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RESUMO

A identificacdo de casos de infeccdo de animais domésticos, selvagens, hospedeiros
invertebrados e seres humanos por bactérias da familia Anaplasmataceae cresce no Brasil e
no mundo juntamente com a necessidade de criacdo de vacinas e métodos diagndsticos. Os
carrapatos sdo os principais vetores e, ap0s estas bactérias serem transmitidas a mamiferos,
secretam proteinas efetoras a fim de subverter os processos celulares do hospedeiro e tornar a
célula em um ambiente propicio para replicacdo e desenvolvimento. Com 0s avangos de
métodos e tecnologias de biologia molecular e pesquisas ja realizadas, os genomas de varias
espécies da familia foram sequenciados e alguns genes associados a viruléncia. Mesmo diante
de tais avancos, existem muitos genes com fungdo desconhecida e questdes que precisam ser
melhor compreendidas, como a variabilidade genética e antigénica das bactérias, as interagdes
patdgeno-hospedeiro, os processos de protecdo imunoldgica e antigenos que estimulem esses
processos. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho € realizar in silico as analises de
Repeticdes adjacentes (Tandem repeats) e Motivos CpG e evidenciar alvos genémicos de
bactérias da familia Anaplasmataceae que possam estar relacionados com a variabilidade
genética, interacdo patdgeno-hospedeiro e ativacdo do sistema imunoldgico. RepeticOes
adjacentes tém sido descritas como um importante mecanismo relacionado com a
variabilidade e adaptacdo bacteriana, sendo também uma caracteristica encontrada em genes
relacionados com a patogenicidade. Motivos CpG tém sido eficientes adjuvantes na criacao de
vacinas que estimulam respostas imunes do hospedeiro. Para o trabalho, foram utilizados e
desenvolvidos softwares buscando executar computacionalmente analises de repeticGes
adjacentes e Motivos CpG em arquivos contendo dados do genoma das bactérias Ehrlichia
canis, Ehrlichia. chaffeensis e Anaplasma phagocytophilum. Os dados resultantes das analises
foram armazenados em um banco de dados e correlacionados com informacdes existentes na
literatura e com o resultado de ferramentas de busca em bancos de dados genémicos publicos.
Espera-se que o trabalho gere resultados que auxiliem na caracterizacdo de genes e que
contribua, em um segundo momento, para o desenvolvimento de novas drogas antibacterianas
e métodos diagnosticos.

PALAVRAS-CHAVE: Anaplasmataceae; tandem repeats; Motivos CpG.



ABSTRACT

The identification of cases of infection of domestic and wildlife animals, invertebrate hosts
and humans by bacteria from Anaplasmataceae family grows in Brazil and in the world along
with the need to develop vaccines and diagnostic methods. Ticks are the main vectors, and,
after being transmitted to mammals, these bacteria secrete effector proteins to subvert the
cellular processes of the host cell and render the cell in a conducive environment for
replication and development. With the advances of molecular biology methods and
technologies and research already conducted, the genome of several bacteria of the family
were sequenced and some genes associated with virulence. Even with these advances, there
are many genes with unknown function and issues that need to be better understood as the
genetic and antigenic variability of bacteria, host-pathogen interactions, immune protection
processes and antigens that stimulate these processes. In this context, the aim of this study is
to perform in silico analyzes of Tandem Repeats and CpG Motifs to highlight genomic targets
in bacteria Anaplasmataceae family that may be related to genetic variability, host-pathogen
interaction and activation of the immune system through analyzes of Tandem Repeats and
CpG motifs. Tandem Repeats has been described as an important mechanism related to
bacterial adaptation and variation, and it is also a feature found in the pathogenicity-related
genes. CpG motifs are efficient adjuvants in the creation of vaccines which stimulate host
immune responses. For the study, softwares were used and developed to perform
computationally analyzes of Tandem Repeats and CpG motifs in files containing the genome
data of the bacteria E. canis, E. chaffeensis and A. phagocytophilum. The data resulting from
this analysis were stored in a database and correlated with existing information in the
literature and with the results of the genomic database search tools. It is expected that the
work generate results that assist in the characterization of genes and contribute, in a second
stage, to the development of new antibacterial drugs and diagnostic methods.

KEYWORDS: Anaplasmataceae; tandem repeats; CpG Motifs.
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1 INTRODUCAO

A familia Anaplasmataceae é composta por géneros de bactérias que se caracterizam
por infectar animais domesticos, selvagens, hospedeiros invertebrados e seres humanos,
causando infecgdo considerada uma zoonose emergente em diversas regides. Os carrapatos
sd0 os principais vetores de transmissdo e contribuem para a distribuicdo destas bactérias em
zonas urbanas, rurais e silvestres. A identificacdo de individuos infectados no Brasil e no
mundo tem aumentado e, por este motivo, diversas espécies da familia tém tido destaque para
a medicina veterinaria e humana.

Com as técnicas de sequenciamento e o0 avanc¢o de métodos e tecnologias de biologia
molecular e bioinformatica, alguns genes foram associados a viruléncia e a mecanismos de
variabilidade entre amostras de uma mesma espécie. Mesmo diante de tais avancos e com 0
sequenciamento do genoma de diversos exemplares, existem varios genes com funcdo
desconhecida e questfes que precisam ser melhor compreendidas para o desenvolvimento de
vacinas e métodos de diagnosticos, como a variabilidade genética e antigénica das bactérias,
as interacbes patdgeno-hospedeiro, a protecdo imunoldgica do hospedeiro e antigenos que
estimulem os processos de protecdo imune. Neste sentido, a utilizacdo da bioinformética pode
ajudar na compreensdo dessas questdes utilizando e correlacionando informac6es genémicas
das bactérias com informacdes existentes na literatura para auxiliar a identificacdo de alvos a
serem investigados visando o desenvolvimento de drogas, vacinas, marcadores moleculares,
marcadores epidemioldgicos e ferramentas de diagnéstico. Dentre as diversas técnicas de
analise gendmica existentes, as andlises de repeticdes adjacentes e a de motivos CpG tém tido
bastante destaque na literatura.

Repeticdes adjacentes sdo sequéncias de DNA que se repetem como multiplas copias
adjacentes com a mesma orientacdo na cadeia de DNA. Diversos trabalhos tém associado as
repeticGes adjacentes como importante caracteristica de genes relacionados com a viruléncia,
interacdo patdgeno-hospedeiro e como mecanismo responsavel por gerar diversidade entre as
espécies.

Motivos CpG sdo dinucleotideos CG ndo metilados juntamente com bases
flanqueadoras do genoma da bactéria utilizados para induzir respostas celulares do sistema
imunologico de mamiferos hospedeiros, produzindo uma resposta imune quando o DNA da

bactéria é identificado.
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Neste trabalho, foram aplicadas as anélises de RepeticGes Adjacentes e Motivos CpG
nos dados genémicos de trés espécies da familia: Ehrlichia canis e Ehrlichia chaffeensis

(género Ehrlichia) e Anaplasma phagocytophilum (género Anaplasma).



17

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FAMILIA ANAPLASMATACEAE

As bactérias Gram-negativas da familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales,
reproduzem-se como parasitas obrigatorios no interior de vactolos de células hematopoiéticas
de mamiferos, especialmente macrofagos e mondcitos (RIKIHISA, 1991; DUMLER et. al.,
2001; BOWMAN, 2011). A familia compreende géneros de bactérias capazes de infectar
animais domeésticos, selvagens, seres humanos e hospedeiros invertebrados, como artrépodes
e helmintos (DUMLER et al., 2001). Os carrapatos sao 0s principais vetores de transmissao e
contribuem para a distribuicdo destas bactérias em zonas urbanas, rurais e silvestres
(PAROLA et al.,, 2005, 2013; DANTAS-TORRES, 2008, 2010). Dentre as espécies da
familia, conforme Tabela 1 proposta por Dumler et al.(2001) baseada em semelhangas do
gene RNA ribossémico 16S (16S rRNA), trés possuem destaque para a medicina veterinaria e
humana. Estas espécies sdo a E. canis, agente etiologico da Erliquiose Monocitica Canina
(EMC) (SKOTARCZAK, 2003), E. chaffeensis, associada a Erliquiose Monocitica Humana
(EMH) (PADDOCK, 2003; RIKIHISA, 2010a) e A. phagocytophilum, que causa a
Anaplasmose Granulocitica Humana (AGH) e Canina (AGC) (RIKIHISA, 2010a, 2011). As
citadas bactérias serdo abordadas na analise gendmica in silico realizada no trabalho.

Tabela 1- Classificacdo da ordem Rickettsiales.
Ordem Familia Género Espécie
A. marginale
A. centrale
A. ovis
A. bovis
A. platys
A. phagocytophilum
E
E
E
E
E
N
N

Anaplasma

. ruminantium
. canis
. chaffeensis
. muris
. ewingii
. helminthoeca
. risticii
N. sennetsu
Wolbachia W. pipientis
Fonte: Adaptado de DUMLER et al.(2001).

Rickettsiales ~ Anaplasmataceae
Ehrlichia

Neorickettsia
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2.1.1 Ciclo de Vida e Replicacao

O ciclo de vida das bactérias da familia Anaplasmataceae envolve dois hospedeiros:
carrapatos e mamiferos. Animais selvagens como ratos e veados sdo reservatorios primarios
destas bactérias, que sdo transmitidas para animais domésticos e seres humanos por carrapatos
infectados (HAJDUSEK et al., 2013).

Uma vez transmitida a mamiferos, estas bactérias se replicam em granuldcitos e
macrofagos ou mondcitos, subvertendo processos celulares e adquirindo compostos do
hospedeiro para sua replicacéo e sobrevivéncia (RIKIHISA, 2010a, 2010b, 2011).

Segundo Zhang (2007) e Rikihisa (2010a), o desenvolvimento na célula de mamiferos
envolve dois ciclos morfologicos: Nucledide Condensado (NC) e Nucledide Descondensado
(ND), como pode ser visto na Figura 1.

Inicialmente, pequenas células na forma NC aderem a célula hospedeira e séo
internalizadas por fagocitose, formando-se um vactolo. No fagossomo, NC passa por uma
fase intermedidria e transforma-se na forma ND, que se multiplica por fissdo binaria durante
aproximadamente 48 horas. Ocorre novamente uma fase intermedidria até as células
maturarem para a forma NC (apds 72 horas de infec¢do) e serem liberadas e internalizadas por

outras células.

2.1.2 Mecanismos Bacterianos e a Subversdo dos Processos Celulares do Hospedeiro

O processo de maturacdo de vacuolos celulares contendo microrganismos parasitas
envolve normalmente sua fusdo com lisossomos, 0s quais carregam enzimas digestivas que
destroem os microrganismos contidos nos vacuolos (ZHANG, 2007). A sobrevivéncia de
endobactérias depende de sua capacidade de resistirem ou evitarem a exposicdo a estas
enzimas, havendo diferentes mecanismos adotados por bactérias para alcancarem este
objetivo (ZHANG, 2007). A analise bioquimica e celular do ciclo de vida de bactérias da
familia Anaplasmataceae, como a E. chaffeensis, demonstra que ela evoluiu no sentido de
inibir na célula hospedeira o processo de fusdo dos lisossomos com os vacuolos (RIKIHISA,
2010a). Este processo de inibi¢do envolve a participacdo de sistemas de secrecdo e proteinas
efetoras que sdo secretadas para o interior da célula hospedeira onde, além do processo de
inibicdo de fusdo de lisossomos, interferem em diversos processos celulares como a ativagao e

supressdo da atividade de quinases, regulacéo da atividade de receptores Toll, inibicdo de
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apoptose, subversdo da autofagia e regulacdo da expresséo de genes envolvidos na defesa
imune (RIKIHISA, 2011).

