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RESUMO

SANTOS, R.V.. DA FONSECA, A.B. ANALISE IN SILICO DOS INICIADORES
UTILIZADOS PARA A DETECCAO DA ENTAMOEBA HISTOLYTICA. Trabalho de

conclusdo de curso. Faculdade Pernambucana de Saude, Recife, Pernambuco,
Brasil.

A Organizagdo Mundial de Saude em 1997, determinou que devem ser adotado
procedimentos que permitam a diferenciacdo da E. histolytica de outras espécies,
sendo o tratamento da amebiase administrado somente nos casos confirmados da
presenca do parasito. Técnicas de biologia molecular como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), podem ser comumente empregadas no diagndstico especifico da
infeccdo apresentando-se como uma ferramenta poderosa na determinacéo do perfil
epidemiologico da amebiase. Apds a consolidacdo da Bioinformatica nos anos 90,
inUmeros trabalhos vém recorrendo a simulagéo virtual (andlise in silico), visando
melhor reprodutibilidade na bancada. O objetivo do presente trabalho é detectar os
iniciadores com melhor desempenho no diagnodstico da amebiase descrito na
literatura utilizando a bioinformatica e verificar a ocorréncia de alinhamento dos
iniciadores com o genoma do parasito e/ou contigs depositados em banco de dados
genéticos. Foram selecionados trabalhos publicados na literatura que usam a PCR
para deteccdo da E. histolytica no periodo 2001-2014. Para analise da
especificidade dos iniciadores foram utilizados os indicadores de cada alinhamento
através do BLASTnN: escore, valor E, identidade méaxima e a cobertura do sense e
antisense de cada iniciador. O alinhamento das sequéncias de cada iniciador contra
o GenBank (NCBI) foi validado através do programa generunner v.3.05. No total de
35 trabalhos publicados, 20 iniciadores foram analisados. Destes, 11 iniciadores
alinharam satisfatoriamente com genémicas e/ou contigs apresentando resultados
relevantes nos indicadores de qualidade do alinhamento, sendo validados com
potencial reprodutivo e 9 apresentaram problemas significantes como alinhamento
com sequéncias de outras espécies (inespecificos), auséncia total de alinhamento,
amplicon com variacdes bem acima (até 110pb) do tamanho indicada pelo autor do
trabalho e erro na publicacdo pelo acréscimo ou auséncia de pares de bases. Os
resultados da analise in silico indicam a importancia da utilizacdo de procedimentos
da bioinformatica para a selecdo adequada de iniciadores publicados na literatura no
desenvolvimento da técnica de PCR no diagnostico da amebiase.

Palavras-chave: Entamoeba histolytica, analise in silico, PCR



ABSTRACT

SANTOS, R.V.. DA FONSECA, A.B. ANALYSIS IN SILICO OF THE PRIMERS
USED FOR THE DETECTION OF ENTAMOEBA HISTOLYTICA. 2015. Trabalho de

conclusdo de curso. Faculdade Pernambucana de Saude, Recife, Pernambuco,

Brasil.

The World Health Organization in 1997, established procedures that must be
adopted to allow the differentiation of E. histolytica from other species, and the
treatment of amoebiasis administered only in cases that the presence of the parasite
is confirmed. Molecular biology techniques such as polymerase chain reaction (PCR)
can be commonly used in the specific diagnosis of infection presenting as a powerful
tool to determine the epidemiological profile of amebiasis. After the consolidation of
Bioinformatics in 90 years, numerous studies have been using virtual simulation (in
silico analysis), to better reproducibility on the bench. The objective of this study is to
detect the primers with better performance in the diagnosis of amebiasis described in
the literature using bioinformatics to check the alignment of occurrence of the primers
with the genome of the parasite and / or contigs deposited in genetic database.
Papers published in the literature were selected using PCR to detect E. histolytica in
the period 2001-2014. To analyze the specificity of the primers were used indicators
of each alignment through BLASTn: score, E value, maximum identity and coverage
of sense and antisense of each primer. The alignment of each primer sequences
against GenBank (NCBI) was validated by generunner software v.3.05. A total of 35
published works, 20 primers were analyzed. Of these, 11 primers satisfactorily
aligned with genomic and / or contigs with relevant results in alignment of quality
indicators, and validated with reproductive potential and 9 showed significant
problems such as alignment with sequences from other species (non-specific), total
lack of alignment with amplicon well above variations (up 110pb) size indicated by
the author of the work and error in the publication by the addition or absence of base
pairs. The results of in silico analysis indicates the importance of using bioinformatics
procedures for the proper selection of primers published in the literature in the
development of PCR in the diagnosis of amebiasis.

