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“A simplicidade € o dltimo grau de sofisticagdo.”

Leonardo da Vinci



Resumo

DUTRA, Filipe Santos Pereira. Comparacdo de metodologias para a
genotipagem das espécies Echinococcus granulosus sensu stricto (G1) e
Echinococcus ortleppi (G5). 2013. 42f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso
de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

A equinococose ou hidatidose é uma grave doenca parasitaria causada por
platelmintos do género Echinococcus. Essa enfermidade causa morbidade grave,
acometendo cerca de 3 milhdes de pessoas no mundo. O impacto econdmico com 0
parasito no mundo é estimado em 3 bilhdes de ddlares por ano. A analise molecular
desses parasitos do género Echinococcus revelou ser um processo complexo, que
resultou na revisdo da filogenia do género. Devido a isso, atualmente para a
diferenciacdo das atuais espécies presentes no género é realizado pelo uso de
métodos moleculares. O método atualmente mais utilizado é o sequenciamento de
alguns genes, como 0 gene mitocondrial cox-1, apesar disso, essa metodologia é
onerosa, laboriosa e demorada. Nesse contexto, este trabalho propde duas
metodologias alternativas, a andlise do padrédo de clivagem pela enzima de restricdo
Alul e a analise por HRM. A analise do padréao de clivagem permitiu a diferenciacéo
das duas espécies/haplotipos do género Echinococcus presentes no estado do Rio
Grande do Sul. Essa diferenciacao é através da presenca ou da auséncia do Unico
sitio de clivagem para a endonuclease Alul no gene cox-1, presente em E.
granulosus (G1) e ausente em E. ortleppi (G5). A técnica de HRM é uma
metodologia nova, baseada em uma das propriedades intrinsecas do DNA, a
desnaturacdo. Essa metodologia permite a correlacdo entre a temperatura de
desnaturacdo com a composicdo do fragmento de DNA, possibilitando a
diferenciacdo entre gendtipos/espécies. Para comparar a eficacia dessas
metodologias foram utilizadas 49 amostras, cinco de cistos inférteis e 44 cistos
férteis e como controle, foram utilizados duas amostras ja caracterizadas, uma de
G1 e outra de G5. Os cinco inférteis analisados foram determinados como genotipo
G1, dos férteis, 24 cistos eram de G5 e 20 cistos eram de G1. Houve uma correlacdo
de todos os resultados entre as duas metodologias. O sequenciamento foi possivel
para 31 amostras, e nessas houve a confirmacgéao dos resultados apresentados nas
demais metodologias. Mesmo sem o0s dados do sequenciamento para 18 amostras,
essas foram genotipadas por clivagem enzimatica e por HRM. Devido a
caracteristicas intrinsecas, a anélise por HRM é a mais indicada em substituicdo ao
sequenciamento, pois apresenta menos limitagbes e maior potencial quando
comparada a clivagem com a endonuclease Alul.

Palavras-chave: Endonuclease, HRM, hidatidose, cisto hidatico, sequenciamento,
bovinos, Rio Grande do Sul.



Abstract

DUTRA, Filipe Santos Pereira. Comparison of methods for Echinococcus
granulosus sensu stricto (G1) and Echinococcus ortleppi (G5) genotyping.
2013. 42f. Trabalho de Concluséo de Curso — Curso de Bacharelado em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

The Echinococcosis or hydatid disease is a serious disease caused by parasitic
flatworms of the genus Echinococcus. This illness causes severe morbidity, affecting
approximately 3 million people in the world. The economic impact of the parasite in
the world is estimated at 3 billion of dollars per year. Molecular analysis of the genus
Echinococcus proved to be a complex process that resulted in a revision of the
phylogeny of genus. Because of it, the differentiation of the current species of the
genus is realized by the use of molecular methods. The currently most widely used is
the sequencing method of some genes, such as cox-1, a mitochondrial gene.
Nevertheless, the sequencing is a costly, laborious and time-consuming technique. In
this context, this work evaluated two alternative methodologies, the analysis of the
pattern of cleavage by restriction enzyme Alul and the HRM. The analysis of the
cleavage pattern allows the differentiation of the two local species/haplotypes of
genus Echinococcus, present in the state of Rio Grande do Sul. This differentiation is
possible by the presence or absence of the a single cleavage site for the restriction
endonuclease Alul in the cox-1 gene, present in E. granulosus (G1) and absent in E.
ortleppi (G5). The technique of HRM is a new methodology based on one of the
intrinsic properties of DNA, the denaturation. This method allows the correlation
between the denaturation temperature with the determination of the composition of
the sequence, allowing the differentiation between different genotypes/species. To
compare the efficacy of these methods was utilized 49 samples, 5 from infertile cysts
and 44 from fertile cysts, and like control, two sample already characterized, one
each of G5 and G1 genotype. The 5 infertile cysts analyzed were determined as
genotype G1 and the cysts fertile, 24 cysts were G5 and 20 cysts were G1. There
was a correlation of all results between both two methodologies. Sequencing was
possible for 31 samples, and these were able to confirm the results presented in
other methodologies. Even without the data about the sequencing for 18 samples,
these were genotyped by enzymatic cleavage and HRM. Due to the intrinsic
characteristics, the HRM analysis is more appropriate to replace sequencing, as it
has fewer limitations and greater potential compared to cleavage with endonuclease
Alul.

Keywords: Endonuclease, HRM, hydatid cysts, sequencing, bovines, Rio Grande do
Sul.
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1. INTRODUCAO GERAL

7

A equinococose ou hidatidose € uma grave doenca parasitaria que
causa morbidade grave e se ndo tratada pode levar morte, por isso é
classificada entre as dezessete doencas negligenciadas priorizadas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2013). A doenca é causada pelos
platelmintos do género Echinococcus da Classe Cestoda. Essa zoonose possui
grande impacto médico, veterinario e econdmico em varias regiées do mundo,
inclusive no Brasil. Estimativas atuais da OMS indicam perdas anuais em torno
de 3 bilhdes de dodlares. Estima-se que cerca de 3 milhdes de pessoas ao redor
do mundo possam estar infectadas com o parasito (CRAIG et al.,
2007;CARDONA et al., 2013).

Nos ultimos anos houve inUmeros avancos no conhecimento molecular e
ecologico do parasito, o que ocasionou um complexo processo de revisao da
filogenia e taxonomia do género Echinococcus (NAKAO et al., 2013). Como
resultado desse processo apenas as caracteristicas morfolégicas,
principalmente nas fases larvais e pré-adultas, ndo séo suficientes para a
identificacdo precisa das espécies de Echinococcus spp.