Diversos estudos tém apontado que dominios proteicos constituidos por repeticdes
adjacentes sdo uma caracteristica de muitas proteinas envolvidas nos processos descritos
anteriormente (DOYLE, 2006; RIKIHISA, 2010a, 2011; MCBRIDE; WALKER, 2010;
ZHANG, 2008; STUEN et al. 2013) , como por exemplo as proteinas efetoras p47, p120 e
p200 de E. chaffensis, p36 de E. canis e proteinas de secrecdo de A. phagocytophilum. O
estudo de tais padrbes de repeticdo no genoma bacteriano pode facilitar a identificacdo e o

entendimento de proteinas envolvidas nos processos de patogenicidade dessas bactérias.

Figura 1- llustracdo do ciclo de vida de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

NC
®

_Adeséo

Fagocitose

Vacuolo/Mbérula

Nucleoide em
fase de
descondensacao

Nucleo

Multiplicacéo

Nucleoide em fase de
condensacgéo

Liberacao

Fonte: Adaptado de Zhang (2007) e Rikihisa (2010a).
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2.1.2.1 Sistema de secrecéo tipo IV

Com o objetivo de secretar proteinas, enzimas, DNA ou toxinas do citoplasma para o
exterior da bactéria através da membrana citoplasmatica, as bactérias utilizam pelo menos seis
sistemas de secrecdo distintos, denominados sistemas de secrecdo do tipo | (T1SS) ao tipo VI
(T6SS). Proteinas do sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS) foram identificadas em genomas
de bactérias da familia Anaplasmataceae (RIKIHISA, 2010a). O T4SS, que € dependente de
ATP, forma um canal composto por um complexo multiproteico, possibilitando o envio de
proteinas efetoras e/ou de DNA para o interior da célula hospedeira para influenciar as
atividades celulares com o objetivo de favorecer a sobrevivéncia intracelular bacteriana
(RIKIHISA et. al., 2009).

2.1.2.2 Proteinas de superficie

As proteinas da superficie celular bacteriana fornecem uma importante interface para a
interacdo patdgeno-hospedeiro e desempenham um papel chave na patogénese e fisiologia das
bactérias, sendo os principais alvos para o desenvolvimento de vacinas (GE & RIKIHISA,
2007).

Estudos sobre bactérias da familia Anaplasmataceae revelaram que proteinas da
membrana externa bacteriana, tais como MAP1, MAP2 e OMP-1, estimulam a resposta imune
do hospedeiro e o protege contra a infec¢do. Ensaios bem sucedidos com vacinas vivas
atenuadas indicam que a imunidade induzida por proteinas imunorreativas € viavel
(MCBRIDE & WALKER, 2010). Essas proteinas tém sido estudadas e caracterizadas em E.
chaffeensis e E. canis e A. phagocytophilum, sendo que uma caracteristica comum entre elas
envolve a presenca de tandem repeats, repeticbes anquirina e a participacdo em processos de
subversdao da célula hospedeira (RIKIHISA 2010a, 2011; MCBRIDE;WALKER, 2010).
Apesar de tais avancos, ainda had pouca informacdo sobre a interacdo de proteinas
imunorreativas e 0 hospedeiro. Além disso, nem todas estas proteinas foram molecularmente
caracterizadas (RIKIHISA, 2011). A caracterizacdo das principais proteinas imunorreativas é
um passo importante para combater a patogenicidade dessas bactérias. Outro desafio €
compreender a diversidade genética e antigénica das proteinas, que apresentam variabilidade

entre isolados de mesma espécie e de diferentes regides (AGUIAR et al., 2013).
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2.1.2.3 Regulacéo da expresséo de genes do hospedeiro

Patdgenos bacterianos podem alterar a expressdo génica do hospedeiro por meio de
modificacdes nas histonas e remodelacdo da cromatina a fim de subverter respostas imunes e
processos celulares e tornar a célula em um ambiente propicio para a sua sobrevivéncia e
desenvolvimento (STUEN et al., 2013). Proteinas efetoras de bactérias da familia
Anaplasmataceae sdo secretadas para a célula alvo, atuando na regido promotora de genes de
interesse. Um exemplo € a inibicdo da apoptose (explicada a seguir) por A. phagocytophilum e
E. chaffeensis pela alteracdo da expressdo de BFL1, um gene membro da familia
antiapoptética (STUEN et al., 2013).

A. phagocytophilum modula a "explosdo respiratoria” (“respiratory burst™) de
granulécitos por meio da inibicdo da expressdo do gene CYBB. A proteina AnkA se liga a
regides ricas em AT no promotor e diminui a sua transcricdo (GARCIA-GARCIA et al.,
2009; RENNOLL-BANKERT; DUMLER, 2012). De forma similar, a proteina gp200 de E.
canis é secretada para o nucleo da célula, onde interage com a cromatina, potencialmente para
modular a expressdo do gene da célula hospedeira (MAVROMATIS et al., 2006).

Harrus et al. (2003) identificaram que a infecgdo por E. canis altera a expressdo de
proteinas do complexo de histocompatibilidade ou MHC (do inglés, Major Histocompatibility
Complex), regido mais densa de genes do genoma dos mamiferos que possui importante papel

no sistema imunoldgico.

2.1.2.4 Inibigéo de apoptose

A apoptose, processo de morte celular programada, ndo é importante somente para a
remocao de células danificadas ou ndo mais necessarias, mas também como um importante
mecanismo imunoldgico inato celular para eliminar patégenos intracelulares.

A infeccdo por A. phagocytophilum e E. chaffeensis inibe a apoptose celular atuando
na regulagdo de genes da célula do hospedeiro (RIKIHISA, 2010a). A. phagocytophilum inibe
a apoptose de neutrdfilos por até 48 a 96 horas, permitindo a reproducdo das bactérias (GE;
RIKISA, 2006). Dados de microarray de expresséo de genes de neutréfilos humanos mostram
que A. phagocytophilum evita a redugdo da expressao de BFL1, um membro da familia
antiapoptatica célula B de linfoma 2 (Bcl-2), ou seja, a infeccdo faz com que a expresséo de
genes da familia Bcl-2 seja aumentada, evitando a atividade de caspases efetoras (RIKISA,
2010b, 2011).
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2.1.2.5 Subverséo da autofagia

A autofagia € um processo catabolico envolvendo a degradacdo e reciclagem de
componentes celulares por meio da maquinaria lisossémica, controlando também a biomassa
intracelular (RIKIHISA, 2011). Este processo desempenha também um importante papel no
sistema imunoldgico inato das ceélulas eucaridticas ao sequestrar e digerir objetos
intracelulares indesejaveis, como agentes patogénicos intracelulares (NIU et al., 2008).
Pesquisas com A. phagocytophilum indicam que a bactéria subverte a autofagia para favorecer
a infeccdo e, em um segundo momento, induz a autofagia celular para remodelar o citoplasma
da célula hospedeira e disponibilizar espaco para o seu crescimento (NIU et al., 2008;
RIKIHISA, 2011). Em E. canis, Niu et al. (2012) identificaram que o gene ECH_0825 é
altamente expresso no inicio da infeccdo, sendo um dos genes que secretam proteinas para o

citoplasma da célula hospedeira para atuar na inibicdo da autofagia.

2.1.2.6 Sequestro de colesterol

Diferentemente dos eucariotos, a maioria das bactérias ndo sintetiza, adquire ou
necessita de colesterol. Bactérias da familia Anaplasmataceae sdo dependentes de colesterol
para a sobrevivéncia e crescimento, mas carecem de genes para a biossintese ou modificacéo
do colesterol (LIN; RIKISA, 2003). A. phagocytophilum e E. chaffeensis sdo capazes de
incorporar na sua membrana uma quantidade substancial de colesterol do hospedeiro. Estudos
mostram que a infeccdo por estas bactérias é facilitada em ratos com niveis elevados de
colesterol no sangue e que a inibi¢do das vias de absorcdo do colesterol bloqueia a infecgéo
bacteriana (GE; RIKIHISA, 2007; RIKISA, 2010a).

2.1.3 Bactérias Analisadas

2.1.3.1 Ehrlichia canis

A bactéria E. canis reside como microcol6nias dentro de vactolos revestidos de
membrana (morulas), principalmente dentro de mondcitos e macréfagos em hospedeiros
mamiferos (McBRIDE et al., 1996). A espécie foi descrita pela primeira vez em 1935 na
Argélia, mas atualmente é reconhecida por ter distribuicdo global e recebeu reconhecimento

como um patogeno de importancia veterinaria principalmente depois de surtos em cées de
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militares dos Estados Unidos no Vietnd, em 1963, pois resultou em cerca de 200 mortes
(MAVROMATIS et al., 2006). No Brasil, a presengca de E. canis foi documentada pela
primeira vez no ano de 1973, em Belo Horizonte, no Estado de Minas Gerais. Atualmente ha
registros de mamiferos infectados nas cinco regides do Brasil, apresentado inclusive
diversidades no genoma de organismos das diferentes regides (AGUIAR et al., 2013).

A bactéria é o agente etioldgico primério da EMC e tem grande destaque devido sua
alta incidéncia (OTRANTO et al., 2009a, 2009b; DANTAS-TORRES et al., 2008; GASSER
et al., 2011). A EMC ¢ uma doenca caracterizada por trés estagios bastante distintos: agudo,
sub-clinico e cronico, sendo este ultimo potencialmente fatal (SKOTARCZAK, 2003;
HARRUS; WANER, 2011). Apesar da atencdo dada & EMC pela veterinaria, ela é
considerada uma sindrome altamente variavel pelas dificuldades significativas no diagnostico
diferencial com outras doencas, devido as suas diferentes fases e varias manifestacdes
clinicas. Técnicas de diagnostico tradicionais, incluindo hematologia, citologia, sorologia e
isolamento sdo ferramentas importantes para a identificacdo da infec¢do, no entanto, um
diagnostico definitivo requer técnicas moleculares (HARRUS; WANER, 2011).

O genoma de E. canis consiste de um Unico cromossomo circular composto por
1.315.030 nucleotideos, sendo a proporcdo G+C de 28,96%. Um total de 984 genes foram
identificados no genoma de E. canis, incluindo genes de rRNA (5S , 16S e 23S ), de forma
que 73% do genoma € composto por regides codificantes. Destes 984 genes, 925 codificam
proteinas, sendo que 275 ainda possuem funcdo desconhecida, conforme informacoes
levantadas no sistema Entrez (Global Query Cross-Database Search System) mantido pelo
NCBI.

Mavromatis et al. (2006) publicaram informagdes sobre o sequenciamento da E. canis
str. Jake. O trabalho destaca que o genoma é menor do que outros membros da familia, que
possuem cerca de 1,5 Kb, mas tem um namero semelhante de genes preditos.

Na analise realizada, foi identificado um pequeno grupo de proteinas (n = 12) com
repeticGes em tandem e um outro grupo que codifica proteinas com dominio anquirina (n = 5).

Dos genes com tandem repeats (Ecaj 0017, Ecaj 0060, Ecaj 0062, Ecaj 0109,
Ecaj_0220, Ecaj 0221, Ecaj 0387, Ecaj 0472, Ecaj_0529, Ecaj 0530, Ecaj 07, and
Ecaj_0716), gp140 e gp36 (respectivamente Ecaj 0017 e Ecaj_0109), sdo glicosilados na
regido do TR e atuam indutivamente como adesinas, conforme semelhanca com proteinas de
E. chaffeensis e E. ruminantium. Ecaj_0062 é semelhante a proteinas da familia WASP, que

interagem com o citoesqueleto da célula e facilita a mobilidade bacteriana.
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Das proteinas com dominio anquirina (Ecaj_0052, Ecaj 0221, Ecaj_ 0365, Ecaj_0387,
e Ecaj_0627), gp200 (Ecaj_0365), € secretada para o nlcleo, onde interage com a cromatina e
potencialmente modula a expressdao de genes da célula hospedeira. Esta funcéo foi atribuida
devido a semelhanca da sequéncia de nucleotideos com a proteina Anka de A.
phagocytophilum (STUEN et al., 2013).

