uL) com os iniciadores Prosser-Modificado, Bowles-Modificado
e os Novos, respectivamente. Amostras: A. fulica com 1uL (canaletas 2, 8 e 14) e 2L (canaletas 3 e
9) de DNA, B. glabrata com 1L (canaletas 4, 10 e 13) e 2uL de DNA (canaletas 5, 11 e 16), controles
positivos com 10 L3 de A. cantonensis (canaletas 6, 12 e 17) e controles negativos (canaletas 7, 13 e

18), respectivamente.
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Os iniciadores Prosser-Modificado mostraram o menor potencial para a
amplificagdo do DNA dos moluscos hospedeiros, demonstrando, portanto, maior
especificidade para amostras de nematédeos em comparacdo aos demais
iniciadores. Este resultado, somado ao fato desses iniciadores terem gerado os
maiores tamanhos de fragmento amplificado, o que aumenta o potencial de
detecgao de outras espécies de nematddeos que possam estar ocorrendo, fez com
que os iniciadores Prosser-Modificado fossem adotados para o diagndstico

molecular de amostras no LRNEM-IOC.

A partir dos resultados aqui alcangados s&o sugeridos dois protocolos
distintos para a identificagcdo molecular de larvas de Angiostrongylus spp., devendo
ser levados em consideracdo os seguintes critérios: 1- os recursos disponiveis

(tempo e dinheiro); 2- o objetivo da identificagdo molecular.

Para estudos de barcode das espécies e suas relagbes filogenéticas,
recomenda-se a extracao de DNA com o uso de kits comercial e a amplificagcdo com
os iniciadores Prosser-modificado, pois estas metodologias recuperam sequencias

de DNA maiores (protocolo completo no Anexo 7.6).

Para o diagnéstico especifico de rotina de larvas de Angiostrongylus spp.,
poderao ser utilizadas ambas as técnicas de choque térmico aqui propostas
(Protocolos 1 e 6), por apresentarem baixo custo e menor tempo de execugédo. A
amplificacdo podera ser realizada com qualquer um dos trés pares de iniciadores
desenvolvidos neste trabalho, levando-se em conta que quanto menor a sua
sequéncia, mais barata fica a sua sintese. Este protocolo completo esta disponivel

no Anexo 7.7.

50



5 CONCLUSOES

O procedimento de preparo das amostras mostrou-se decisivo para o sucesso
das etapas subsequentes, principalmente da PCR, reduzindo o numero de reacdes

necessarias para o diagndstico molecular especifico das larvas no LRNEM.

A extracdo de DNA com kit comercial foi a que apresentou os melhores
resultados quanto a pureza do DNA obtido e também gerou sequéncias com cerca

de 100 pares de base a mais do que os protocolos com choque térmico.

Os métodos envolvendo choque térmico geraram um produto da extragao rico
em contaminantes, mas tiveram bons resultados nas reagdes de PCR e mostraram-
se eficientes para o diagndstico das larvas por sequenciamento. Estes métodos
também tiveram uma execugdo mais rapida, ndo geraram residuo quimico e

apresentaram o menor custo.

Todos os iniciadores desenvolvidos permitiram a amplificacdo das regides de
interesse nas diferentes espécies de Angiostrongylus analisadas. As regides
sequenciadas permitiram a diferenciagcdo entre estas espécies e o diagndstico
molecular de todas as amostras analisadas. Esses iniciadores também mostraram
eficiéncia para amplificar o fragmento alvo a partir de uma unica larva, embora um

numero menor de amostras tenha sido analisado neste teste.

Os diferentes iniciadores e métodos de extragdo testados representam
diferentes possibilidades para o diagnéstico de larvas de Angiostrongylus spp. € 0
seu uso devera levar em conta os recursos disponiveis (tempo e dinheiro) e o

objetivo do estudo.

Os resultados apresentados constituem alternativas de execugao simples,
rapida e de baixo custo em importantes etapas do diagnostico molecular de larvas
de nematddeos de interesse meédico presentes em moluscos, demonstrando
viabilidade de aplicacido pelos laboratorios do Servico de Saude e contribuindo para

estudos epidemioldgicos e de controle das parasitoses associadas a esses vetores.