Devido a esse processo de revisdo do género Echinococcus, a forma
mais indicada para a identificacdo e a caracterizacdo das espécies/haplotipos é
através do uso de ferramentas moleculares (SHARMA et al., 2013). Entre
esses métodos, 0os mais citados pela literatura, s8o 0s sequenciamentos tanto
de genes mitocondriais como de nucleares, a exemplo da subunidade | do
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase (cox-1), descrito por Bowles em 1992
(BOWLES et al., 1992).

O sequenciamento de fragmentos especificos de DNA é considerado
como a técnica “padrao-ouro” para a genotipagem, devido a sua capacidade de
discriminagéo de polimorfismos conhecidos, além de permitir a descoberta de
novos polimorfismos. Apesar dos avangos recentes, 0 sequenciamento
continua sendo uma metodologia onerosa, laboriosa e demorada. Nesse
contexto, diversas metodologias alternativas foram desenvolvidas para
simplificar a detecgéo de polimorfismos, e diminuir os custos do processo. As
alternativas mais citadas sdo as analises dos padrdes eletroforéticos gerados

por enzimas de restricdo, as amplificacbes alelo especificas, o uso de sondas
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marcadas (NORAMBUENA et al., 2009) e, mais recentemente, a técnica de
High Resolution Melting (HRM) (SANTOS et al., 2013).

Nesse trabalho foram propostas duas técnicas, a analise dos padrbes
eletroforéticos gerados pela enzima de restricdo Alul, apesar de ndo ser uma
metodologia nova, desperta interesse, sobretudo devido a sua simplicidade. Ja
a analise por HRM, a segunda proposta, por outro lado, é uma tecnologia nova,
baseada em uma das propriedades intrinsecas do DNA, a desnaturacao, sendo
que na literatura € apresentada como uma ferramenta simples para a
discriminacao de diferentes gendtipos, e com grande potencial clinico (ERALI &
WITTWER, 2010; SANTOS et al., 2013).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Testar, padronizar e comparar metodologias alternativas ao
sequenciamento para a diferenciacdo e genotipagem das espécies

Echinococcus granulosus stricto senso (G1) e Echinococcus ortleppi (G5).

2.2. Objetivos Especificos

e Extrair o DNA das amostras da fase larval de Echinococcus spp. obtidas
no periodo de setembro a novembro de 2013 de um abatedouro da
regido metropolitana de Porto Alegre;

e Realizar amplificacdo e o sequenciamento da subunidade | do gene
citocromo c¢ oxidase (cox-1), um gene mitocondrial, altamente
conservado e ja bem estabelecido para a diferenciacdo de espécies de
Echinococcus spp.

e Analisar os perfis do fragmento do gene cox-1 apds clivagem enzimatica
por Alul;

e Analisar as diferencas das curvas de HRM-cox-1 entre G1 e Gb5.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Género Echinococcus

A equinococose ou hidatidose € uma severa doenca parasitaria causada
por platelmintos do género Echinococcus (Rudolphi, 1801), da Classe Cestoda,
Ordem Cyclophyllidea, Familia Taeniidae.

As espécies do género Echinoccoccus apresentam desenvolvimento
indireto, ou seja, para completar seu ciclo de vida necessitam obrigatoriamente
de dois hospedeiros. As formas adultas se desenvolvem somente no intestino
de canideos e de alguns felideos (ECKERT & DEPLAZES, 2004). Enquanto
que as formas larvais, denominadas de metacestddeos, se desenvolvem nos
orgaos internos de varias espécies de mamiferos, principalmente roedores e
herbivoros. Ocasionalmente as formas larvais podem acometer o ser humano,
um hospedeiro acidental (DINKEL et al., 2004).

A classificacdo do género Echinococcus € controversa, pois algumas
espécies ndo possuem fendtipos claros, e ha pouca evidéncia de segregacao
geografica ou ecoldgica entre as espécies (MCMANUS, 2013). O uso de
ferramentas moleculares levou a um complexo processo de revisédo da filogenia
e taxonomia do género Echinococcus, que ainda ndo estd completo (NAKAO et
al., 2013).

De acordo com as filogenias mais recentes, o género Echinococcus é
composto por nove espécies (MCMANUS, 2013): E. granulosus sensu stricto,
E. felidis, E. multilocularis, E. shiquicus, E. equinus, E. oligarthra, E. vogeli, E.
ortleppi e E. canadensis (NAKAO et al., 2013)

O potencial infectivo de algumas espécies ainda € desconhecido,
consequentemente, a fase larval de praticamente todas as espécies do género
Echinococcus pode acometer os seres humanos, com excec¢ado do E. equinus
(MCMANUS, 2013). Apesar disso, as espécies com mais casos clinicos
relatados sdo E. granulosus, E. multilocularis, E. oligarthra e E. vogeli
(GUARNERA et al., 2004; SOARES et al., 2013). No contexto local, da regiéao
sul do Brasil, as duas espécies de maior impacto econémico e sanitario sdo o
E. granulosus sensu stricto e o E. ortleppi (BALBINOTTI et al., 2012), que por

isso receberam énfase neste trabalho.
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3.3. Echinococcus granulosus sensu stricto

Equinococose cistica € uma zoonose de grande impacto médico,
veterinario e econdmico em muitos paises, inclusive no Brasil. O agente
etiologico dessa enfermidade € o E. granulosus, tanto em humanos como em
varios outros mamiferos (MORO & SCHANTZ, 2009). Estimativas atuais da
OMS indicam perdas anuais em torno de 3 bilhdes de dolares, com o
tratamento de casos da doenca somado as perdas da industria pecuaria. Além
disso, mais de 3 milhbes de pessoas podem estar infectadas com o parasito
no mundo (CRAIG et al., 2007;CARDONA et al., 2013).

A equinococose cistica € inicialmente assintomatica, pois 0s cistos
podem levar varios anos para se desenvolver. Os sintomas vao depender da
localizagdo do cisto, nos casos em humanos, 0s cistos se desenvolvem
principalmente no figado e nos pulmdes, podendo também desenvolver-se no
baco, rins, coracao, 0ssos, olhos e sistema nervoso central, inclusive o cérebro.
A ruptura do cisto, devido a trauma ou durante procedimentos cirdrgicos,
devido a liberagéo o liquido cistico, pode causar graves reacfes anafilaticas no
paciente, podendo levar ao 6bito (CDC, 2013).

Os tratamentos mais indicados atualmente para a equinococose cistica
sdo a quimioterapia, a puncdo do cisto ou a por aspiracdo percutanea, em
substituicdo ao procedimento cirtrgico. No entanto, a cirurgia continua sendo o
tratamento mais eficaz para a remocé&o dos cistos e para a cura (CDC, 2013).