Na andlise, ndo foram identificados genes envolvidos na producgdo de colesterol, que é
necessario para o desenvolvimento da bactéria, sugerindo que o mesmo é adquirido do
hospedeiro.

Uma caracterizacdo molecular identificou um conjunto de proteinas imunorreativas
que podem ser diferencialmente expressas, contribuindo para infeccGes persistentes nos
hospedeiros naturais (DOYLE, 2006; MCBRIDE; WALKER,2010), sendo elas Ank200,
gp36, gpl40, gp200, familia OMP-1 (25 genes) e MAP2. Uma caracteristica dessas proteinas
é a existéncia de tandem repeats, que podem ser os responsaveis pelas diferentes formas de
expressdo dos genes.

Outra importante andlise foi a identificacdo de genes do sistema de secrecdo de tipo
IV. Foram identificados em E. canis genes virB e vird. Proteinas vir desempenhar um papel
chave nas interagfes célula hospedeiro-agente patogénico e estdo associadas com a secrecao
de proteinas efetoras.

2.1.3.2 Ehrlichia chaffeensis

A E. chaffeensis é transmitida aos seres humanos por carrapatos da espécie
Amblyomma americanum e € o agente etiolégico da EMH , descoberta em 1986 (PADDOCK;
CHILDS, 2003; WALKER, 2004; BOWMAN, 2011). Nos EUA a E. chaffeensis foi isolada
pela primeira vez a partir amostras de sangue de um recruta militar, em Arkansas, em 1991.
Apos este isolamento, a vigilancia americana identificou centenas de casos, inclusive fatais,
de pacientes com doencas inexplicaveis apOs exposicdes de carrapatos, provavelmente
erliquioses (PADDOCK; CHILDS, 2003). Estes resultados indicaram que a erliquiose
tornava-se um problema de salde publica generalizada, mas de magnitude indefinida.

Na América e Europa, a EMH ¢é considerada um zoonose emergente e preocupa pela
possibilidade de fatalidade quando n&o diagnosticada e tratada corretamente (PADDOCK et
al. 2003). No Brasil, surgem a cada ano novos casos de EMH que chamam a atengéo para a
necessidade de vigilancia em relacdo ao avango desta doenca (CALIC, 2004). Entretanto,

embora a E. chaffeensis ja tenha sido detectada no Brasil em amostras de sangue de veados
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campeiros (MACHADO et. al, 2006) e em aves silvestres (MACHADO et. al, 2012), uma
identificacdo precisa do agente infeccioso em humanos, relacionado ao quadro clinico, ainda
néo foi obtida (COSTA, 2006).

A evolucdo tecnoldgica dos exames para deteccdo e identificacdo, especialmente
aqueles baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tem sido importante para
aprimorar o diagndstico tanto para casos humanos como animais (SANTOS, 2009). Neste
sentido, é possivel que no Brasil, aliado a uma maior atencdo dos pesquisadores e agentes de
salde, estes exames demonstrem que existe uma maior incidéncia de erliquioses humanas do
que esté relatado.

O genoma completo de Ehrlichia chaffeensis str. Arkansas foi sequenciado e possui
um cromossomo circular com 1.176.248 nucleotidos, com um percentual G+C de 30,1%. Um
total de 1159 genes foram identificados no genoma de E. chaffeensis, incluindo genes de
rRNA (5S, 16S e 23S ). Destes 1159 genes, 1105 sdo genes que codificam proteinas, sendo
que 431 ainda possuem funcdo desconhecida, conforme informagdes levantadas no ENTREZ.
O tamanho médio dos genes é de 840 nucleotideos e a area codificante ocupa 79.7% do
genoma.

Hotopp et al. (2006) publicaram informagdes sobre o sequenciamento da Ehrlichia
chaffeensis str. Arkansas. Os genes ausentes incluem aqueles que sdo necessarios para a
biossintese de lipopolissacarideo e peptidoglicano, tendéncia que pode também ser vista entre
outros membros da familia Anaplasmataceae.

A proteina 1 de membrana externa OMP1/superfamilia P44 (também conhecida como
MSP2) é composta de proteinas que sdo Unicas a familia Anaplasmataceae. As proteinas desta
superfamilia apresentam alta variacdo em diferentes amostras. Outra caracteristica é a
existéncia de TRs nesses genes, que geralmente excretam proteinas para o citoplasma e
codificam as principais proteinas imunorreativas da bactéria, sendo que algumas ja foram
caracterizadas (Ank200, TRP120, TRP47, TRP32, familia OMP-1 [22 genes] e MAP2).
TRP120 foi também caracterizada em E. canis (ECH_0170) (YU et al., 2000). Polimorfismos
em varios genes foram relatados, resultando em diferentes niveis de viruléncia, mas
divergéncia genémica global é desconhecida (MIURA; RIKISA, 2007).

O genoma possui também uma baixa capacidade de codificacdo de genes envolvidos
no metabolismo intermediario central, transporte e funcdes regulatorias, sugerindo a aquisicao

de compostos especificos do hospedeiro.
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2.1.3.3 Anaplasma phagocytophilum

A. phagocytophilum ficou conhecida por causar doengas em ruminantes domésticos e
cavalos ao longo de décadas. Mas, recentemente, a infec¢cdo foi detectada em outras espécies
de mamiferos e em seres humanos, provocando a Anaplasmose Granulocitica Humana
(AGH), uma importante doenga imunopatoldgica transmitida por carrapatos Ixodideos nos
EUA, Europa e Asia (STUEN et al. 2013).

A. phagocytophilum € uma das principais causas de erliquiose no mundo. Dados
soroldgicos recentes sugerem que até 15%-36% da populacdo de areas endémicas (citadas
anteriormente) foi infectada. Metade de todos os pacientes sintomaticos necessitam de
hospitalizacao, e 5% -7 % necessitam de cuidados intensivos (NELSON et al., 2008).

No Brasil ha relatos e estudos de deteccdo molecular de infeccdo em cées (SANTOS
et. al., 2011), aves selvagens e ovelhas (SANTOS et al., 2013). Estudos de soroprevaléncia
encontraram evidéncias de infeccdo por A. phagocytophilum em pequenos ruminantes,
equinos e caes no estado de Pernambuco, Séo Paulo e Parana (SANTOS et al., 2011). Apesar
desta evidéncia, ndo é possivel considerar a AGH como uma doenga endémica no Brasil, uma
vez que estudos séo isolados e as amostras ndo sdo representativas.

A. phagocytophilum é um patdgeno que evoluiu utilizando uma notavel capacidade de
colonizar e replicar, tanto em carrapatos quanto em células de mamiferos. No hospedeiro
mamifero, a bactéria subverte a apoptose, a autofagia, inibe processos oxidativos e
inflamatorios da célula para promover a sua persisténcia (SEVERO et al, 2012; RIKIHISA,
2011).

O genoma de A. phagocytophilum consiste de um dnico cromossomo circular
composto por 1.471.282 nucleotideos, sendo a proporcdao G+C de 41,6 %. Um total de 1412
genes foram identificados no genoma, incluindo genes de rRNA (5S, 16S e 23S). Destes 1412
genes, 1264 sdo genes que codificam proteinas, sendo que 552 ainda possuem funcéo
desconhecida, conforme informagdes levantadas no ENTREZ, o NCBI.

O trabalho de Hotopp et al. (2006) divulgou informagfes sobre o genoma de A.
phagocytophilum str. HZ. As proteinas mais estudadas da bactéria incluem as de superficie,
superfamilia Omp-1/P44/Msp2. O genoma contém trés genes omp-1, um MSP2, dois
homologos MSP2, um MSP4 e 113 p44. Essas proteinas sdo altamente imunogénicas nos
pacientes infectados e tém sido o foco principal para o desenvolvimento de antigenos de
diagndstico diferencial e vacinas (MCBRIDE; WALKER, 2010). Caracteristicas desses genes
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incluem variabilidade genética, existéncia de TRS e secrecdo de proteinas para o citoplasma.
Alguns possuem também dominio anquirina.

Em uma comparacdo com a E. chaffeensis, as duas espécies compartilham
aproximadamente 500 genes, sendo que 470-580 genes sdo Unicos para cada espécie. A
maioria dos genes compartilhados sdo também compartilhados com outras bactérias da
familia, e a maior parte dos genes exclusivos codificam proteinas hipotéticas. Os genes
especificos caracterizados de A. phagocytophilum incluem HGE-14 e HGE-2 e proteinas de
membrana externa p44. Desses genes, HGE-14 e HGE-2 apresentam ser conservados e
proteinas p44 possuem genes com um alto nivel de variagdo de acordo com anélises de

isolados de duas regides distintas dos Estados Unidos.

2.2 TANDEM REPEATS (TRs)

TRs séo sequéncias de DNA que se repetem como mdaltiplas cdpias adjacentes com a
mesma orientacdo na cadeia de DNA, com elementos intervenientes ou ndo (BENSON,
1999). TRs foram descritos nos reinos Archaea, bactérias, eucariotos e em virus
(LEVDANSKY et al., 2008).

Em bactérias, TRs vém sendo analisados por ser uma caracteristica encontrada em
genes relacionados a patogenicidade e também pela sua instabilidade, podendo expandir-se
e/ou contrair-se resultando em uma modulacdo de genes especificos. Essa variabilidade
genética permite uma rapida adaptacdo ao ambiente e um variado repertério para iludir o
sistema imunol6gico do hospedeiro (ZHOU et al., 2013).

Estas repetiches sdo classificadas em relacdo ao tamanho por microssatélites,
minissatélites e macrossatélites, embora ndo haja um consenso geral sobre essas categorias.
Os microssatélites sdo compostos por repeats de tamanho 1-9 pb, os minissatélites por repeats
de 10-100 pb e os macrossatélites por repeats com mais de 100 pb (LEVDANSKY et al.,

2008). A Figura 2 ilustra as trés categorias descritas.

Figura 2 - Diferentes tamanhos dos repeats utilizados para classificagdo dos TRs

Microssatélites
(repeats 1-9 pb)

Minissatélites
(repeats 10-100 pb)

Macrossatélites
(repeats > 100 pb)

Fonte: Autor
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Por exemplo, na Figura 3, o repeat ATCGACT, denominado também como sequéncia
consenso, aparece quatro vezes no microssatélite em (a). Vale ressaltar que as repeticdes
podem ser idénticas ou parcialmente degeneradas. No exemplo em (b), temos a troca de uma

base nos repeats 2 e 4, e a auséncia de G no repeat 3.

Figura 3 - Categorizacdo do TR em relacdo a conservacgdo dos repeats.

TR perfeito (a)
repeats 100% conservados o

TR imperfeito (b)

repeats ndo-conservados T | c - c

Fonte: Autor.