Keywords: Entamoeba histolytica, in silico analysis, PCR
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude em 1997, determinou que devem ser
adotado procedimentos que permitam a diferenciacdo da E. histolytica de outras
espécies, sendo o tratamento da amebiase administrado somente nos casos
confirmados da presenca do parasito (OMS/OPAS,1997). No grupo das parasitoses
causadas por protozoarios, a amebiase constitui a segunda maior causa de
mortalidade, superada apenas pela malaria. Estima-se que 500 milhdes de pessoas
sao infectadas pela E. histolytica anualmente. Destas, 40 milhdes desenvolvem a
forma sintomatica da doenca, resultando em cerca de 100.000 6bitos por ano devido
a complicacbes secundarias (WHO, 1997).

No Brasil, a situacdo epidemioldgica da amebiase permanece indefinida
em varias regifes, mas 0s poucos dados existentes demonstram grande variagcdo na
prevaléncia da infeccdo a depender da localidade. Em Recife-PE nenhum caso foi
encontrado, contrastando dados encontrados na regido metropolitana Belém-PA,
cuja prevaléncia chega a 29,35%, caracterizando a amebiase como problema de
saude publica (PINHEIRO, 2004; SILVA, 2005). Em Macei6-AL, estudos indicam
uma prevaléncia da parasitose igual a 1% na populacdo de escolares (DUARTE,
2006).

A observacéo de dados epidemiolégicos com relacdo a forma sintomatica
e assintomatica da parasitose fez Brumpt, em 1925, sugerir a existéncia de outra
espécie de Entamoeba - E. dispar (Brumpt, 1925) - morfologicamente indistinguivel
da E. histolytica. Desta forma, a E. dispar se comportaria como um comensal do
intestino humano, sendo responsavel pelos casos assintomaticos, e a E. histolytica
representaria a espécie causadora da forma patogénica da infeccdo (DIAMOND &
CLARK, 1993).

A distincédo das duas espécies foi demonstrada por estudos imunoldgicos,
geneéticos e bioquimicos, confirmando a hipétese de Brumpt, sendo referendada pela
OMS em 1997. Até entdo os dados epidemiolégicos relativos a amebiase eram
obtidos através do diagndstico microscépico pela observacéo das formas de cistos e
trofozoitos do parasito, que ndo permite a diferenciacdo da E. histolytica de outros
amebideos comensais do intestino humano (DIAMOND & CLARK 1993;
TANYUKSEL & PETRI, 2003; OMS/OPAS/UNESCO, 1997).



Atualmente, a presenca da E. histolytica deve ser confirmada por técnicas
de diagnéstico especificas como imunodiagnéstico pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA), para deteccdo de antigenos; ou técnicas de biologia molecular como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do DNA, uma vez que o
tratamento é preconizado somente nos casos confirmados de amebiase (WHO,
1997). Com o advento de parte do genoma (49%) da E. histolytica em 2005, tornou-
se mais fidedigna a pesquisa de regides gendmicas espécie-especifica necessarias
para utilizacdo de técnicas de biologia molecular no diagnéstico (LOFTUS et al.,
2005).

Apébs a consolidacao da bioinformatica nos anos 90, inUmeros trabalhos vém
recorrendo a simulacgéo virtual (analise in silico), visando melhor reprodutibilidade na
bancada. Neste racional, o objetivo do presente trabalho foi detectar os iniciadores
com melhor desempenho no diagndéstico da amebiase através da analise por

bioinformatica dos iniciadores descritos na literatura.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Detectar os iniciadores com melhor desempenho no diagnostico da amebiase

através de ferramentas computacionais dos iniciadores descritos na literatura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Realizar o levantamento bibliogréfico dos artigos cientificos publicados que
utilizaram e descreviam os iniciadores da técnica de PCR aplicados a deteccéo de E.
histolytica

2.2.2 Aplicar técnicas de bioinformatica

2.2.3. Avaliar in vitro a performance do iniciador com melhor desempenho na

analise in silico.



3. METODOS

3.1 ANALISE IN SILICO DOS INICIADORES DESCRITOS NA LITERATURA
PARA DETECCAO DA E. histolytica E E. dispar

Foram selecionados os iniciadores descritos na literatura com melhor
desempenho para o diagnostico da amebiase. Foram selecionados trabalhos

publicados que usaram a PCR para deteccao da E. histolytica/E. dispar.

Para andlise da especificidade dos iniciadores foram utilizados indicadores de
cada alinhamento através do BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool
Nucleotide), tais como: escore, valor E, identidade maxima e a cobertura do sense
e antisense de cada iniciador. O alinhamento das sequéncias de cada iniciador
contra o GenBank (National Center for Biotechnology Information - NCBI) foi

validado com o auxilio do programa GeneRunner v.3.05 de dominio publico.