Os resultados aqui obtidos representaram, ainda, o fim da necessidade de
infeccdo experimental rotineira de roedores para o diagnodstico de espécies de
nematddeos no LRNEM-IOC.
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7 ANEXOS

7.1 Detalhamento dos métodos com nitrogénio liquido realizados no piloto 1

Método Protocolo 1 (Nitrogénio liquido) Protocolo 4 (Nitrogénio liquido + kit)
Etapas
Reagentes Incu.ba(;aoN/ Reagentes Incu_bagao~/ Reagentes Incu.ba(;aoN/ Reagentes Incu.ba(;aoN/
centrifugacéo centrifugagéo centrifugacéo centrifugagcéo
larvas + 30uL 3X (-20° 1min + larvas + 30uL 3X(-20° 1min + . larvas + 30uL 3X (-20° 1min +
larvas + 30pL  3X (-20° 1min + 95° 20 [ Tamp&o PCR 95° 20 min) Tampao PCR 95° 20 min) Tampao PCR 95° 20 min)
Lise Tampé&o PCR min)
20u Ptnase K + 20y Ptnase K + 20u Ptnase K + over night
150 p tampéo 1 hora 150 p tampao lise 4 horas 150 p tampéo (~1 6hongs)
lise (ATL) (ATL) lise (ATL)
4 ul RNAseA 3 min 4 ul RNAseA 3 min 4 ul RNAseA 3 min
200 ul E | 10 min 10 min 200 ul E | 10 min
ul Etanol + ul Etanol +
200 pl tamp&o 8000 rpm 2(2)80 I“:a'f:]ag‘c’)' ;L 8000 rpm 200 pl tamp&o 8000 rpm
Precipitacdo AL H P AL
1min 1min 1min
8000 rpm 8000 rpm 8000 rpm
500 ul AWI 8000 rpm 1min 500 ul AWI 8000 rpm 1min 500 ul AWI 8000 rpm 1min
Lavagem
500 pl AW2 13000 rpm 3min 500 pl AW2 13000 rpm 3min 500 pl AW2 13000 rpm 3min
Eluicéo 30 ul AE 30 min 30 ul AE 30 min 30 ul AE 30 min

8000 rpm 1min

8000 rpm 1min

8000 rpm 1min
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7.2 Detalhamento do método com kit realizado no piloto 1

Método Protocolo 2 (Kit)
Etapas All Bl cl
Reagentes Incqbagaoj Reagentes Incubacgao/ centrifugagéo Reagentes Incqbagaoj
centrifugacao centrifugacao
20u Ptnase K +
Lise 20y Ptnase K + 1 hora 20y Ptnase K + 150 i 4 horas 150 ul tampéo lise over night (~16horas)
150 pl tampéo lise tampao lise (ATL) (ATL)
(ATL)
3 min 4 yl RNAseA 3 min 4 yl RNAseA 3 min
4 pl RNAseA
10 min 10 min
200 pl Etanol + 200 pl 200 ul Etanol +
Precipitagdo tamp&o AL 8000 rpm 200 pl tampao AL 8000 rpm
1min Tmin
8000 rpm 8000 rpm
L 500 ul AWI 8000 rpm 1min 500 pl AWI 8000 rpm 1min 500 pl AWI 8000 rpm 1min
avagem
9 500 pl AW2 13000 rpm 3min 500 pl AW2 13000 rpm 3min 500 pl AW2 13000 rpm 3min

30 ul AE 30 min 30 ul AE 30 min 30 pl AE 30 min

Eluicao

8000 rpm 1min

8000 rpm 1min

8000 rpm 1min
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7.3 Detalhamento dos métodos com pérolas de zircénio realizados no piloto 1