2.2.1 ldentificacdo in silico e Localizacdo de TRs no Genoma

Existem diversos programas disponiveis para a deteccdo de TRs em uma sequéncia de
nucleotideos, como eTandem (RICE et al., 2000) , mpREPS (KOLPAKOQV et al., 2003), T-
Reks (KAJAVA, 2009) e Tandem Repeats Finder (TRF) (BENSON, 1999). Estes programas
calculam um score linear para os TRs identificados baseado em 3 pardmetros: 0 comprimento
de cada repeat, a conservacdo do repeat ao longo do TR e 0 nimero de unidades de repeats
qgue o TR possui. Legendre et al. (2007) utilizou técnicas de aprendizado de maquina para
desenvolver um modelo nédo-linear de algoritmo, denominado SERV, que produz um score
capaz de predizer a probabilidade de um TR variar em relacdo ao numero de repeats entre
diferentes estirpes da mesma espécie.

Além dos algoritmos de analise disponiveis, varias bases de dados de TRs anotados em
procariotos tém sido criadas para facilitar a caracterizacdo dos TRs identificados, como
TRsDB (http://minisatellites.u-psud.fr), PSSRDb (http://pssrdb.cdfd.org.in) e MICAS
(http://180.149.48.108/micas/index.php).

Apos a identificacdo de TRs, uma importante classificacdo é em relagdo a localizacéo
de TRs no genoma: TRs codificantes (também designados como TRs intergénicos) e TRs nao-
codificantes (TRs intragénicos).

TRs ndo-codificantes podem ser encontrados em procariotos em regides néo

transcritas. Em eucariotos, podem ser encontrados também em introns. TRs codificantes estdo
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localizados dentro da sequéncia de codificagdo de um gene, e podem ser transcritos em
MRNA e traduzidos em uma proteina (LEVDANSKY et al., 2008).

TRs em procariotos sd@o encontrados em maior escala em regides codificantes, pelo
fato de que os genomas bacterianos sdo mais compactos do que o genoma de eucariotos. Por
exemplo, em Escherichia coli K-12, 79,5% dos TRs sdo localizados em regides codificantes,
enquanto que no genoma do baiacu japonés (Fugu rubripes), apenas 11,6% dos TRs estdo em
regides codificantes (VERSTREPEN et al., 2007).

Diversos estudos tem relacionado a presenca de TRs a instabilidade genética e também
como uma caracteristica de genes relacionados a fatores de viruléncia, proteinas de superficie
e proteinas imunorreativas (GEMAYEL, 2010, 2012; MCBRIDE; WALKER, 2010;
RIKIHISA, 2011; ZHANG et al., 2008; ZHOU et al., 2013).

2.2.2 Variabilidade de TRs

A variabilidade de TRs tem sido atribuida a um dos principais mecanismos
relacionados com a plasticidade gendmica e diversidade entre organismos da mesma espécie,
exercendo um importante papel na adaptacdo bacteriana (ZHOU et al., 2013). Regides que
conttm TRs sdo potencialmente hipermutaveis pela contracdo (Supressdo) ou expansao
(insercdo) das unidades de repeticdo que compdem o TR (GEMAYEL et al., 2012). Os
polimorfismos (conhecidos como VNTR - Variable Number of Tandem Repeat) encontrados
fornecem uma importante ferramenta para a epidemiologia bacteriana, como genotipagem de
estirpes (RAMAZANZADEH; MCNERNEY, 2007).

A variabilidade fenotipica de TRs (contragcdo/expansdo) é o resultado de dois
principais mecanismos genéticos: deslizamento da DNA polimerase durante o processo de
replicacdo de DNA (DNA slippage) e recombinacdo (GEMAYEL et al., 2010), como mostra
a Figura 4. No deslizamento da DNA polimerase (Figura 4 - b), a variabilidade ocorre devido
a um mal pareamento (formacdo de uma "alca™) entre a fita molde e a nova fita. Assim,
quando a formacéo desta alca ocorre na nova fita, o reparo do mal pareamento resulta num
aumento do numero de repeti¢des. Em contraste, quando a alga é formada na fita molde, isso
resulta na diminuicdo do numero de repeticbes. A recombinacdo ocorre durante a meiose
qguando acontece um alinhamento desigual entre as cromatides dos cromossomos homologos

(Figura 4 - a).
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Figura 4 - Mecanismos de expansdo/contracdo de TRs
a repeat b
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Recombinagao Deslizamento da

DNA polimerase

Fonte: Adaptado de Gemayel et al. (2010).

A recombinacdo tem sido vinculada ao rearranjo de TRs com repeats maiores,
enquanto que o deslizamento da DNA polimerase € 0 mecanismo de variagdo subjacente
dominante em TRs com repeats menores (GEMAYEL et al., 2010; ZHOU et al., 2013). No
entanto, 0 mecanismo exato pelo qual cada tipo de TR varia ainda ndo é exato.

Embora TRs estarem propensos a serem instaveis, a frequéncia dessas alteracfes esta
relacionada a fatores intrinsecos (estruturais) e extrinsecos (ambientais). Em relacdo aos
fatores intrinsecos, quanto mais longo e mais conservado for o repeat, maior sera a frequéncia
de mutacdo (GEMAYEL et al., 2012). Para Legendre et al.(2007), o nimero de repeats que
compdem o TR influencia mais na instabilidade do que o tamanho e a conservacgéo do repeat.
Processos celulares, como aumento na taxa de transcricdo também podem aumentar a
instabilidade.

Exemplos classicos incluem a contracdo de repeats CT ap6s a infeccdo fungica
(SCHIMIDT; MITTER, 2004) em TRs usados para genotipagem de Escherichia coli, que
demonstraram maior instabilidade em situacfes como aumento de temperatura e fome (ZHOU
etal., 2013).
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2.2.3 Variabilidade em TRs Nao-codificantes

A variabilidade de TRs resulta em diferentes impactos de acordo com a localizacdo no
genoma. Varias evidéncias indicam que a variabilidade em TRs localizados em regides
regulatorias (ndo-codificantes) do genoma podem afetar a expressdo dos genes (LI et al.,
2012; JANSEN et al., 2012), como ilustra a Figura 5.

Figura 5 - Alteracéo na expressdo genética mediada por TRs ndo-codificantes
TRs nao-codificantes

Gene expresso
1 -—-I-I-I-I-I--|+_> —

5 repeats Gene nao expresso
2 —a{i—
2 repeats

Fonte: Adaptado de Gemayel et al. (2010)

Mais especificamente, TRs posicionados em torno da regido de promotores e
elementos regulatorios cis podem induzir a variagdo de fase, atuando como um importante
mecanismo de diversificagdo da expressao e da funcéo dos genes (GEMAYEL et al., 2012).

O posicionamento do TR na regido ndo-codificante interfere diferentemente na
transcricdo do gene. A variacdo de TRs posicionados a mais de 35 sitios antes (upstream) do
promotor (Figura 6 (a)) podem afetar a expressdo do gene por alterar o nimero de sitios de
ligacdo dos fatores de transcri¢do, afetando a iniciagdo da transcrigdo por modificar a ligacéo
de proteinas regulatorias (ZHOU et al., 2013). Um exemplo deste evento foi descoberto em
bactérias patogénicas. Em Neisseria meningitidis, alteracbes no nimero de repeats TAAA
localizados no promotor do gene nadA (que codifica uma proteina que funciona como a
invasina e adesina) induz a expressao variavel da proteina de adesina (GEMAYEL et al.,
2012).

A variacdo de TRs posicionados entre -35 e -10 sitios antes (upstream) do promotor
(Figura 6 (b)) afeta a iniciacdo da transcricdo por alterar a distdncia dos elementos
promotores, comprometendo a ligacdo da RNA polimerase (MOXON et al., 1994). Van Ham
et al. (1993) identificaram uma alteracdo na expressao do gene hif de Haemophilus influenzae,
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um patogeno que adere a células epiteliais humanas com a ajuda de fimbrias de LKP. Essas
fimbrias sdo codificadas pelo gene hif e sdo importantes para a infeccdo por H. influenzae.
Variacdo na expressao destas fimbrias € mediada pela instabilidade de um TR com repeats
dinucleotideos posicionado entre os sitios -35 e -10 antes (upstream) do promotor. TRS
identificados com 9, 10 ou 11 repeats resultam respectivamente em auséncia de expresséo,
expressao elevada, e baixa expressédo do gene hif.

Enquanto variacbes em TRs ndo-codificantes sdo mais comuns nas duas classes
descritas anteriormente, alguns casos sdo mediados por TRs localizados entre o local de inicio
da transcricdo e o inicio do ORF (cédon de inicio do gene) (Figura 6 (c)). Andlise na
expressdo do gene UspAlno do patdgeno Moraxella catarrhalis, revelou uma variacdo de
expressdao. O gene expressa uma adesina que auxilia na ligacdo com células epiteliais
humanas, de forma que a instabilidade altera a sua capacidade de aderéncia. A evidéncia é que
a variacdo nessa regido afetou a eficiéncia na ligagédo de reguladores de transcricdo e/ou a
estabilidade do mRNA (ZHOU et al., 2013).

Figura 6 - Possiveis posi¢des de TRs ndo-codificantes na regido de promotores

ATG
UAS RNA pol .
- ORF >
N -35 -10
~ A A )
(a) (b) (©)

Fonte: Adaptado de Zhou et al. (2013).

2.2.4 Variabilidade em TRs Codificantes

TRs codificantes estdo sendo apontados como um dos principais mecanismos
moleculares responsaveis por gerar variabilidade em organismos da mesma espécie,
desempenhando um papel fundamental na patogenicidade e adaptacdo bacteriana frente as
mudancas que ocorrem no ambiente (ZHOU et al., 2013). TRs codificantes estdo localizados
dentro da sequéncia de codificacdo de um gene, e podem ser transcritos em mRNA e
traduzidos em uma proteina (LEVDANSKY et al., 2008). Expansdes ou contragdes em TRs
codificantes podem levar a um ganho ou perda da fungdo do gene, levando a variagOes
fenotipicas por alterar o nimero de repeats entre diferentes isolados, resultando na expanséo

ou contragdo do bloco de aminoacidos que formardo a proteina (VERSTREPEN et al., 2005).
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Em agentes patogénicos procarioticos, esta capacidade de variabilidade permite alterar a
morfologia de antigenos de superficie celular imunogénicos e adesinas, de forma a iludir o
sistema imunologico do hospedeiro (VERSTREPEN et al., 2005). Em seres humanos,
expansbes de alguns genes estdo diretamente relacionados com cerca de 30 doencas
hereditarias humanas, como a sindrome X fragil, ataxia de Friedreich e distrofia miot6nica
(GEMAYEL et al., 2010).

Além de alterar funcionalmente a proteina, a variagdo em TRs codificantes podem
também interromper a expressao do gene. No entanto, este mecanismo € dependente de uma
caracteristica do TR. Mais especificamente, se o tamanho do repeat do TR ndo é um multiplo
de trés, rearranjos sdo capazes de induzir o aparecimento de um stop cddon na cadeia de
aminoacidos, gerando uma proteina ndo-funcional. TRs com repeat mdltiplo de trés esta

relacionado com alterac@es funcionais (GEMAYEL et al., 2010), como ilustra a Figura 7.

Figura 7 - VariagBes em TRs codificantes

Proteina completa

Proteina truncada

stop cdédon

Fonte: adaptado de Gemayel et al. (2010).

Na bactéria Neisseria gonorrhoeae, variacbes em TRs de genes de superficie celular da
familia p 1l permitem a evasdo do sistema imunitario do hospedeiro. Mudancgas nos repeats
CTCTT de TRs codificantes de peptideo sinal da membrana dos genes de superficie celular
podem levar a traducgdo correta ou incorreta de proteinas (GEMAYEL et al., 2012).