Iniciadores publicados
em periddicos.

Sense e Antisense

Andlise individual de cada

Banco de Dados BLASTn

Analise do produto alinhado

Gene Runner v. 3.05

FATORES CLASSIFICATORIOS

Hibridizacdo Tamanho do amplicon Especificidade

Figura 1: Diagrama da analise virtual dos iniciadores descritos na literatura para a

deteccao da E. histolytica e E. dispar.
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3.2 EXTRACAO DO DNA

A depender do material a ser processado (fezes ou cultura) foi necessario
adaptar o método de extracdo do DNA. Nas fezes o parasito pode estar presente em
pequena quantidade, e € encontrado em geral na forma de cistos, que sao mais
resistentes ao rompimento para liberagdo do material gendmico, e estdo misturados
a inibidores que limitam a atividade enzimatica da DNA polimerase. Estes fatores
devem ser levados em consideracdo, pois podem interferir no desempenho da
técnica. Em cultura ha menor probabilidade da interferéncia de inibidores, h4 maior
quantidade do DNA-alvo e a forma evolutiva encontrada é o trofozoito, o que facilita

0 processo de lise celular para liberacdo do DNA genémico.

A extracdo do DNA dos controles positivos (cultura) foi realizada de acordo
com Sambrook e colaboradores (1987), com algumas modificacbes, conforme

descrito a seguir:
1) Foram adicionados 10uL da cultura em 500uL de tampao de extracao (1%);

2) Em seguida, foram acrescentados 5uL proteinase K (QIAamp®), sendo o material
incubado por 10 minutos a 70°C em bloco térmico (FINEPCR® Thermo Bath
ALB64);

3) Acrescentou-se no mesmo tubo igual volume de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1). O material foi homogeneizado durante 3 minutos por

agitacdo manual, seguido de centrifugacao por 3 minutos a 12.000 rpm;
4) Removeu-se 0 sobrenadante para um novo tubo e repetindo-se a etapa 3;

5) O sobrenadante foi depositado em uma coluna de concentracdo de DNA Microcon

(YM-100, Millipore®) e centrifugado a 8.000 rpm durante 10 minutos;

6) Descartou-se o material filtrado sendo adicionada a membrana 200uL de agua
ultra-pura. Centrifugou-se o material a 8.000 rpm durante 10 minutos. Este

procedimento era repetido por mais uma vez;
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7) O DNA preso na coluna de concentracgao foi ressupendido em 50uL de TE (10mM
Tris-HCI, 1mM EDTA pH 7,4). A coluna foi invertida em um novo tubo e o material
centrifugado a 12.000 rpm durante 3 minutos;

8) O DNA extraido foi acondicionado a -20°C para posterior analise pela PCR.

A extracdo do DNA das amostras de fezes foi realizada utilizando o Kit Spin
Stool DNA PSP (Invitek®), de acordo com instrugdes do fabricante, como descrito a

seqguir:

1) Transferiu-se 200-400mg de fezes para um microtubo de 2 mL;

2) Adicionou-se 1.200uL de Lysis buffer P agitando-se no vortex continuamente

durante 1 minuto;

3) O material foi entdo incubado durante 10 minutos a 95°C em bloco térmico, em
seguida no gelo durante 1 minuto, e novamente a 95°C em bloco térmico durante

5 minutos;
4) O material foi centrifugado durante 6 minutos a 12.000 rpm;

5) Apos transferéncia de todo o sobrenadante para o Invi-Adsorv-Tube, agitou-se o
material em vértex continuamente durante 15 segundos, incubando a suspenséao

durante 1 minuto em temperatura ambiente;
6) Foi repetida a etapa 4;

7) O sobrenadante foi transferido para um microtubo novo de 1,5ml. O precipitado foi

descartado, e a etapa 4 repetida;

8) Foi adicionado 25uL de proteinase K em um novo microtubo de 1,5ml. Em
seguida 400uL do sobrenadante da etapa 7 foi adicionado. Toda amostra foi

agitada e incubada durante 10 minutos a 70°C em bloco térmico;

9) Adicionou-se 400uL de Binding Buffer P ao lisado e agitou-se no vortex
continuamente durante 15 segundos. Em seguida toda amostra foi transferida

para Spin filter, sendo incubado durante 1 minuto a temperatura ambiente;
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10) O material foi centrifugado durante 3 minutos a 12.000 rpm e o filtrado
descartado;

11) Foi adicionado 500uL de Wash Buffer | no Spin Filter, e repetida a etapa 11;
12) Foi adicionado 800uL de Wash Buffer Il no Spin Filter , e repetida a etapa 11;
13) Para remocéao do etanol foi repetida a etapa 4.