Método Protocolo 3A (Pérolas de zirconio) Protocolo 5 (Pérolas de zircénio + kit)
Etapas All Bl Cli
Reagentes IncqbagaoNI Reagentes Incqbagaoj Reagentes Incu_bagao~/ Reagentes Incu_bagaoN/
centrifugagéo centrifugagéo centrifugagéo centrifugacéo
larvas + 30uL o . larvas + 30pL o . larvas + 30pL o . larvas + 30uL o :
Tampé&o PCR 100°C 10 min Tamp&o PCR 100°C 10 min Tampé&o PCR 100°C 10 min Tampé&o PCR 100°C 10 min
0° 10 min 0° 10 min 0° 10 min 0° 10 min
12000 rpm 10 12000 rpm 10 12000 rpm 10
min 12000 rpm 10 min min min
Lise 10 mg pérolas vortex 2min 10 mg pérolas vortex 2min 10 mg pérolas vortex 2min 10 mg pérolas vortex 2min
ptnase K 56°C 4 horas ptnase K + 150 pl o ptnase K + 150 pl o ptnase K + 150 pl o
100° C 1omin | tampaolise (ATL)  O8CThOra - opagise (aTL)  SCANOraS iapdolise (aTL)  6°C 16 hora
0°C 10min 4 ul RNAseA 3 min 4 ul RNAseA 3 min 4 ul RNAseA 3 min
12000 rpm 10
min 100° C 10min 100° C 10min 100° C 10min
0°C 10min 0°C 10min 0°C 10min
12000 rpm 10 12000 rpm 10
12000 rpm 10 min min min
resgatar resgatar resgatar
sobrenadante sobrenadante sobrenadante
10 min 10 min 10 min
200 pl Etanol + 200 200 pl Etanol + 200 pl Etanol + 200
Precipitaggo ul tampao AL 8000 rpm 200 pl tampso AL 8000 rpm ul tampao AL 8000 rpm
1min 1min 1min
8000 rpm 8000 rpm 8000 rpm
Lavagem 500 pl AWI 8000 rpm 1min 500 pl AWI 8000 rpm 1min 500 pl AWI 8000 rpm 1min
500 pl AW2 13000 rpm 3min 500 pl AW2 13000 rpm 3min 500 pl AW2 13000 rpm 3min
Eluicao resgatar 30 pl AE 30 min 30 ul AE 30 min 30 ul AE 30 min
sobrenadante 8000 rpm 1min 8000 rpm 1min 8000 rpm 1min
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7.4 Detalhamento dos métodos com migangas e freezer realizados no piloto 2

Método

Etapas

Lise

Protocolo 6 (Freezer) Protocolo 7 (A e B) Protocolo 7 C
Reagentes  Incubagéo/ Reagentes Incubagéo/ Reagentes Inctq?agao!
centrifugagao centrifugacao centrifugagao
arvas o larvas + 30uL o . larvas + 30uL
3X(-0°C ) 0°C 10 min i, 0 ,
Tgr?]%;o 20min + 95°C | Tamp&o PCR - Tampao PCR 0°C 10 min
PCR 20 min) 12000rpm 10min vortex 2min
3X 1000rpm 30seg
3 migangas 3 micangas
(7A) .
12000rpm 10min
5 migangas
(7B) vortex 2min
Proteinase K 56°C 4 horas Proteinase K 56°C 4 horas
100°C 10min 100°C 10min
0°C 10min 0°C 10min

12000rpm 10min

resgatar
sobrenadante

12000rpm 10min

resgatar
sobrenadante
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7.5 Dados brutos das medigcoes em NanoDrop, dos testes do Piloto 2.

Método de extragao NanoDrop - Acidos nucléicos ng/pl A260 (Abs) A280 (Abs) 260/280  260/230

107.7 2.15 1,60 134 0,91
2215 443 375 1,18 1,06

Protocolo 1 37,3 0,75 0,43 172 2,03

32,7 0,65 0,42 1,56 0,87

46,6 0,93 0,68 1,39 0,83

261,9 5,24 435 1,21 0,85

107 0,21 0,12 1,82 0,40

9,9 0,20 0,11 1,83 0,40

Brotocolo 2 10,0 0,20 0,11 185 0,39

7.8 0,16 0,08 184 0,40

61,1 122 0,94 1,30 0,69

482 0,97 0,73 1,32 0,64

1,4 0,23 0,21 1,09 0,35

197,9 3,96 6,88 0,58 0,25

Protocolo 3A 2447 4,89 4,86 1,01 0,53
Protocolo 3B 241,9 4,84 7,92 0,61 0,33
1032 2,06 2,81 0,73 -0,37