Em relacdo a distribuicdo de TRs codificantes entre 0s genes, tem-se observado uma
aglomeracdo em genes cujos produtos sao expostos na superficie da célula ou envolvidos na
biogénese de estruturas de superficie celular, como lipopolissacaridos (LPS), adesinas, pili,
fimbrias, capsulas e também em genes envolvidos na patogenicidade e subversdo de processos
celulares do hospedeiro (MOXON et al., 1994; JORDAN et al., 2003; DOYLE et al., 2005,
2006; WAKEEL et al., 2009; RENNOLL-BANKERT; DUMLER, 2012; KURIAKOSE et
al., 2012). Estes estudos comprovam que a variabilidade nesses genes contribui para a rapida
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geragdo de diversidade nas estruturas de superficie, que podem servir como um mecanismo
para escapar da resposta imune.

O trabalho de Verstrepen et al.(2005) destaca tal caracteristica com a pesquisa sobre o
gene FLO1 de Saccharomyces cerevisiae, que codifica uma adesina de superficie celular e
facilita a adesdo a uma célula ou superficie. O gene contém um TR varidvel em diferentes
amostras com repeats de aproximadamente 100 nt. Testes fenotipicos mostram que a
intensidade da aderéncia esta diretamente relacionada ao comprimento do TR, como ilustra a

Figura 8.

Figura 8 - Variagdo no TR-codificante do gene FLO1 altera a capacidade de adeséo.

Variacdo no TR de FLO1 Fendtipo

Forte adeséao

Fraca adesao

Fonte: Verstrepen et al.(2005).

2.2.5 Alguns Trabalhos envolvendo TRs e Anaplasmataceae

Aguiar et al. (2013) desenvolveu um trabalho para identificar a diversidade genética
de E. canis no Brasil levando-se em consideragcdo a instabilidade do TR presente no gene
TRP36 (também conhecido como gp36). O gene TRP36 é bastante utilizado em pesquisas
sobre a diversidade genética de E. canis no mundo pela sua instabilidade, diferentemente dos
genes 16S rRNA e as proteinas OMP-1, Dsb, TRP19 e TRP140, que demonstram um grande
nivel de conservacdo (DOYLE et al., 2005, 2006; ZHANG et al., 2008).
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O gene TRP36 contém um importante epitopo na regido do TR, sendo uma das
principais proteinas imunorreativas associadas com as interacdes hospedeiro-patdgeno, tais
como a adesdo e internalizacdo, actina e nucleacdo e evasao da resposta imune.

O trabalho fez também uma comparacdo com as sequéncias do gene TRP36
identificadas em amostras de sangue de cédes naturalmente infectados das cinco regides
geogréficas do Brasil com sequéncias de isolados de diferentes localidades do mundo

encontradas no GenBank. O resultado é mostrado na arvore filogenética da Figura 9.

Figura 9 - Arvore filogenética baseada em sequéncias de aminoécidos do gene TRP36 de isolados de E. canis de
diferentes regides do Brasil e do mundo.
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Fonte: AGUIAR et al., 2013.

Foram identificados dois grandes genogrupos brasileiros distintos (A e C) e diversos
subtipos com base na analise do gene TRP36. Uma interessante observacdo a ser feita em
relacdo aos resultados do trabalho é que o gene TRP36 de amostras das bactérias de Brasil e
Estados Unidos eram tidos como conservados (DOYLE et al., 2005, 2006; ZHANG et al.,
2008). Os trabalhos comparavam as amostras S&o Paulo e a americana Jake, pertencentes ao
genogrupo A.

Cruz et al. (2012) realizaram uma analise molecular e filogenética nos genes 16rRNA

groEL, dsb, gltA e TRP36 de amostras retiradas do carrapato Rhipicephalus microplus
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(conhecido popularmente como “carrapato do boi") em uma fazenda do estado de Minas
Gerais com o objetivo de analisar a variabilidade de espécies ehrlichia. Arvores filogenéticas
baseadas nos genes 16S rRNA , groEL , dsb e gltA mostraram uma Ehrlichia spp. isolada em
um clado separado de qualquer outro relatado anteriormente. A analise molecular do gene
TRP36, ortdlogo de TRP47 de E. chaffeensis, mostrou uma nova unidade de repeticdo no TR
do gene, quando comparados com os descritos na literatura. Conclui-se com os resultados que
se tratava de uma nova espécie, denominada E. mineirensis, com novas propriedades
antigénicas previstas para glicoproteina TRP36.

Wakeel et al. (2009) identificaram que a proteina TR47 (também denominada gp47)
de E. chaffeensis, caracterizada em trabalhos anteriores por possui TRs em sua formacéo, ser
diferencialmente expressa em diferentes isolados e ser efetora, interage com varias proteinas
do hospedeiro associadas a sinalizacdo, regulacdo transcricional e transporte de vesicula,
como PCGF5, FYN, PTPN2 e CAPL. A pesquisa, que utilizou a técnica Imunofluorescéncia,
destaca o importante papel da proteina na reprogramacdo dos processos celulares do
hospedeiro, visando subverter os mecanismos de defesa e criar um ambiente hospitaleiro para
a sobrevivéncia da bactéria.

O cléssico trabalho de Doyle et al. (2005) caracterizou as glicoproteinas imunoreativas
e ortélogas TRP36 e TRP47 de E. canis e E. chaffeensis. Os genes que codificam essas
proteinas possuem TRs que contém epitopos reconhecidos pelo sistema imunoldgico do céo.
Uma andlise comparativa com isolados da América do Norte das duas bactérias identificou
uma variacdo em relacdo ao nimero de repeats do TR. Para analisar a heterogeneidade global,
0s genes de amostras de diferentes continentes foram amplificados. Os resultados mostraram
que os repeats sdo bem conservados, mas existem diferencas no nimero de repeats dos TRs.
Desde entdo, diversos pesquisadores concentraram as analises relacionadas com a diversidade
global de E. canis e E. chaffeensis nos genes TRP36 e TRP47.

Kuriakose et al. (2012) analisaram a acdo de anticorpos contra as proteinas secretadas
e imunorreativas TRP 32, TRP47 e TRP120 durante a infeccdo de E. chaffeensis, usando
modelos in vitro e in vivo. As trés proteinas possuem TRs em sua composi¢do. A protecéao foi
demonstrada in vitro ap6s tratamento profilatico e administracdo terapéutica de anticorpos
anti-TRP para os epitopos espécie-especificos. In vivo, a transferéncia passiva de soro com
epitopos espécie-especificos TRP reduziu significativamente a carga de Ehrlichia, protegendo
0s camundongos contra a infeccdo letal. Os resultados demonstram que os anticorpos contra
epitopos TRP32, TRP47 e TRP120 s&o protetores imunes durante a infeccéo de E. chaffeensis

e proporcionam protecdo semelhante aos anticorpos da familia OMP. A pesquisa destaca que
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estes epitopos devem ser incluidos no desenvolvimento de vacinas e terapias para doencas,
porém, mais estudos precisam ser feitos para elucidar o mecanismo de protecdo anti-TRP
mediada por anticorpos durante a infeccéo por E. chaffeensis.

Zhang et al.(2008) realizaram um estudo visando identificar a diversidade genética e
antigénica das proteinas imunorreativas gp36, gp200, gp140 e gpl19 de estirpes de E. canis de
trés paises de distintos continentes: Estados Unidos/Jake (EUA), Brasil/Sdo Paulo (BR),
Israel/611 (I-611) e Israel/Ranana (I-R). Dos genes estudados, dois possuem TRsS sua
formacgédo (gp36 e gpl40). Primeiramente foram analisadas as diversidades genéticas das
quatro proteinas de cada uma das amostras por meio da amplificagdo via PCR e
sequenciamento.

O gene gp36 foi o mais divergente. O repeat das amostras EUA, BR e I-R apresentam
uma sequéncia idéntica de aminoacidos, mas com diferentes numeros de repeticdo, sendo
EUA (12), BR(18) e I-R(10). O TR do gene da amostra 1-611(11 repeats) apresentou
diferengas nos nucleotideos que compde o repeat, resultando em 9 aminoéacidos diferentes ao
longo do TR da amostra. gp200 apresentou grande similaridade analisando a sequéncia de
aminoacidos entre EUA e BR, sendo 99.6% de identidade (divergéncia de quatro
aminoacidos) porém houve discrepancia maior com a amostra de 1-611 (94.3%).

gpl9 e gpl40 apresentaram sequencias idénticas para as estirpes EUA e BR e
pequenas alteracBes nos repeats de 1-611 e I-R, que resultaram em altera¢cdes nos aminoacidos
da proteina.

Posteriormente, células infectadas com E. canis de cada isolado foram examinadas por
western immunoblotting utilizando soro de cdes naturalmente infectados de cada pais, e as
quatro proteinas imunorreativas foram identificadas em cada estirpe usando anti-soro,
apresentando notaveis diferencas nas proteinas gp36 e gpl140. A massa molecular da estirpe
BR foi substancialmente maior que a estirpe EUA no gene gp36. Esta diferenca € explicada
pela maior quantidade de repeats do TR dos genes das estirpes BR (18 repeats) e EUA (12
repeats). Apesar da diferenca de massa, ndo houve uma variacdo antigénica. Uma
caracteristica interessante foi a deteccdo de dois tipos de soro envolvendo isolados de Israel.
O primeiro tipo reagiu fortemente com gp36 de estirpes de BR e EUA, e o segundo tipo (I-
611) reagiu com uma proteina da estirpe IS cujo tamanho é similar com gp36 de EUA. Neste
sentido, as evidéncias mostram que existem pelo menos duas estirpes de E. canis distintos
circulantes em Israel. O artigo destaca a similaridade entre as estirpes EUA e BR, porém o

trabalho utiliza uma estirpe do estado de S&o Paulo para a comparagdo. Estudos recentes
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mostraram a diversidade genética entre estirpes de diferentes regides do Brasil, levando-se em
consideracdo o gene gp36 (AGUIAR et al., 2013).

Rennoll-Bankert e Dumler (2012) utilizaram a bactéria A. phagocytophilum para
analisar a estratégia de patdgenos bacterianos de alterar a expressao génica do hospedeiro. A
pesquisa destaca a acdo da proteina efetora AnkA, que possui TR em sua formacdo e é capaz
de promover modificagOes de histonas e remodelar a cromatina de genes do hospedeiro, a fim
de subverter respostas de defesa imunes, permitindo a sobrevivéncia de bactérias. A.
phagocytophilum modula a "explosdo respiratoria™ (“respiratory burst™) de granuldcitos,
diminuindo a transcrigdo de varios genes na oxidase do fagdcito. AnkA é secretada para 0
ndcleo das células infectadas e se liga a regides ricas em AT do promotor do gene CYBB,

diminuindo a expressdo do gene.

2.3 MOTIVOS CpG

Um motivo que tem sido estudado em bactérias e utilizado como adjuvante na criacdo
de vacinas envolve a analise de Motivos CpG (BODE et al., 2011). O genoma bacteriano
possui uma frequéncia muito mais elevada de dinucleotideos CpG do que o genoma de
mamiferos (KRIEG et al., 1995; WAGNER, 2002). Além disso, os dinucleotideos CpG
encontrados no DNA de bactérias geralmente ndo sdo metilados, diferentemente do DNA dos
mamiferos, que além de apresentar supressao de ocorréncia de dinucleotideos CpG, quando 0s
mesmos aparecem no genoma, sdo geralmente metilados (KRIEG, 2002; CHAUNG, 2006).
Essas duas caracteristicas especificas constituem um sinal de perigo que pode ser reconhecido
pelo sistema imunolégico de mamiferos e, por conseguinte, uma resposta imune pode ser
induzida quando estes sinais sdo encontrados.