E. granulosus possui ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo em todos
0s continentes, com excecdo da Antartida (Figura 1), principalmente em
algumas localidades da Eurasia, Africa, Austrdlia e América do Sul (OMS,
2013).
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Figura 1: Incidéncia Mundial da Equinococose Cistica (Imagem adaptada)

(Original disponivel em:http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_echinococcosis_2009.png)

Na América do Sul, o parasito ocorre em Varios paises, principalmente
no Conesul, com alta prevaléncia em regibes da Argentina, Bolivia, sul do
Brasil, Chile, Peru e Uruguai, representando um problema de saude publica
(MORO & SCHANTZ, 2009).

A alta prevaléncia de cistos hidaticos nos animais abatidos em
abatedouros da América Latina € devido a pratica da pecuaria em &areas
hiperendémicas. Isso traz, como reflexo, perdas econémicas, principalmente
devido a queda da producéo e do rendimento do gado, através da condenagéo
do figado, reducdo no peso de carcaca e consequente reducdo do valor
agregado, reducéo da producao leiteira, e inclusive, da fertilidade dos animais

infectados (CARDONA & CARMENA, 2013).

3.3.1. Ciclo de Vida do E. granulosus e controle

O E. granulosus é um pequeno platelminto, medindo de 3 a 6 mm, que
se mantém principalmente, em areas endémicas, no ciclo de cédo-ovelha-cao
(Figura 2) em grandes regides pastoris ao redor do mundo (ACHA &
SZYFRES, 2003). Além do cachorro, a forma adulta pode se desenvolver em
raposas, dingos, lobos, chacais, hienas e gatos (THOMPSON & MCMANUS,
2002a), enquanto as formas larvais podem acometer caprinos, bovinos, suinos,
ilaques, entre outros ungulados. (ECKERT & DEPLAZES, 2004);
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As formas adultas do parasito, no intestino delgado do hospedeiro
definitivo, se reproduzem de forma sexuada. Assim como as ténias, o
Echinococcus spp. € hermafrodita e capaz de se autofecundar, sendo que a
fecundacdo cruzada pode ter um papel importante na reproducdo do parasito, e
ser mais frequente do que se imaginava (HAAG et al., 1999). A fecundacao
ocorre somente no ultimo segmento do corpo do parasito, a proglote madura,
que apos a fecundacédo, abriga os ovos do parasito em seu interior, passando a
ser denominada de proglote gravida (ECKERT & DEPLAZES, 2004).
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Figura 2: Ciclo de vida do Echinococcus granulosus (Imagem Adaptada).

Original disponivel emhttp://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html

A proglote gravida se desprende do restante do corpo e € eliminada com
as fezes do hospedeiro e desintegra-se no meio ambiente, liberando os ovos.
No ambiente os ovos sdo maturados e acabam contaminado o solo, a agua e
os alimentos (ECKERT & DEPLAZES, 2004). Para continuar o seu
desenvolvimento, 0s ovos precisam ser ingeridos por um hospedeiro
intermediario adequado. O homem, como hospedeiro acidental, adquire o
parasito da mesma forma (THOMPSON & MCMANUS, 2002a).

Cada ovo contém um embrido hexacanto de seis ganchos, a oncosfera,
que é liberado no intestino delgado dos hospedeiros intermediarios. A
oncosfera atravessa a parede intestinal e via corrente sanguinea ou circulagéo
linfatica, migra por varios o6rgaos (THOMPSON & MCMANUS, 2002a),
alojando-se geralmente no figado ou no pulméao, onde se diferencia, originando
0 metacestoide (ACHA & SZYFRES, 2003).
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O metacestoide ou cisto hidatico (Figura 3) € formado por trés camadas,
a adventicia, a laminar e a germinativa. A camada adventicia € mais externa,
originada através da reacao granulosa do hospedeiro frente ao parasito, e é
formada por fibroblastos oriundos do tecido conjuntivo do hospedeiro (ECKERT
& DEPLAZES, 2004). A camada intermediaria € laminar, que diferente das
demais € acelular e elastica, e por fim, a camada germinativa que é mais
interna e delgada, formada por um sincicio, com células indiferenciadas do
parasito. O cisto é preenchido pelo liquido hidatico (ACHA & SZYFRES, 2003).

A camada germinativa de forma assexuada por brotamento da origem a
capsulas filhas, e no interior destas originam-se os protoescolices, a forma pré-
adulta do parasito, sendo que em alguns casos a camada germinativa pode
originar diretamente os protoescélices, sem a necessidade das capsulas
(ACHA & SZYFRES, 2003). Cada cisto pode conter até milhares de
protoescolices, porém nem todos os cistos os produzem. Os cistos que
apresentam os protoescdlices sao classificados como férteis, enquanto que os
gue nado os formam, sdo denominados inférteis ou nao-férteis (THOMPSON &

MCMANUS, 2002a).

Camada Adventicia Camada Laminar

Camada
Germinativa

e .
Protoescaolices

Figura 3: Estrutura Interna do Metacestéide (Imagem Adaptada).

Original disponivel em: http://cal.vet.upenn.edu/projects/dxendopar/images/parasiteimages/cestodes/hydatid_cyst1.gif

Se o0s protoescélices, presentes nos Orgdos contaminados, forem
ingeridos pelo hospedeiro definitivo apropriado, podem continuar o seu
desenvolvimento. No duodeno, os protoescolices evaginam, fixam-se entre as
criptas do intestino, e completam seu desenvolvimento, atingindo a fase adulta,
0 gque permitird o reinicio do ciclo (ACHA & SZYFRES, 2003).
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O cédo domeéstico tem papel importante na manutencdo do ciclo do E.
granulosus, ao menos no ciclo doméstico, como hospedeiro definitivo e agente
dispersor do parasito (DE LA RUE, 2008). Para quebrar o ciclo de vida do
parasito, programas de controle envolvem ac¢des periddicas de desverminacéo
dos cdes com praziquantel, juntamente com o estabelecimento de programas
educativos e de conscientizacdo da populacdo (ZHANG et al., 2009). No
entanto, este tipo de acdo representa custo financeiro significativo,
principalmente para os paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos. O
desenvolvimento de uma vacina veterinaria para caes, contra a parasitose,

pode representar uma alternativa mais viavel (ZHANG et al., 2006).
3.4. Echinococcus ortleppi

Assim como outras espécies do género, o E. ortleppi era classificado
como um dos haplétipos divergentes dentro do taxon E. granulosus (NAKAO et
al., 2013), sendo citado como gendtipo G5 ou linhagem cao-bovino. O E.
ortleppi foi reconduzido de status de espécie tendo como base as
caracteristicas ecoldgicas, morfolégicas e moleculares altamente divergentes
quando comparadas com as outras linhagens (THOMPSON & MCMANUS,
2002b).