14) O Spin filter foi colocado em um novo microtubo de 1,5ml, foram adicionados
200uL de Elution Buffer D (70°C). A amostra foi centrifugada a 8000 rpm durante

1 minuto para eluicdo do DNA.

15) O DNA extraido foi acondicionado a -20°C para posterior analise pela PCR.

3.3 AMPLIFICACAO

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada de acordo com Rivera e
colaboradores (1996) com as seguintes modificacfes: o volume final foi reduzido de
50uL para 25pL, diminuindo a quantidade de reagente e consequentemente o custo,
e a concentragéo de soro albumina bovina (BSA) foi reduzida de 500ng para 400ng

como preconizado por Kreader (1996).

A reacdo de amplificacdo foi composto de 20mM Tris-HCI, 50mM KCI, 200uM
de dNTP,1,5mM de MgCI2, 20pM de cada iniciador (pllplus/ pl2plus e
pl3plus/pldplus), 2U de Taq Polimerase Platinum (Invitrogen®), 400ng de BSA,
2uL de DNA e H20 ultra-pura g.s.p. 25uL. A programacgéo do termociclador (PCR
Express Thermo Hybaid®, UK) consistiu em 35 ciclos de 94°C por 1minuto

(desnaturacéo), 59°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 1minuto (extensao).
3.4 DETEC(;AO DO PRODUTO AMPLIFICADO

Apoés a amplificacdo, 10uL de cada produto da PCR foi aplicado em gel de
Agarose 2% a 100V durante uma hora, revelado com brometo de etidio (10 mg/mL),
visualizado sob luz ultravioleta (Vilber Lourmat® TFX-20.M, Alemanha) e
fotodocumentado (Vilber Lourmat DP-001 FDC, Alemanha). A analise dos resultados
foi realizada com auxilio do programa de computacao (PhotoCaptMw version 10.01
for Windows).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A bioinformatica tem como ferramentas essenciais programas de
computadores e 0s bancos de dados disponiveis na internet, atividade fundamental
para a analise de sequéncias de DNA e proteinas, sendo capaz de oferecer
aumento de velocidade na andlise de sequéncias de DNAs de diferentes fontes, na
comparacao de variabilidades e na previsdo de resultados de analises in vitro
(Machado et al., 2013).

A analise in silico para orientar a busca de iniciadores, facilita o trabalho do
pesquisador, uma vez gque, € mais rapido e econdbmico que a analise laboratorial, e
utiliza para sua execuc¢ao programas de computador de acesso gratuito na Internet.
Foram analisados 56 trabalhos publicados no periodo de 1991-2014, sendo
avaliados por bioinformatica 20 iniciadores desenvolvidos para pesquisa do DNA de
Entamoeba, principalmente para o diagndéstico especifico da E. histolytica e E.

dispar.

Varios iniciadores apresentaram desempenho insatisfatorio na analise através
da bioinformética como: (a) alinhamento com sequéncias de outras espécies com
formacao virtual do amplicon; (b) auséncia de alinhamento dos iniciadores com o
genoma da espécie alvo; (c) distingdo por polimorfismo (RFLP) inexistente entre o
padrédo da E. histolytica e outras espécies; (d) amplicon com niamero de bases acima

ou abaixo do informado pelos autores (Tabela 01).
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Tabela 01 — Discriminag&o do resultado da andlise dos 20 iniciadores analisados por

bioinformética.

Status dos iniciadores

Revisdo da literatura * Total
Valido Invalido

PCR CONVENCIONAL 5 5 10
PCR NESTED 3 1 4
PCR REAL TIME 2 1 3

PCR MULTIPLEX - 1 1

PCR RFLP 1 1 2
Total** 11 (55%) 9 (45%) 20 (100%)

* - 57 artigos publicados no periodo de 1991- 2014. ** - (p>0,05)

Baseado na analise in silico, os iniciadores selecionados para a detec¢édo da
infeccdo causada pela E. histolytica e E. dispar foram o pllplus/pl2plus e
pl3plus/pldplus, respectivamente. Os dois conjuntos de iniciadores foram
desenvolvidos para amplificar regides distintas para cada espécie, codificantes de
uma proteina antigénica de 30 KDa rica em serina (Tabela 02). Para avaliar a
especificidade dos iniciadores selecionados na analise in silico foram avaliadas
amostras de fezes positivas pela microscopia para outros parasitos como Ascaris
lumbricoides, Trichures trichiura, Ancylostomatidae, Strongyloides stercoralis,
Enterobius vermicularis, Schistosoma mansoni, Hymenolepis nana, Giardia lamblia,
Entamoeba coli e Endolimax nana. N&o houve amplificagdo do DNA em nenhuma
dessas amostras, tanto frente a iniciadores desenhados para E. histolytica
(p1lplus/pl2plus) como para E. dispar (pl3plus/pl4plus) (Figura 01). Esses
resultados corraboram com os achados por Haghighi e Cols., 2002; Jiang e Cols.,
2008; Myjak e Cols., 2000; Pinheiro e Cols., 2004.