O reconhecimento de Motivos CpG no hospedeiro requer o engajamento do receptor
Toll-like. Os receptores Toll-Like (TLR) séo proteinas transmembranas altamente conservadas
que desempenham papel importante na detec¢do e reconhecimento de patdgenos microbianos,
bem como na sinalizagdo para a producdo de proteinas e citocinas proinflamatorias, que séo
essenciais para a ativagdo das respostas imunes. Existem varios tipos de receptores TLR, que
sdo responsaveis por diferentes tipos de contaminacdo. O TLR 9 é o responsavel pelo
reconhecimento do DNA bacteriano e viral. Cada receptor Toll-Like tem sua propria via de
sinalizacdo intrinseca e induz respostas biolGgicas especificas contra micro-organismos
(CHUANG et al., 2004).
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Segundo Mutwiri (2003), Motivos CpG com capacidade de desencadear uma resposta
imune no hospedeiro devem ser compostos por seis nucleotideos e obedecer ao seguinte
arranjo 5° > X1X2 CpG Y1Y2 - 3’ no genoma bacteriano, sendo X1 uma purina, X2 uma

purina ou timina, Y1 e Y2 sdo pirimidinas.

Figura 10 - Arranjo/regra para identificagdo de Motivos CpG no genoma bacteriano

X1 X2 C G Y1 Y2
AlG | AIG|T T|C T|C

| operador l6gico OU

Fonte: MUTWIRI, 2003.

A potencial aplicabilidade da utilizacdo de Motivos CpG como forma de ativagdo de
respostas imunes é comprovada em Varias espécies.

O uso de oligonucleotideos sintéticos de DNA contendo CpG ndo metilados
juntamente com bases flanqueadoras (Motivo CpG) do DNA de uma determinada bactéria
pode induzir respostas celulares que sdo reconhecidas pelo sistema imunolégico de
mamiferos, tornando o animal imune a bactéria (WANG, 2004). Baseados em resultados
obtidos em espécies modelos, como ratos, ensaios clinicos estdo em andamento em humanos
para avaliar as terapias CpG para alergias, cancer e doencas infecciosas (CHAUNG, 2006;
MUTWIRI et al., 2009; KLINMAN et al., 2009; KRIEG, 2012). Resultados in vitro e in vivo
também confirmam a eficiéncia do tratamento em diversos animais domésticos como gatos,
cavalos, aves, ovelhas e cdes (MUTWIRI, 2003). No entanto, as aplicacdes potenciais para
imunoestimuladores de CpG em espécies de importancia veterinaria estdo apenas comecgando
a ser exploradas.

Vale ressaltar que os efeitos imunoestimulantes de Motivos CpG sdo especificos de
cada espécie e ndo existe uma regra geral, como numero de ocorréncia e localizacdo no
genoma, para selecdo do Motivo que despertara a resposta imune.

Fundamentados pela técnica de utilizacdo de Motivos CpG ao combate bacteriano,
alguns softwares foram desenvolvidos para evidenciar alvos gendmicos, com destaque para 0s
sistemas AIMIE (MRAZEK, 2008) e CpGCluster (HACKENBERG, 2006). O AIMIE tem
como caracteristica principal o foco na distribuicdo dos motivos CpG ao longo do genoma. Ja
0 CpGCluster € um sistema que trabalha unicamente as apari¢des nucleotidicas CG e a
distancia entre os Motivos identificados ao longo do genoma. Ambas as ferramentas citadas
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possuem codigo-fonte fechado, o que dificulta a utilizacdo das mesmas para modificacbes e
identificacéo dos seus algoritmos.

Essas ferramentas de bioinformatica auxiliam na mineracdo de motivos CpG
existentes no genoma bacteriano que possam ser utilizados como adjuvantes na criacdo de
vacinas que estimulem o sistema humoral do hospedeiro (BODE et al., 2011), estratégia que
tem se demonstrado viavel para Ehrlichia spp e Anaplasma spp (MCBRIDE; WALKER,
2010).
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3 HIPOTESE

Como mostrado e discutido ao longo do capitulo 2, diversas pesquisas tem sido
publicadas buscando ampliar a compreensdo dos dados genémicos das trés bactérias da
familia analisadas no trabalho. O desenvolvimento de vacinas e métodos de diagndstico sdo
necessarios para estes patdgenos humanos e veterinarios, porém existem ainda algumas
questdes a serem compreendidas. Estas questdes envolvem principalmente a variabilidade
genética e antigénica das bactérias, a identificacdo de antigenos que estimulem a imunidade e
a identificacdo de genes envolvidos nas interacfes moleculares entre patdgeno-hospedeiro
(MCBRIDE; WALKER, 2010).

A grande guantidade de genes ainda ndo caracterizados ou parcialmente caracterizados
justificam a aplicacdo de métodos de bioinformatica para correlacionar o grande volume de
informagdes existentes em bancos de dados e na literatura.

TRs tém sido alvo de pesquisas e estdo sendo considerados um importante mecanismo
de variabilidade genética, permitindo uma rapida adaptacdo e variadas formas de iludir o
sistema imunoldgico do hospedeiro. A presenca de TRs é também uma caracteristica de genes
caracterizados como imunorreativos e envolvidos nos processos de subversdao da célula
hospedeira.

Motivos CpG sdo considerados eficientes coadjuvantes na criacdo de vacinas que
estimulem respostas imunes do hospedeiro. Essa estratégia tem se mostrado viavel em
bactérias da familia Anaplasmataceae (MCBRIDE; WALKER, 2010).

Neste contexto, a hipdtese do presente trabalho é que as analises genémicas realizadas
evidenciem alvos que possam ser utilizados para compreensdo da patogenicidade, diversidade
e distribuicdo geogréafica, marcadores epidemioldgicos, criacdo de drogas para 0 combate
destas bactérias e ferramentas de diagndstico. Vale ressaltar que, em um segundo momento,
0s resultados gerados serdo explorados em laboratério.
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4 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral do trabalho é realizar in silico as analises de TRs e Motivos CpG e
evidenciar alvos gendmicos de bactérias da familia Anaplasmataceae que possam estar
relacionados com a variabilidade genética, interacdo patdgeno-hospedeiro e ativacdo do

sistema imunologico.

Os objetivos especificos sao:

1. Identificar TRs no genoma de bactérias da familia Anaplasmatacea;

2. Classificar os TRs identificados em TRs codificantes e ndo-codificantes e
identificar genes que possuem TRs;

3. Identificar Motivos CpG no genoma de bactérias da familia Anaplasmatacea;

4. Classificar Motivos CpG em codificantes e ndo-codificantes e identificar genes
que possuem Motivos CpG;

5. Correlacionar alvos de destaque resultantes das analises com informagdes
disponiveis na literatura e com ferramentas de busca em bancos de dados
publicos;

6. Evidenciar nos resultados encontrados Motivos que poderdo ser usados para
ativacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro.

7. Evidenciar genes com TRs que possam estar relacionados com a variabilidade

em bactérias da familia Anaplasmataceae e interacdo patégeno-hospedeiro;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS UTILIZADOS

Os materiais utilizados consistem em arquivos mantidos em bases de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) contendo dados do genoma e dos
genes das bactérias E. canis (CP000107.1), E. chaffeensis (NC_007799.1) e A.
phagocytophilum (NC_007354.1).

5.2 METODOS UTILIZADOS NA ANALISE DE MOTIVOS CPG

Para a andlise de Motivos CpG que possam causar acdo imunoestimulante em
mamiferos ao ataque de bactérias da familia Anaplasmataceae, foi desenvolvido o software
CpG Highlight 1.0. O software consiste em uma nova ferramenta Java com cédigo aberto e
independente de plataforma que identifica Motivos CpG em genomas de bacterianos. CpG
Highlight gera graficos e tabelas destacando os Motivos CpG identificados, a distribuicdo dos
motivos no genoma e 0s motivos presentes em regides codificantes. Apesar da inspiragdo para
o desenvolvimento do software ter surgido por meio de estudos envolvendo bactérias da
familia Anaplasmataceae, o software pode ser utilizado para analisar genomas bacterianos em

geral.

5.2.1 CpG Highlight

Com o objetivo de ser multiplataforma, CpG Highlight foi desenvolvido utilizando a
linguagem Java e a biblioteca JFreeChart (GILBERT DAVID, 2008), uma biblioteca com
codigo-fonte aberto para criacdo de graficos de diversos tipos.

A implementagdo seguiu 0 modelo MVC (Modelo-Visao-Controle), um padrdo de projeto
de software que separa as classes que envolvem a apresentacdo dos dados (interacdo com o
usuario), a logica da aplicacdo (que englobam as técnicas de analise gendmica abordadas) e
classes de manipulacdo de arquivos. Desta forma, evolucbes do software tornam-se mais ageis,
sendo possivel alterar e disponibilizar novas formas de interface com o usuario, incluir novas
regras de andlise dos dados e permitir a interpretacéo de novos tipos de arquivos de entrada.

A partir do estudo envolvendo a analise de Motivos CpG, foi modelado o sistema

proposto, conforme a Figura 11.



_ Figura 11 - Forma de trabalho do sistema. Modelo MVC.
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Fonte: Autor.

Ao ser executado, a tela inicial do CpG Highlight é apresentada, como mostra a

Figura 12.

Inicialmente, o arquivo contendo o genoma completo da bactéria no formato FASTA
deve ser carregado. Apos o carregamento do arquivo, CpG Highlight identifica caracteristicas
do genoma como ilhas CG, o numero de nucleotideos e os Motivos CpG conforme arranjo
proposto por Mutwiri (2003). E feita a contagem dos motivos identificados e a localizagio dos
mesmos no genoma é armazenada. Com os dados coletados, o software disponibiliza a
geracdo de graficos que permitem visualizar o numero de nucleotideos, a proporcdo dos

Motivos identificados e a distribui¢cdo dos Motivos ao longo do genoma utilizando um grafico
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de coordenadas cartesianas. A tela com a descri¢cdo dos motivos e os botbes para geracdo dos
graficos pode ser vista na
Figura 13.

Figura 12 - Tela principal do CpG Highlight. O usuario deve inicialmente carregar (botdo "Load") o arquivo
FASTA com o genoma da bactéria.