O E. ortleppi € uma das espécies de Echinococcus spp. encontrada no
estado do Rio Grande do Sul (BALBINOTTI et al.,, 2012) e em algumas
localidades da Europa, Africa, sul da Asia e das Américas (DINKEL, et al.,
2004). Ainda que sejam poucos os casos reportados, o E. ortleppi é capaz de
causar equinococose cistica em humanos, merecendo atencado epidemiolégica
(DE LA RUE et al., 2011, GUARNERA et al., 2004, SHARMA et al., 2013).

O E. ortleppi (G5) mantém-se principalmente no ciclo cdo-bovino ou céo-
bubalino, mas ja foi relatado a presenca de cistos férteis em suinos e em
cervos manchados (NAKAO et al., 2013). As fases larvais apresentam um
tropismo pelos pulmdes de bovinos, e 0s seus cistos nesse 6rgado apresentam
uma maior fertilidade, quando comparado aos casos de G1 em bovinos. Isso
colabora com a tese que o melhor desenvolvimento do parasito é devido a sua

maior adaptacao a esse hospedeiro intermediario (BALBINOTTI et al., 2012).
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3.5. Genotipagem e
Echinococcus spp.

diferenciacdo das linhagens/espécies de

A analise molecular, principalmente através de sequenciamento, usando
DNA mitocondrial (mtDNA), levou a caracterizacao de 10 haplotipos/linhagens,
que apresentavam elevada heterogeneidade genética, denominadas de G1 a
G10, o que transformou o E. granulosus em um taxon complexo. (BOWLES et
al., 1992; NAKAO et al., 2007; THOMPSON & MCMANUS, 2002b).

Das 10 linhagens iniciais (Figura 4), apenas trés genotipos, Gl
(linhagem cé&o-ovelha), G2 (linhagem cao-ovelha Tasmania) e G3 (linhagem
cdo-bufalo) compdem a atual espécie E. granulosus sensu stricto (NAKAO et
al., 2007). Enquanto que outras linhagens passaram a categoria de espécies,
como no caso da linhagem cédo-bovino (G5), que hoje corresponde ao atual E.
ortleppi, e a linhagem céo-equino (G4), o E. equinus. Outros quatro gendtipos,
G6, G7, G8 e G10, foram agrupados dentro da espécie E. canadensis (NAKAO
et al.,, 2013; MCMANUS, 2013). O status de G9 ainda € incerto, pois a sua
validade como gendtipo precisa ainda ser confirmada (MACMANUS, 2006).

(A)

E. canadensis G6

(B) E. multilocularis
100
62 E. shiquicus

E. canadensis G10 — E. equinus

E. canadensis G8
E. ortleppi
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E. granulosus

E. felidis

E. vogeli

E. oligarthra
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E. canadensis G6
50
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Figura 4: Arvores filogenéticas de Echinococcus spp. (A) Baseada na andlise a partir de
sequéncias de genes mitocondriais e (B) a partir de genes nucleares

Fonte: NAKAO et al., 2013.

A reorganizacdo das espécies presentes no género levou a melhor
compreensao dos fatores envolvidos no ciclo de transmisséao do parasito, como

as taxas de desenvolvimento, a dinamica de transmisséo, o padréao do ciclo de
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vida, a patogenicidade, os quais podem ter grande impacto nas estratégias de
controle do parasito (THOMPSON et al., 1995).

Apenas as caracteristicas morfoldgicas, principalmente nas fases larvais
e pré-adultas, ndo sao suficientes para a identificacdo precisa das espécies de
Echinococcus spp. Devido a isso, as analises moleculares sao as ferramentas
mais indicadas que possibilitariam a identificacdo e a caracterizagdo das
espécies/haplotipos de Echinococcus spp. de forma clara e sem equivocos
(SHARMA et al., 2013). Entre esse métodos o mais citado pela literatura, € o
do sequenciamento da subunidade | do gene citocromo c oxidase (cox-1),
descrito por Bowles em 1992.

Nesse contexto o a técnica de High Resotion Melting (HRM) desperta
grande interesse devido ao seu grande potencial clinico, sendo uma opcéo
atrativa para laboratérios com restricdo de tempo e de recursos (ERALI &
WITTWER, 2010). Descrita pela primeira vez por Carl Wittwer, o HRM
possibilita a andlise de variacbes de uma sequéncia de nucleotideos
diretamente a partir da desnaturacdo do DNA, sem a necessidade da utilizacdo
de sondas marcadas e de sequenciamento, apresentando (TONG & GIFFARD,
2012).

O HRM é composto por um conjunto técnicas fundamentadas na analise
da diferenca de termodinamica entre dois fragmentos de DNA, ou seja, na
analise de fragmentos de DNA a partir da relacdo entre a temperatura e
extensdo da desnaturacdo. As diferencas da temperatura de desnaturacdo
entre os fragmentos de DNA se deve a diferenca entre os conteudos de CG e
de AT, o que permite a discriminacao de varios genétipos diferentes (ERALI &
WITTWER, 2010; ERALI et al., 2008).

Recentemente, além da possibilidade da aplicacéo clinica do HRM para
a andlise da variabilidade microbiolégica, explorada na revisdo de Tong &
Giffard (2012), o trabalho de Santos et al. (2013), demonstra claramente a
aplicacdo dessa técnica também na parasitologia molecular, sendo altamente

confiavel e eficaz para diferenciagédo de algumas espécies de platelmintos.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras Biolbgicas

Neste trabalho foram utilizadas amostras da fase larval do parasito
Echinococcus spp., os cistos hidaticos coletados de 6rgaos de bovinos, de
animais nativos de diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul, os quais
foram fornecidos semanalmente por um frigorifero da regido metropolitana de
Porto Alegre. Foram utilizados 49 amostras, sendo 5 de cistos inférteis e 44 de
cistos férteis, como padronizacéo do trabalho, cada cisto foi considerado como
sendo um individuo. Para a genotipagem foram coletados dos cistos férteis, 0s
protoescélices, e dos cistos inférteis as camadas laminar e a germinativa
(CLG).

Os protoescélices foram lavados em tampdo PBS pH 7,4 para a
remogao de restos celulares e outras impurezas, assim como as camadas

laminar e a germinativa, que antes da lavagem foram dissecadas.