1183 2,37 3,95 0,60 0,19

190,3 3,81 6,49 0,59 0,24

Protocolo 7A 262,6 5,25 5,78 0,91 0,40
4476 8,95 8,28 1,08 1,06

176,2 3,52 6,11 0,58 0,23

Protocolo 78 1751 3,50 6,11 0,57 0,22
1224 245 3,93 0,62 0,19

250,0 5,00 8,14 0,61 0,33

Brotocolo 7 1471 2,94 418 0,70 0,25
109,2 2,18 0,56 3,87 -0,57

54,4 1,09 0,79 1,38 0,79

334,6 6,70 3,76 1,78 118

Protocolo 6 26,3 0,52 0,30 1,72 119

37,7 0,75 0,60 134 1,32

27,7 0,55 0,32 173 1,53

25,6 0,51 0,37 141 3,65

8,3 0,17 0,10 1,65 0,60

6,3 0,13 0,10 1,20 0,34

Brotocolo 8A 8,5 0,17 0,10 1,64 0,53
118 0,24 0,14 164 0,44

111 0,22 0,14 1,63 0,47

10,1 0,20 0,14 143 0,43

7.7 0,15 0,10 1,59 0,55

7.8 0,15 0,10 1,58 0,51

Protocolo 88 7.9 0,16 0,09 173 0,51
9,7 0,20 0,11 1,72 153

8,5 0,17 0,09 1,72 0,44

8,9 0,18 0,18 1,66 0,44

10,6 0,21 0,15 1,38 0,46

43 0,09 0,08 1,05 1,37

Protocolo 8C 5,3 0,10 0,10 1,10 0,98
0,2 0,00 0,02 0,18 0,03

14 0,03 0,02 1,03 0,09

05 0,01 0,02 0,54 0,05
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7.6 Protocolo molecular sugerido para estudo de barcode e relagoes
filogenéticas das espécies de Angiostrongylus.

PROCEDIMENTO ITEM

1- Centrifugar 10mL do produto da digestédo artificial a 1.500 rpm por 8| 3.1

minutos e descartar o sobrenadante

2- Completar o volume com solugao salina tamponada com fosfato (PBS), 1X | 3.1

3- Centrifugar novamente, nas mesmas condi¢cbes de rotagcdo e tempo, e | 3.1

transferir as amostras para uma placa de Petri

4- Realizar a triagem das larvas de Metastrongyloidea com uma micropipeta, | 3.3

evitando aspirar detritos, e transferir para outra placa ou pogo

5- Selecionar 10 larvas, aspirando o minimo de liquido possivel e alocar em | 3.3

um microtubo de 1,5mL

6- Realizar a extracdo de DNA com kit para extracao de tecido animal, com | 3.5.1 (7.2)

no minimo 4 horas de incubacéo para a etapa de lise do tecido

7- Realizar a PCR convencional, utilizando o par de iniciadores Prosser-| 3.4

Modificado e a ciclagem correspondente

8- Conferir o resultado da amplificagdo através de uma eletroforese em gel | 3.4

de agarose, 1,5%

9- Purificar o produto da PCR, preferencialmente com o uso de kits para esta | 3.5.3

finalidade

10- Proceder ou enviar a amostra para o sequenciamento de Sanger, com os | 3.5.3

mesmos iniciadores utilizados para a amplificacao

11- Efetuar a edicdo e o alinhamento da sequéncia utilizando softwares | 3.8

destinados a esse objetivo

12- Realizar a identificacdo especifica, através da insercdo da sequéncia em | 3.8

bancos de genes on-line ou outra analise de distancia genética adequada
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7.7 Protocolo molecular sugerido para o diagnéstico de rotina de larvas de
Angiostrongylus spp.

PROCEDIMENTO ITEM

1- Centrifugar 10mL do produto da digestdo artificial a 1.500 rpm por 8| 3.1

minutos e descartar o sobrenadante

2- Completar o volume com solugao salina tamponada com fosfato (PBS), | 3.1
1X

3- Centrifugar novamente, nas mesmas condi¢cdes de rotagao e tempo, e | 3.1

transferir as amostras para uma placa de Petri

4- Realizar a triagem das larvas de Metastrongyloidea com uma| 3.3

micropipeta, evitando aspirar detritos, e transferir para outra placa ou poco

5- Selecionar 10 larvas, aspirando o minimo de liquido possivel e alocar | 3.3

em um microtubo de 1,5mL

6- Realizar a extragdo de DNA com um dos protocolos de choque térmico | 3.5.1 (7.1) e

descritos neste trabalho (Protocolo 1 ou Protocolo 6) 3.5.2(7.4)

7- Realizar a PCR convencional, utilizando um dos trés pares de| 3.4e 3.8

iniciadores aqui desenvolvidos com as ciclagens correspondentes

8- Conferir o resultado da amplificagéo através de uma eletroforese em gel | 3.4

de agarose, 1,5%

9- Purificar o produto da PCR, preferencialmente com o uso de kits para | 3.5.3

esta finalidade

10- Proceder ou enviar a amostra para o sequenciamento de Sanger, com | 3.5.3

0s mesmos iniciadores utilizados para a amplificagao

11- Efetuar a edicdo e o alinhamento da sequéncia utilizando softwares | 3.8

destinados a esse obijetivo

12- Realizar a identificagao especifica, através da inser¢cao da sequéncia | 3.8
em bancos de genes on-line ou outra analise de distancia genética

adequada
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