1<) CpG Highlight 1.0 e
: : -~ : Exit

Clear Load Maotifs ORFs About

Archive genome
FASTA File location: C:Winicius\académico\Doutorado\genomas\GenomaEhrlichiaCanis fasta
=Qi|72393774|gb|CPO00107.1| Ehrlichia canis str. Jake, complete genome |"

TATGTTTTACTGTATTGTATTTTGCT T TTATAAATAACAACTTATTGGAATTTTCATCGTTTGTACTACA
CTTAATAATTAACTTTTCATTTATAAAATATTAAAAAATTTACTATACGTAATTATCTGTATTGCTGATA
TTTGTAATGTATTCAGTACTGCACAATTT TAATCATGACAATACAAACAACATACTAATTAAATCTATTT
TTCACTCATATGTCTGTAATTCAATATCAGTTAAAACTTACTT T TAAAAAGAAAAATACACAAAATGCTA
CAAMAACCGATAAACT T GACAANTATATTAATTAAAGTACCATTT TATAGTTATAACGTGCCTGTAGCTC
AGCCTGGATAGAGCATCAGCCTTCTAAGCTGTTGGTCAGGGGTTCGAATCCCTTCGGGUACGTCATAATA
TTAACTAATT T TAATTGTTAGTAAMACTTTTGTATATCATTTTGTGATTTTCTGAATGAACAGTAGCAANT
ATTATGATGTAGTTATTTCAGGAGCAGGAACGAATGGAATAATAACAGCAATAGCCTTARMCCAACTCTC
TATTTCTACAGCTTTAATAGATAAAMACAAAATTCTATCATCAAT GCCAAAAGATAGAGTATTTGCTTTA
TCAAGGAGGTCTCAAGAAATACTAGACAAGTTCAACATATGGGACAACATTAAAGAACATTGTCCTATGT
TAGATATTTTAATAAAAGACGAAGATAGCTCAATATTCACACATTATGATCATAAATCTATAAGTGATAA
ACCAATGGGTTATATTGTAGAAAGTAAATTTCTATGCGACGCTTTCAAAAAACACATAAAAAAATTAAAT
CTATATTCAGAATGTACATATAAATCAGTAAATATTGCAAACGACATAGTAAAAATAGAACTAACAGACA
ATACAACACTACTAACATCACTACTAATATCTGCTGAAGGTAAAAACTCAAAACTAAGACAAATATTTGA
TATAMAATCCATTAATTATGATTATTT TCAAAGTAGCATAATTTGCAATGTAAAACACACAAATCATCAT
AAAAATTTAGCAGTTGAACATTTCTCTTCAGTAGGACCACTTGCAATATTACCAATGTATGATGGATATA
GATCTTCCATAGTTTGGACAAACAAAAAACATATTAGT GAAATGCTAATGAAATTAAGTAAACAAGATTT
TATTACTGAATTAGAAAAAAAATGCGCTACATATTTAAATGATATAAAGTTAGACAGT GAAATTAAGTGT
TTTCCTTTACATCTAACATTTGCTAAACATATATATAAAAATAGACTTGTACTAATAGGTGACGCAGCAC
ATTCATTACACCCAATAGCAGGTCAAGGTTTAAATTTAGGCATAAGAGACATAGACAGATTAGTAGATAA
TATAAMATCAGCAAAACAATATGGTATAGATATAGGTAGTCACTATGTTCTAAAAAACTTTTCTTACGAT

L

Fonte: Autor.

Depois da identificacdo dos Motivos CpG, 0 usuério pode carregar um arquivo
contendo as regides codificantes (arquivo com extensdo .ffn) do genoma da bactéria. O
software gera uma lista com os ORFs do arquivo e identifica a presenca dos motivos presentes
nos ORFs, criando uma relacéo entre eles e disponibilizando as tabelas da Figura 14.

Primeiramente, o software exibe a tabela com a relacdo de Motivos CpG codificantes
(@). Ao selecionar um motivo, como por exemplo AACGTT, que é o motivo que mais ocorre
em regides codificantes no exemplo, uma outra tabela (b) especifica em quais ORFs 0 motivo
selecionado ocorre e 0 nimero de vezes que o mesmo aparece em cada ORF. Selecionando

um ORF, a sequéncia de nucleotideos é exibida (c).



Figura 13- Tela com os Motivos CpG identificados e os botdoes para geragdo dos gréaficos.

r
| CpG Motifs
=

AT+CG  CpG nucleotides

. CpGMotifs  CpG Distrib.

== x

The file contain 1315031 nucleotides.
A= 467984;
T = 466243;
C = 191546;
G = 189258;

A+T = 934227,
C+G = 380804;
9% A+T = 71.0;

% C+G = 28.0;

Total nucleotides of CpG Motifs= 10882;

AACGTT =179
AACGTC =61
AACGCT =110
AACGCC =47
GACGTT =83
GACGTC =22
GACGCT =40
GACGCC =12
ATCGTT =156
ATCGTC =66
ATCGCT =86
ATCGCC =25
GTCGTT =60
GTCGTC =22
GTCGCT =32
GTCGCC =4
AGCGTT =97
AGCGTC =39
AGCGCT =238
AGCGCC =18
GGCGTT =39
GGCGTC =18
GGCGCT =15
GGCGCC =7

Occurrence NN C GMNM

Total CpG Matifs = 1277

Fonte: Autor.

Figura 14 - Tabelas com a relacdo entre os Motivos CpG e as regides codificantes.

CpG Motifs | Coding CpG Maotifs |

AACGTC 60
AACGCT 60
AACGCC 25
GACGTT 67
GACGTC 21
GACGCT 30
GACGCC 1
ATCGTT 107
ATCGTC 62
ATCGCT 39
ATCGCC 9
GTCGTT 56
GTCGTC 22
GTCGCT 15
GTCGCC 3
AGCGTT 103
AGCGTC 43
AGCGCT 26
AGCGCC 7
GGCGTT 43
GGCGTC 17
GGCGCT 24
GGCGCC 6

s

84

113
157
168
202
235
255
273
448
488
535
691
744
813
842
863
12

ORF | Quantity

= R PRI ORI ORI PRI PRI PRI ORI R R R PRI R R

(b)

ORF: ATGTATCAACAACAACCTAGCATCGASAGCATA
AAAGCATTATTAAATAATGTCTTTGAAGAAGTAT

A

- CTGAAGTATCCATAGACTACGTTAARATGTGG (c)

Sequence

GAATATATTTATTGGGCTTGTTTGATACGATCT
GATGATTATTTGGATACCATTAACCTGGTTAGA |y

Fonte: Autor.
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5.2.1.1 Algoritmos

O algoritmo de identificacdo de Motivos CpG baseia-se no arranjo de seis
nucleotideos proposto por Mutwiri (2003): 5> - X1X2 CpG Y1Y2 > 3’, em que : X1 é uma
Purina, X2 é uma Purinaou T, Y1 e Y2 sdo Pirimidinas.

O algoritmo do CpG Highlight distribui os nucleotideos do genoma em um vetor. O
vetor € percorrido para identificar, quantificar e armazenar a localizacdo dos Motivos CpG no
genoma.

Sobre a analise de motivos codificantes, o software faz a leitura do arquivo com os
ORFs gerando uma lista com cada um dos ORFs identificados. Cada item da lista é composto
pelos dados dos ORFs, sendo um numero sequencial de identificacdo, a sequéncia de
nucleotideos, e a posicdo de inicio e fim no genoma. O software percorre a lista identificando
e vinculando os motivos CpG aos ORFs em que eles ocorrem.

Para a criacdo dos graficos, o software cria um dataset com informacgdes necessarias e

aciona métodos do framework JFreeChart.

5.3 METODOS UTILIZADOS NA ANALISE DE TRs

Como ja discutido, existem diversos programas disponiveis para identificacdo de TRs
em uma sequéncia de nucleotideos. De um modo geral, estes programas calculam um score
linear para os TRs identificados baseado no comprimento de cada repeat, na conservagédo do
repeat ao longo do TR e no nimero de unidades de repeats que o TR possui. Legendre et al.
(2007) propds um modelo ndo-linear de algoritmo que produz um score, denominado
VARSCORE, que pode predizer a probabilidade de um TR variar em relagdo ao nimero de
repeats entre diferentes estirpes da mesma espécie. A pontuacdo VARSCORE maior do que 1
indica uma alta probabilidade de que o TR pode variar entre diferentes estirpes ou isolados de
uma espécie em particular (LEVDANSKY et al., 2008). Por esta caracteristica, o software foi
utilizado, visto que o fator variabilidade genética € uma ética de analise abordada no presente
trabalho.

Com a escolha o software de identificacdo dos TRs e baseado nos objetivos do

trabalho, foram elaboradas as seguintes perguntas para nortear os métodos para a analise:

1. Quantos e quais TRs estdo em regides codificantes (ORFs)?
2. Quiais genes possuem TRs?
3. Quais TRs apresentam-se relevantes em relacdo a variabilidade e a fatores

envolvidos na patogenia bacteriana?
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4. TRs dos genes TRP36, GP36 e GP47 (genes muito utilizados na andlise de
variabilidade entre organismos da mesma espécie) estdo presentes na analise realizada?

5. Quais TRs sdo comuns nas trés bactérias pesquisadas? Esses TRs sao
relevantes?
6. Existem Motivos CpG dispostos em tandem?

Em seguida, foram realizadas as atividades do fluxograma apresentado na Figura 15

para os dados gendémicos de cada uma das bacteérias.

Figura 15- Fluxograma dos métodos aplicados na analise de TRs.

(a) (b) (¢)

(d)
P> p— D
Genoma :'> :'> TRs enes
fasta SERV txt Ixt

/A

X ()
Rotinas Java (g)
“TRs Banco Rotinas Java
codificantes — de :
“TRs nfo- Dados - Cadastro
codificantes (e)
- TRs similares j]
Resultados (h) Ferramentas de busca
SQL por similaridade

- TRs codificantes e ndo-

codificantes < | . Blast (1)

- Genes que possuem TRs - String
JavaBio - CD Search
- TRs similares

7

Fonte: Autor.

Inicialmente, foram submetidos ao software SERV o0 genoma completo de cada uma
das trés bactérias pesquisadas ( a ). SERV processou o genoma identificando os TRs e
atribuindo como parémetro diversos valores score (discutidos no capitulo 5), localizagdo no
genoma, sequéncia consenso e sequéncia de nucleotideos que compdem cada um dos TRs.
Em seguida, o resultado do software SERV foi salvo em um arquivo texto. Cada linha do
arquivo corresponde a um TR, sendo que os parametros foram separados por tabulagdo ( ¢ ).
Em relagdo as areas codificantes, foram obtidos arquivos texto com os ORFs e suas anotacoes

diretamente do GenBank e do Entrez (d ).
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Para manipulacdo e correlacdo dos dados, foi desenvolvida uma aplicacdo Java
utilizando a ferramenta NetBeans. Foram desenvolvidos métodos para fazer a leitura dos
arquivos com TRs e genes e realizar a gravacao dos dados ( e ) no banco de dados criado
conforme o modelo entidade-relacionamento exibido na Figura 16 ( f ). Em seguida foram
criados metodos para relacionar no banco de dados os TRs codificantes com seus respectivos
genes e identificar TRs similares entre as 3 bactérias (h).

Para identificacdo de TRs similares entre as trés bactérias, foram utilizados os métodos
de alinhamento da biblioteca JavaBIO. Foi feito um alinhamento global entre os TRs e depois
entre a sequéncia consenso dos TRs das trés bactérias.

Para discussdo dos resultados mais relevantes, foram utilizadas informacgdes da
literatura, bancos da dados publicos e softwares de busca por similaridade como: Blast, String
e CD-Search.

O banco de dados do String proporciona uma perspectiva global de associacGes
conhecidas e previstas, resultando em redes de genes que cobrem mais de 1100 organismos.
Ele permite mineracdo automatizada de textos cientificos para obter informacdes e fornece
aos usuarios informacdes estatisticas sobre qualquer enriquecimento funcional observado em
suas redes (FRANCESCHINI et al, 2013).

A ferramenta de bioinformatica CD-Search permite analisar genes, utilizando sua
sequéncia de aminoacidos/nucleotideos ou nome visando identificar padrfes. Os padrdes sdo
sequéncias que determinam um dominio conservado. Cada dominio identificado é responsavel
por executar uma determinada funcdo. O CD-Search utiliza o banco de dados de dominio
conservado (CDD). O CDD trabalha com modelos de dominio importados de vérias bases de
dados externas como PFAM, SMART, COG, PRK e TIGRFAM (MARCHLER-BAUER et
al., 2011).