4.2. Extracao de DNA

4.2.1. Cistos Férteis (Extracdo Bruta de DNA)

Os protoescolices armazenados em PBS foram lavados com &gua
esterilizada. Em uma simplificacdo da técnica de extracdo de DNA, 140 uL de
aguosa, contendo entre 20 e 50 protoescoélices, foram incubados com 10 pL de
proteinase K a 10 mg/mL. A solucéo foi incubada duas horas e meia a 55 °C e
apos por vinte minutos a 95 °C para a inativacdo da enzima, ndo havendo uma
etapa de precipitagdo. As extragcOes brutas de DNA foram analisadas no
Danodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) para a analise da

qualidade e quantificacdo do DNA presente nas amostras.
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4.2.2. Cistos Inférteis

Devido a natureza da CGL, na extracdo de DNA do parasito foi realizada
com o reagente Trizol. Um mililitro (1 mL) de Trizol foi adicionado a um
pequeno fragmento de CLG, deixado overnight a 4 °C para a completa lise do
tecido. Apos os restos celulares foram removidos por centrifugacédo a 12000 g
por 10min a 4 °C, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL.
Para a separacdo das fases foram acrescentados 200 pL de cloroférmio,
incubado a temperatura ambiente por 3min e centrifugado a 12000 g por 5 min
a 4 °C. Formaram-se trés fases, a aquosa, a interfase e a organica, a primeira
foi descartada, para a remocdo do RNA. Para a precipitagdo do DNA, foram
acrescentados 300 pL de etanol absoluto as outras duas fases, incubando por
3min a temperatura ambiente, ap6s as amostras foram centrifugadas a 2000 g
por 5min a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado, e iniciou-se as etapas de lavagem do
DNA. O pellet foi lavado, trés vezes, com 1 mL citrato de sédio 0,1 M em etanol
10%, com incubacdo de 30min a temperatura ambiente, seguido por
centrifugacéo a 2000 g por 5min a 4 °C, com remocéo do sobrenadante. Apads,
o pellet foi ressuspendido em 300 puL de NaOH a 8 mM, e incubado a 56 °C por
5min , apés centrifugados a 12.000 g por 10min, e o sobrenadante foi removido
para um novo tubo. O pH foi ajustado para 8,4 adicionando-se 16 pL de
HEPES a 0,1 M.

4.3. Amplificacédo por PCR

Para a genotipagem de E. granulosus (G1) e de E. ortleppi (G5) foi
utilizado parte da subunidade | do gene citocromo ¢ oxidase (cox-1). Para isso
foi necessério realizar a amplificacdo deste fragmento, utilizando o par de
primers descrito por Bowles et al. (1992), o forward (F) 5'-
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3,, e o] reverse (R) 5'-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3, originando um segmento de 444 pb.

Em cada reacdo de amplificacdo (PCR) havia de 3 a 10 ng de DNA, 0,16
mM de dNTPs, 0,4 pM de cada um do par de primers, 1 mM de MgCl, (Ludwig
Biotec®), 1 U da tag DNA-polimerase (Ludwig Biotec®), 2,5 pl de Tampéao taq
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polimerase 10 x (Ludwig Biotec®) (20 mM Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM KCI), em
um volume final de 25 pL.

As amplificacbes foram realizadas no termociclador 7500 (Applied
Biosystems), hibridizadas por “touchdown” através do programa DT55-45. Este
programa possui uma etapa inicial de desnaturacédo a 94 °C por 90s, e a etapa
seguinte, a de anelamento, a 55 °C, que € reduzida progressivamente em um
grau a cada dois ciclos. Nos 10 ciclos finais, o anelamento ocorre a 45 °C.
Todos os passos tiveram duracdo de 30s com excecdo do ultimo passo de
extensdo, com 5min. Os produtos das amplificacbes foram analisados em gel
de agarose a 1,2 %, para a confirmagcdo dos tamanhos adequados dos
fragmentos.

A identificacdo das espécies foi realizada através de trés metodologias:
0 sequenciamento, como controle, e duas metodologias alternativas propostas
pelo trabalho, a andlise dos padrdes eletroforéticos resultantes da clivagem

com a enzima Alul e por HRM.

4.3.1. Clivagem Enzimatica

As sequéncias da subunidade | do gene cox-1 de G1 e de G5 com 444
pb, obtidas do banco de dados do NCBI, foram alinhadas no software GeneDoc
v.2.6.002, e foi confirmada a presenca de varios SNPs na subunidade | do
gene cox-1 entre G1 e G5. Analisando o padrdo de clivagem dessas
sequencias por diferentes endonucleases no software Vector NTI 10.3.0, foi
encontrada a presenca de um Unico sitio de clivagem para a enzima de
restricdo Alul no perfil do E. granulosus (G1), mas a auséncia desse sitio em
E. ortleppi (G5).

Para confirmacédo dos resultados da analise in silico, 5 uL amplificacGes
foram incubadas com 1 pL do Buffer Tango com BSA 10 x (Thermo Scientific),
1 U de Enzima de Restricdo Alul (Thermo Scientific), no volume final de 10 pL,
por 3h30min a 37 °C, seguida por 20min de incubacdo a 65 °C para a
inativacdo da enzima. O padréo das clivagens foi analisado apos eletroforese
em gel de agarose 1,2 %, usando como marcador molecular o plasmideo PUC-
18 clivado com Ddel. A clivagem do fragmento corresponderia a G1, enquanto

a auséncia da clivagem, a G5.
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4.3.2. Analise por HRM

A andlise por High Resolution Melting (HRM) é baseado na capacidade
desta técnica de discriminar diferentes padrdoes de desnaturacdo de pequenos
fragmentos do DNA. Para a identificacdo precisa de G1 e G5 foi utilizada a
anélise de HRM-cox-1obtido apés PCR.

Para essa andlise foi utilizado o fluor6foro SYTO 13 (Life Technologies),
como o corante fluorescente intercalante de dupla fita de DNA, na
concentracéao final de 2,5 mM, num volume final de 20 puL de PCR, utilizando
em meédio 4 ng de DNA/ pL. Como controle foi utilizado curvas de HRM de uma
amostra ja conhecida de E. granulosus e outra de E. ortleppi. A técnica de
HRM foi realizada no Rotor-Q gene 2plex System (Roche®), a desnaturacéao foi
realizada aumentando a temperatura de 60 °C até 95 °C, elevada em 0,1°C/s,
com normalizacéo entre 79,0-80,2 °C e 83-85,0 °C.

4.3.3. Sequenciamento

Como controle e validacdo das metodologias alternativas, tentou-se
realizar o sequenciamento de todas as amostras, a metodologia para
genotipagem mais presente na literatura para este fim. Para isso todos os
produtos de amplificacdo foram purificados com Kit (GE Healthcare Life
Sciences). O equipamento utilizado foi o sequenciador MegaBACE (GE
Healthcare Life Sciences), utilizando o mesmo par de primers descritos por
Bowles et al (1992). Os dados das sequéncias foram acessados pelo software
Segman 7.0.0. A confirmacdo de G1 ou G5 foi realizada por homologia das
sequéncias obtidas com as disponibilizadas em banco de dados, usando a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponibilizada pelo

National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2013).