A especificidade foi igualmente testada para verificar se o0s iniciadores
desenhados para E. histolytica amplificavam fragmentos génicos da E. dispar e vice-
versa. Ambos os iniciadores foram espécie especificos ndo havendo formacéo de
amplicons em nenhuma das situagbes (Figura 02). Este achado corrobora com os

resultados da analise virtual dos iniciadores.
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No presente estudo n&o foi realizado o teste de sensibilidade para
determinacdo da quantidade minima DNA extraido de cistos de Entamoeba
detectado pela PCR. Os resultados de Rivera e colaboradores (1996) sugerem uma
boa sensibilidade da PCR, com a deteccdo de no minimo cinco cistos com o0s
iniciadores pllplus/pl2plus e pl3plus/pl4plus. A reprodutividade foi avaliada
durante os experimentos da padronizacéo, realizados sempre em triplicata, nao

existindo nenhuma discordancia nos resultados.

Tabela 02 — Iniciador com excelente desempenho na analise in silico e na pratica

laboratorial.
Iniciadores* Sequéncia Referencia
apliplus £XM_001914604.1 £XM_001914570.1 Haghighi et al., 2002
2£XM_647979.28XM_644379.2 .
2p12plus £EU022309.12X70996.1 Jiang et al., 2008
Produto = 100pb £D10512.1%D00871.18M35635.1 Myjak et al., 2000
Pinheiro et al., 2004
bp13plus ©XM_001740812,1@XM_001738989.1 .
© XM_001738704.1 ©XM_001738370.1 Rivera et al., 1996, 1998 e
bpl4dplus ©XM_001738351.1 ©XM_001737932.1 2006
_ ®XM_001737799.1 ©D00872.1 :
Produto = 101pb ©AB026184.1 ©XM_001737278.1 Sanuki ef al.. 1997
©@XM_001737174.1@XM_001737144.1 o
©XM_001736359.1@&XM 001736301.1 Tachibana et a/_, 1991, 1992,
©XM_001735152.1@XM_001734937.1
©XM_001734803.1 @XM_001734803.1 2000 e 2001
©XM_001734803.1 ©XM_001733877.1 Zaman et al., 2000
r

©XM_001733539.1

Zengzhu et al., 1999
Zindrou et al., 2001

* - Regido codificante de proteina 30-kDa antigénica

a - Iniciador especifico para o diagndstico da E. histolytica.

b - Iniciador especifico para o diagnostico da E. dispar

© - Sequéncia genomica depositada no Genbank da E. dispar.

2 - Sequéncia genomica depositada no Genbank da E. histolytica.
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118pb

Figura 01 — Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de peso molecular ¢ X 174 RF
(Promega®); Pocos 1 e 2: Controle positivo E. histolytica (100pb) e E. dispar (101pb),
respectivamente; Pocos 3 a 7 amostras de fezes positivas para diferentes espécies
de parasitos; Poco 3: Ascaris lumbricoides, Trichures trichiura; Poco 4:
Ancylostomatidae, Strongyloides stercoralis; Poco 5: Enterobius vermicularis,
Schistosoma mansoni Po¢o 6: Hymenolepis nana, Giardia lamblia ; Poco 7:
Entamoeba coli e Endolimax; Poc¢o 8: Controle negativo para ambas as espécies.

100pb

Figura 02 — Gel de Agarose 3%. Poco M: Marcador de peso molecular de 20pb
(Invitrogen®); Pocos 1 e 3: Controle positivo da E. histolytica (100pb) e E. dispar
(101pb), respectivamente; Poco 2: amostra com DNA da E. dispar amplificado com
iniciadores para E. histolytica; Poco 4: amostra com DNA da E. histolytica
amplificado com iniciadores para E. dispar.
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5. CONCLUSAO

Os resultados da andlise in silico indicam a importancia da utilizacdo de
técnicas de bioinformatica para a selecdo adequada de iniciadores publicados na

literatura para o diagnostico molecular da amebiase.
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