5. RESULTADOS

5.1. Amostras Bioldgicas

Para a realizacdo e avaliacdo das diferentes metodologias para a
genotipagem, duas amostras foram utilizadas como controle, uma amostra
correspondente a G1 e outra a G5, previamente caracterizadas e
sequenciadas. Das 49 amostras analisadas, apenas 5 de CLG, pois em muitos
casos a maior parte das amostra desse tipo encontrava-se completa ou
parcialmente degradada, impossibilitando a de extracdo de DNA das amostras

dos cistos inférteis/nao férteis, que acabaram ndo sendo contabilizados.

5.2. Extracdo de DNA e Amplificacao

A avaliagdo da quantidade de DNA através do Nanodrop 2000 (Termo
Scientific) revelou que as amostras de cistos inférteis apresentaram
concentracdo meédia de 40 ng/uL de DNA, enguanto que a extracdo das
amostras com proteinase K apresentaram concentra¢cdo média de 15 ng / pL de
DNA.

Apesar de nao ser significativa devido a grande variacdo entre as
amostras, pode-se observar que as amostras extraidas utilizando o reagente
Trizol apresentaram uma maior quantidade de DNA, enquanto que a extracao
com proteinase K foi mais pratica e rapida. Essa aparente contradicao entre a
dificuldade de extracdo de DNA e a maior concentracdo de DNA nas amostras
de CLG, se deve a capacidade de extracdo de DNA pelo reagente Trizol, uma
técnica mais eficiente quanto comparada a extracdo bruta com a proteinase K.
Porém varias amostras de CLG possuiam o DNA em um estagio avancado de
degradacgdo, ndo improprias para genotipagem.

Ambos os métodos para a extragdo de DNA utilizados mostraram-se
eficientes e compativeis com a reacdo de amplificagdo (PCR), como pode ser

visualizado na figura 5.
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Figura 5: Gel de Agarose 1,2 % do produto de PCR do gene cox-1. As amostras 426 e 429
sdo de protoescoélices, e as de CLG representadas por P e Q, sendo N é o controle
negativo.

5.1. Clivagem Enzimatica

Conforme previsto na analise in silico (Figura 6), G1 apresenta a
sequéncia clivada, gerando um fragmento maior de 235 pb (1-235 nt) e o
menor com 209 pb (236-444 nt), diferenca de 27 pb, enquanto que o0 mesmo

segmento em G5 se apresenta integro, com 444 pb.

granulosus

ortleppi

104 bo

Figura 6: Sitios de clivagem para Alul no fragmento do gene cox-1 de G1 e G5, gerados
através da Vector NTI 10.3.0.

A primeira metodologia utilizada para genotipagem das amostras foi
através da clivagem enzimatica utilizando a endonuclease Alul. A analise dos
padrdes eletroforéticos gerados, apds a corrida em gel de agarose, foi possivel

a clara diferenciacéo entre G1 e G5. (Figura 7).

M 408 409 412 413 414 315
&= G5 G5 G5
I —3

Figura 7: Gel de agarose 1,2 % mostrando as analise dos padrdes de clivagem dos
fragmentos amplificado pela enzima de restricdo Alul. M, marcador molecular PUC-18/Ddel.
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Das 49 amostras analisadas, as 5 amostras inférteis foram determinadas
como sendo G1, das férteis, 24 eram de G5 e 20 de G1. Nos resultados
apresentados por Balbinotti et al. (2012), a maior parte dos cistos inférteis
estudados foram identificados como G1, também foi relatado uma mudanca
dos casos de cistos férteis de G1 para G5, sendo que no ultimo ano foram
apresentados mais G5 do que G1. Mesmo que o presente estudo tenha sido
realizado em um curto periodo, os resultados foram similares. Além disso, as
amostras e os resultados obtidos foram suficientes para a comparacdo das

técnicas. Todos os resultados sédo apresentados na Tabela 1.

5.3. Curvas de HRM

O gréafico gerado pelo software do RotorGene-Q, apds a normalizacéo
da fluorescéncia durante a desnaturacédo das duplas fitas de DNA, apresentou
a separacdo de duas curvas entre as temperaturas de 81,4-82,8°C. Devido a
maior presengca de AT na sequéncia de G5, essa desnaturou numa
temperatura mais baixa que o G1 (Figura 8). A diferenca de SNPs possibilitou a
separacao bem definida dos padrdes, evidenciado no grafico abaixo. Todos os
resultados de genotipagem apresentados nessa metodologia foram
compativeis com os gerados pela primeira metodologia, confirmando a

equivaléncia entre as duas.

Normalised Fluorescence

&0.2 80.4 &0 805 &0 812 814 816 818 820 822 824 628 828 &30 &32 834 &36 838
“C

Figura 8: Grafico gerado pelo software do RotorGene-Q. Linha vermelha representé 0s
amplicons de G5 e as linhas verdes de G1

5.4. Sequenciamento

Para confirmacao dos resultados provenientes da clivagem e do HRM foi

realizado o sequenciamento. As sequéncias apos edi¢cao, apresentam em torno
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de 200 pb, menos da metade do fragmento amplificado de 444 pb planejado
(Figura 9). Isso se deve a regides de baixa resolucao nas sequéncias, oriundos
desde falhas na manipulacdo das amostras a erros no processo de
sequenciamento. Das 49 amostras iniciais, apenas para 33 amostras foi
possivel a identificacdo dos genotipos através do alinhamento dos resultados
do sequenciamento com as sequéncias depositadas no Genebank, por meio da
ferramenta BLAST. Porém para 18 amostras ndo foi possivel a identificacao
das espécies com base nos resultados obtidos no sequenciamento, pois as
sequéncias obtidas foram de muita baixa resolucéo.

Conforme apresentado na Tabela 1, para as amostras as quais foi
possivel a realizacdo do sequenciamento, houve a correlacdo dos resultados
das trés metodologias para 31 amostras, ndo havendo discordancia. Com base
nisso, mesmo nao possuindo os resultados do sequenciamento para 18
amostras, mas tendo como base o0s resultados nas outras metodologias, houve

a identificacdo dos gendtipos de todas as amostras.

granulosus :
ortleppi

granulosus : pEYEye
ortleppi

granulosus : y. 2 AMAACCAAGTAAACACCTTTATACCAGTAGGAACIMCCTATAATCATAGTARCHE 31
ortleppi H AF DGAF rs ThYs ATHS, TAF C A'TZ ACECCTATAATCATAGTAACEN 31

granulosus : By
ortleppi

=%
0 o

granulosus : J
ortleppi

granulosus :
ortleppi

Figura 9: Alinhamento das sequéncias da subunidade | do gene cox-1 (444 pb) de G1 e G5,
através do software GeneDoc 2.6.002
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Tabela 1: Identificacdo, viabilidade, procedéncia, localidade, 6rgdo onde o parasito se localizava e o resultado da genotipagem de
todas as amostras utilizadas em cada metodologia.

Amostra

E
I

N

P

Q
387
390
391
393
394
396
397
399
400
401
402
403
405
406
407
408
409
413

Viabilidade
Nao fértil
Nao fértil
Nao fértil
Nao fértil
Nao fértil

Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Feértil
Fértil
Feértil
Fértil

Localidade

N&ao identificado
Nao identificado
N&ao identificado
Nao identificado
N&ao identificado
Bagé
Itaqui
Nao identificado
N&ao identificado
S&do Sepé
N&ao identificado
ltaqui
Itaqui
Sao Gabiriel
Séao Gabiriel
Sao Gabiriel
Herval
Cachoeira do Sul
Cachoeira do Sul
Cachoeira do Sul
Cachoeira do Sul
Cachoeira do Sul
Rio Pardo

Orgéo
Pulméao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Pulmao
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Figado
Pulmé&o
Pulméo
Pulmé&o
Pulméo

Sequenciamento

G1
G1
G1
Gl
G1

G5
Gl
G1

G1

Valor de E

1,00E-86
2,00E-53
8,00E-85
1,00E-70
4,00E-123

2,00E-86
2,00E-124
9,00E-74

2,00E-39

Acesso

KF612399.1
KF612399.1
KF612394.1
KF612399.1
KC579447.1

JX912709.1
HF947552.1

KF612394.1

KF612399.1

Clivagem

Gl
G1
Gl
Gl
Gl
G5
G5
G5
G5
G5
G5
Gl
G5
Gl
Gl
Gl
G5
Gl
Gl
G5
G5
G5
G1

HRM

G1
G1
Gl
Gl
Gl
G5
G5
G5
G5
G5
G5
Gl
G5
Gl
Gl
Gl
G5
Gl
Gl
G5
G5
G5
Gl


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84VEP5BS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84V5ENFE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106070?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84VKBKZY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84VPH5W2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/494468549?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84VTTSXA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=84VXJEYH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507581356?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AGM0UC47014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106070?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86UXY8W701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86VJ5V9K01R

414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
Controle G1
Controle G5

Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Feértil
Fértil
Feértil
Fértil
Feértil
Fértil
Feértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Fértil
Feértil
Fértil
Feértil
Fértil
Fértil

Rio Pardo
Nao identificado
Bagé
Bagé
Dom Pedrito
Alegrete
Alegrete
Alegrete
N&ao identificado
Nao identificado
N&ao identificado
Nao identificado
Herval
Livramento
Livramento
Livramento
Rio Pardo
Itaqui
N&ao identificado
Nao identificado
N&ao identificado
Nao identificado
N&ao identificado
Bagé
Bagé
Bagé
Sao Gabiriel
Séao Gabiriel

Pulméao
Pulmao
Figado
Pulmao
Figado
Pulmao
Pulméao
Pulmao
Pulméao
Figado
Pulméao
Pulmao
Pulméao
Pulmao
Pulméao
Figado
Pulméao
Pulmao
Figado
Pulmao
Pulméao
Pulmao
Pulméao
Pulmé&o
Pulméo
Pulmé&o
Pulméo
Pulméo

G1

G1
G5
G1
G5
G5
G5
G1
G5
G1
Gl
G1
G5
G1
Gl
G5
Gl

G5
G5
G5
G5
G5
G1
G5

1,00E-71

2,00E-100
1,00E-134
5,00E-35
2,00E-126
8,00E-58
3,00E-90
2,00E-68
7,00E-65
3,00E-72
2,00E-91
1,00E-66
8,00E-90
4,00E-76
5,00E-44
3,00E-72
5,00E-91

8,00E-142
2,00E-45
6,00E-108
4,00E-123
6,00E-80
5,00E-70
4,00E-123

KF612399.1

KF612393.1

JX912709.1

KF612399.1

JX912709.1
JX912709.1
JX912709.1

KF612393.1

JX912709.1

KF612394.1
KE612399.1
KF443159.1

JX912709.1

KF612399.1
HE947574.1

JX912709.1

KF612396.1

FJ744757.1
JX912709.1
JX912709.1
JX912709.1
JX912709.1

KF612399.1

JX912709.1

G5
G1
G5
G5
Gl
G5
Gl
G5
G5
G5
Gl
G5
Gl
Gl
Gl
G5
Gl
Gl
G5
Gl
G5
G5
G5
G5
G5
G5
G1
G5

G5
Gl
G5
G5
G1
G5
G1
G5
G5
G5
Gl
G5
Gl
Gl
Gl
G5
Gl
Gl
G5
Gl
G5
G5
G5
G5
G5
G5
Gl
G5
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86WCA7BD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106068?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86WT690Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86XBGBRA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86XPBPAH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86YAAAWC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86Z0DRDN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=86ZHB93N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106068?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=87043CDS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=870D5X1D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106070?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=870P59UA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8712BNYR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/528280969?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=871JMZ3501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=871Z036101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=878ZD2K3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507581400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=872X16W5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=876ZMMMT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8778XBU0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224551610?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8787N69001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=872HS1WD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=879DRTD801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=879UZP01015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=87A3E2MC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/542106080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=87ADC1M3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/441422064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=879UZP01015

6. DISCUSSAO

O sequenciamento do DNA é avaliado como a técnica “padrao-ouro”
para a genotipagem, entretanto é metodologia onerosa e laboriosa. Simplificar
a deteccdo de polimorfismos e/ou diminuir os custos do processo levou ao
desenvolvimento de outras metodologias, como alternativas (NORAMBUENA
et al., 2009). Nesse contexto, o presente trabalho propds e explorou a analises
dos padrdes eletroforéticos gerados por enzimas de restricdo e a analise dos
padrées de HRM.

A andlise dos padrdes eletroforéticos gerados por enzimas de restricéo,
ndo é uma metodologia nova e nem a mais eficiente, apesar disso, ainda
desperta interesse, sobretudo devido a sua simplicidade. Poucos trabalhos
foram realizados envolvendo essa metodologia para a genotipagem de
haplétipos de Echinococcus spp, um desses poucos trabalhos foi descrito por
Cuesta-Bandera et al. (1988), que realizaram a caracterizacdo de E.
granulosus através da analise dos padrbes gerados pelas endonucleases
EcoRl e BamHI de fragmentos de DNA hibridizados com pSM889, pEGIS,
pEG20 e pEG22.

No contexto epidemiolégico elaborado por Balbinotti et al. (2012), em 10
anos de estudo no estado do Rio Grande do Sul, foi reportada a presenca de
duas espécies/haplétipos de Echinococcus spp, o haplétipo G1 de E.
granulosus e o G5, atual E. ortleppi. Devido a essa caracteristica local, com a
simples discriminacdo de uma das espécies, por eliminacdo seria possivel a
identificacdo da outra. Através dessa caracteristica regional, a presenca de um
anico ponto de clivagem apenas em G1 para a endonuclease Alul, permitiria a
diferenciacéo das duas espécies de maneira simples e a baixo custo.

Porém a grande fragilidade dessa técnica € justamente o
reconhecimento de G5. Como G1 é o unico que apresenta sitio de clivagem
para a Alul, pressupdem-se que as amostras que nao clivaram sao de E.
ortleppi, devido as caracteristicas epidemiologicas do Rio Grande do Sul, isso é

altamente provavel. Mas genotipos predominantes variam de uma regidao para



37

outra, que nao sé dificultaria, mas impediria 0 uso e a transferéncia dessa
técnica para outras regides.

A clivagem enzimatica pela endonuclase Alul poderia ser utilizada em
um processo de triagem inicial, pois possibilitaria a identificacdo dos haploétipos
G1. Porém a técnica apresenta diversas limitagdes, pois eventuais falhas na
clivagem, seja devido a presenca de SNPs no sitio de clivagem para a enzima
de restricdo ou devido a inativacdo das enzimas, levariam a falsos resultados
positivos para G5, quando de fato seriam G1.

Para a confirmacdo de todas as espécies, especialmente das amostras
que ndo clivaram, continuaria sendo necessario o uso do sequenciamento, o
gue elevaria 0s custos e reduziria as maiores vantagens dessa técnica, que é a
simplicidade e velocidade de processamento das amostras. Uma forma de
reduzir os equivocos dessa técnica seria a utilizacdo de controles positivos
tanto para G1 e G5, mas continuaria sendo necesséario o uso de uma segundo
metodologia para a confirmacéo dos resultados.

A andlise por HRM, por outro lado, € uma tecnologia nova, baseada em
uma das propriedades intrinsecas do DNA, a desnaturacdo. Quando
submedido ao aquecimento a dupla hélice de DNA se desfaz, devido ao
rompimento das pontes de hidrogénio entre as bases complementares, levando
a separacado das fitas. A andlise por HRM é conceitualmente uma ferramenta
simples para genotipagem, n&o necessitando de PCR em tempo real, sondas
marcadas, tratamento ou sequenciamento. Porém, a precisdo da técnica
depende de instrumentacdo adequada, da saturacdo dos corantes e de
software para analise dos dados gerados (ERALI et al., 2008, NORAMBUENA
et al., 2009).

O principio da técnica de HRM é explicado pela desnaturacdo que
ocorre em pequenos fragmentos de DNA, que ndo apresentam estados
intermediarios, o que permite a determinacdo de uma temperatura média de
desnaturacao (Tm), a temperatura que corresponde a desnaturacado de metade
das moléculas de DNA. A Tm dos fragmentos curtos de DNA geralmente pode
ser estimada com a precisdo de 2°C, levando em consideracdo a
termodindmica das bases vizinhas. As diferencas de Tm podem permitir a
discriminacéo de diferentes gendtipos (ERALI et al., 2008;ERALI; WITTWER,
2010).
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Esse processo de separacgao das fitas do DNA pode ser monitorado pela
absorbéancia de luz UV, para a alta qualidade das curvas de desnhaturacao
sendo necessario alguns microgramas de DNA. O monitoramento também
pode ser realizado através de técnicas de fluorescéncia, mais sensiveis e que
requerem menor quantidade de DNA, que podem ser convenientemente
fornecida pela amplificacdo por PCR da amostra (ERALI & WITTWER, 2010;
REED et al., 2007).

Os dados de fluorescéncia gerados durante a desnaturacédo do DNA e
liberacdo dos fluoréforos podem ser analisados com base na temperatura
média de desnaturacdo (Tm), ou sobre a forma da curva de desnaturacdo. As
Tm sdo melhores calculadas ap6s a remocdo matematica de fundo e
normalizacdo da curva, o que garante melhor resolucdo dos resultados
(SCHUTZ & AHSEN, 20009).

A técnica de HRM vem sendo proposta para a utilizacdo em diversas
finalidades, devido a sua capacidade de diferenciar alelos. Um exemplo dessas
aplicacbes é proposta por Lin et al. (2008) no uso dessa tecnologia para a
diferenciacdo de variantes do virus da gripe, e mais recentemente por Santos
et al. (2013), na determinacdo das espécies de Echinococcus spp. e de Taenia
spp. As vantagens da tecnologia de HRM sé&o seu baixo custo por amostra,
somado a simplicidade e velocidade da técnica, possibilitando a obtencdo dos
resultados em poucas horas.

A desvantagem dessa metodologia € a necessidade de equipamentos
apropriados para a realizacdo da técnica, ainda que seja possivel a adaptacdo
da técnica em instrumentos genéricos, como aqueles utilizados para PCR
tempo real disponiveis em muitos laboratorios de pesquisa. A técnica de HRM
ainda pode representar investimento médio para os laboratorios, sobretudo os
da &rea clinica, dificultando o seu uso.

A analise de uma unica amostra de Echinococcus spp. por HRM poderia
ser de dificil interpretacdo, sendo necessario o uso de ao menos dois controles,
uma de G1 e outra de G5, que poderiam ser facilmente obtidos. Os resultados
de outros genodtipos, provavelmente, apresentariam padrbes diferentes nas
curvas de HRM, podendo ser diferenciados, o que possibilitaria a utilizagdo da
técnica para outras espécies/haplétipos presentes em outras regidées do mundo
(SANTOS et al., 2013).



7. CONCLUSAO

Metodologias novas de sequenciamento também possibilitam a analise
rapida de sequéncias, sobretudo das de pequeno tamanho, como é o caso da
subunidade do cox-1 utilizada nesse trabalho, porém o investimento para essas
tecnologias € alto, o que ao contexto de muitos laboratérios seria inviavel.
Devido a isso, como foi proposto e apresentado nesse trabalho, ambas as
tecnologias testadas, os padrdes de clivagem pela enzima de restricdo Alul e a
andlise por HRM, podem ser alternativas viaveis, com a mesma eficiéncia para
a genotipagem, porém, com a vantagem de serem mais rapidas e a baixo
custo. Apesar das duas metodologias apresentarem a mesma eficiéncia, a
analise por HRM se destaca e € a mais indicada, pois esta menos sujeita a

equivocos e por apresentar menor nimero de limitacdes.
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