Os programas Blast sdo os instrumentos de alinhamento mais populares entre 0s
pesquisadores. Identificado um gene, os pesquisadores podem alinhar a seqtiéncia encontrada
e compara-la com outras seqliéncias. O Blast esta disponivel para ser usado na Internet. Blast
utiliza o GenBank, que é um banco de dados referéncia de sequencias, para obter os dados
para suas analises. (WATSON et al., 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franceschini%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23203871
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Figura 16 - Modelo Entidade-Relacionamento do banco de dados.

| TandemRepeat ¥
_| Genome v

cod INT
cod INT 1d INT
_| Bacterial v genome MEDIUMTEXT varScore FLOAT(10,10)

cod INT A DOUBLE sequenceMame VARCHAR(45)
name Y ARCHAR{100) T DOUBLE 4 start INT

C DOUBLE end INT

S G DOUBLE period INT
codBacterial INT exponent FLOAT(10,1)

> consensusLength INT
match INT
1
| oRF v ! indels INT
cod INT

triScore ALOAT{10,10)

description ¥ ARCHAR(100) aINT

sequence MEDIUMTEXT
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codGenom e INT :l B— = CINT
umber INT cod INT g INT
> description VARCHAR.(100) entropy ALOAT(10,2)
sequence V ARCHAR({10) consensus MEDIUMTEXT
codGenom e INT sequence MEDIUMTEXT

codBacterial INT

Fonte: Autor.
5.3.1 Anélise laboratorial da variacdo de TRs

Para confirmar se a regido do TR 468 (TR com maior VARSCORE, discutido no
préximo capitulo) encontrado no genoma da E. canis varia entre amostras de diferentes
localizagdes geogréaficas conforme predito pelo software SERV, foram gerados primers para
amplificar a regido do TR 468 em amostras de sangue de cées infectados de diferentes regides.
Os primers estdo descritos a seguir:

Tabela 2 - Sequéncia de nucleotideos dos “primers” de PCR para amplificacfio da repeticio TR-468

Primer Sequéncia Posicédo®
REP468fwd-2 GGAAACTTTAGCAATGAAAGTAATCCATG 690817 - 690845
REP468rev-1 GCCTGATACAATGCGTGATAAGAAGC 691841 — 691866

# posicdo de acordo com sequéncia de DNA de E. canis (Linhagem Jake) GenBank no. CP000107.1.
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6 RESULTADOS

Apols a submissdao dos arquivos contendo dados do genoma das trés bactérias
(detalhados na Tabela 3) ao software CpG Highlight e aos métodos implementados para

andlise de TRs (detalhados na Figura 15), foram encontrados os resultados descritos nos itens

a sequir.
Tabela 3 - Comparacao das propriedades gendbmicas das 3 bactérias.
N Bases o %
- Yo N N Bases % -

Bactéria do G+C ORFs codificantes G+C bases codificantes /
genoma total de bases

E. canis 1.315.030 35 925 948.282 30 72

E. chaffeensis 1.176.248 34 1105 936.276 31 79
A. phagocytophilum 1.471.282 29 1264 1.004.289 42 68

Fonte: Autor

6.1 ANALISE DE MOTIVOS CPG

Os resultados da analise de motivos CpG consistem em graficos e tabelas gerados pelo
software CpG Highlight que destacam os Motivos CpG identificados no genoma e também os
Motivos que ocorrem em regides codificantes. CpG Highlight foi desenvolvido visando a
analise de Motivos CpG em bactérias da familia Anaplasmataceae, porém , vale ressaltar que
o software pode ser utilizado para analise de genomas bacterianos em geral.

Ao carregar o arquivo fasta com o genoma completo da bactéria, o software
disponibiliza as funcbes para a criacdo de graficos pizza sobre o nimero de nucleotideos e
sobre a quantificacdo dos motivos. O gréafico da Figura 17 mostra a propor¢éo de cada um dos

motivos identificados para a E. canis.
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Figura 17 - Grafico de Motivos CpG encontrados no genoma da bactéria E. canis.
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Fonte: Autor.

O software gera um grafico de coordenadas artesianas que exibe a dispersdo dos

Motivos identificados ao longo do genoma da bactéria. A

Figura 18 mostra a dispersdo dos motivos (eixo Y) no genoma da E. canis, da base 1 a

base 1.315.030 (eixo X).
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Figura 18 - Dispersédo de Motivos CpG no genoma da bactéria E. canis.
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A Tabela 4 mostra o nimero total de cada um dos 24 tipos de Motivos identificados e
também a quantidade de Motivos CpG codificantes. Para cada um dos motivos, é possivel

identificar em quais genes eles ocorrem.

Tabela 4 - Relagdo de Motivos CpG da bactéria E. canis.

Motivos Total Codificantes Nao- % Motivos
codificantes codificantes

AACGTT 179 134 45 74,86
ATCGTT 156 120 36 76,92
AACGCT 110 80 30 72,73
AGCGTT 97 83 14 85,57
ATCGCT 86 71 15 82,56
GACGTT 83 74 9 89,16
ATCGTC 66 62 4 93,94
AACGTC 61 53 8 86,89
GTCGTT 60 51 9 85,00
AACGCC 47 34 13 72,34
GACGCT 40 37 3 92,50
AGCGTC 39 36 3 92,31
GGCGTT 39 34 5 87,18
AGCGCT 38 26 12 68,42
GTCGCT 32 26 6 81,25
ATCGCC 25 18 7 72,00
GACGTC 22 21 1 95,45
GTCGTC 22 19 3 86,36
GGCGTC 19 18 1 94,74
AGCGCC 18 17 1 94,44
GGCGCT 15 14 1 93,33
GACGCC 12 10 2 83,33
GGCGCC 7 6 1 85,71
GTCGCC 4 4 0 100,00

Total 1277 1048 229 82,07

Fonte: Autor.

Para a bactéria E. chaffeensis, foi repetido o procedimento utilizado com os dados do

genoma e dos genes de E. canis. O grafico da

Figura 19 exibe a propor¢do dos Motivos CpG identificados.
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Figura 19 - Grafico de Motivos CpG encontrados no genoma da bactéria E. chaffeensis.
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Fonte: Autor.

Os motivos identificados estdo dispersos no genoma da bactéria E. chaffeensis

conforme grafico da Figura 20.

Figura 20 - Dispersdo de Motivos CpG no genoma da bactéria E. chaffeensis.
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Fonte: Autor.
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A Tabela 5 mostra o nimero total de cada um dos 24 tipos de Motivos identificados e

também a relacdo de Motivos CpG codificantes x numero total de motivos.

Tabela 5 - Relagdo de Motivos CpG da bactéria E. chaffeensis

Motivos Total Codificantes N ,5 o % Mo tivos
codificantes codificantes
AACGTT 235 182 53 77,45
ATCGTT 161 133 28 82,61
AGCGTT 118 96 22 81,36
AACGCT 111 86 25 77,48
AACGTC 78 67 11 85,90
ATCGCT 76 60 16 78,95
GACGTT 71 62 9 87,32
GTCGTT 64 50 14 78,13
ATCGTC 61 52 9 85,25
AGCGCT 50 43 7 86,00
GACGCT 48 46 2 95,83
GGCGTT 44 38 6 86,36
AGCGTC 29 23 6 79,31
AACGCC 28 24 4 85,71
ATCGCC 28 24 4 85,71
GTCGCT 24 20 4 83,33
GACGTC 20 20 0 100,00
GTCGTC 20 19 1 95,00
GGCGTC 16 16 0 100,00
GGCGCT 15 13 2 86,67
AGCGCC 13 13 0 100,00
GTCGCC 10 6 4 60,00
GACGCC 8 7 1 87,50
GGCGCC 2 2 0 100,00
Total 1330 1102 228 82,86

Para a bactéria A. phagocytophilum, CpG Highlight retornou o gréafico de proporcéo dos Motivos CpG

Figura 21.

Fonte: Autor.

dos Motivos CpG conforme
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Figura 21 - Grafico de Motivos CpG encontrados no genoma da bactéria A. phagocytophilum
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Fonte: Autor.

Os motivos identificados estdo dispersos no genoma da bactéria A. phagocytophilum

mostra o grafico da Figura 22.

Figura 22 - Disperséo de Motivos CpG no genoma da bactéria A. phagocytophilum.
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Fonte: Autor.
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A Tabela 5 mostra o nimero total de cada um dos 24 tipos de Motivos identificados e
também a quantidade de Motivos CpG codificantes com a respectiva porcentagem do nimero

de motivos codificantes em relacdo ao numero total de motivos encontrados.

Tabela 6 - Relacdo de Motivos CpG da bactéria A. phagocytophilum

. eps Nao- % Motivos
Motivos Total Codificantes cps 0
codificantes codificantes

AGCGCT 494 353 141 71,46
AGCGTT 385 234 151 60,78
AACGCT 350 231 119 66,00
ATCGCT 327 227 100 69,42
GGCGTT 272 175 97 64,34
AACGTT 265 176 89 66,42
ATCGTT 247 172 75 69,64
GACGTT 238 174 64 73,11
AACGCC 237 149 88 62,87
AGCGCC 227 159 68 70,04
AACGTC 218 153 65 70,18
AGCGTC 206 151 55 73,30
GGCGCT 200 144 56 72,00
GACGCT 187 138 49 73,80
GTCGTT 174 119 55 68,39
ATCGTC 167 140 27 83,83
GTCGCT 157 115 42 73,25
ATCGCC 147 111 36 75,51
GGCGTC 110 91 19 82,73
GTCGTC 97 65 32 67,01
GTCGCC 91 71 20 78,02
GACGTC 90 64 26 71,11
GACGCC 78 66 12 84,62
GGCGCC 71 55 16 77,46

Total 5035 3533 1502 70,17

Fonte: Autor.

6.2 ANALISE DE TRS

A Tabela 6 mostra o0 nimero de TRs encontrados em cada um dos genomas analisados
pelo SERV (LEGENDRE, 2007). Cabe ressaltar que o software SERV utiliza internamente o
Tandem Repeats Finder (TRF) (BENSON, 1999) para identificar os TRs. Apds a

identificacdo, SERV atribui valores a pardmetros de variabilidade aos TRs encontrados.



58

Tabela 6 - Numero de TRs encontrados utilizando o SERV (LEGENDRE, 2007).

TRs
E. canis E. chaffeensis A. phagocytophilum
901 740 245

Fonte: Autor.

A Tabela 7 mostra para fins de exemplificacdo o resultado do software SERV para 0s
dois TRs mais significativos (em relacdo ao parametro VARSCORE) encontrados no genoma

da bactéria E. canis. Os campos da tabela séo:

o Id: numero de identificacdo do Tandem Repeat;

o VARSCORE: indice que indica o grau variabilidade do Tandem Repeat entre
organismos de mesma espécie;

. Start: posicdo de inicio do Tandem Repeat no genoma;
. End: posicdo de fim do Tandem Repeat no genoma;
o TRFSCORE: indice do Tandem Repeat, levando-se em consideracdo o

tamanho, nimero de repeats e conservagdo dos repeats.

. Consensus: base comum do repeat, ou seja, bases que se repetem em tandem
(de forma adjacente).

. Sequence: bases que compdem o TR.

Tabela 7- TRs em destaque encontrados no genoma da E. canis.

VAR Start End TRF Consensus Sequence

score score

TAGTATCTTGTAATT TAGTATCTTGTAATTTACTTTTAT

TACTTTTATCTTCAA CTTCAACTTTTATTACAGGAAGT

CTTTTATTACAGGA TTAGAGTCATCACGCTTCTTATC

AGTTTAGAGTCATC TT

ACGCTTCTTATCTT TAGTATCTTGTAATTTACTTTTAT
CTTCAACTTTTATTACAGGAAGT
TTAGAGTCATCACGCTTCTTATC
TT...

GAACTTACACTTGA GAACTTACACTTGAAGTATCACT

AGTATCACTATCATT ATCATTATTATACGGCTCTTCTT

ATTATACGGCTCTT CTTT

468 2.87 690884 691809 1693

CTTCTTT AGGTTGATAACTATCTTCA
543 283 769335 769907 1071 AGGTTGATAACTAT GAACTTACACTTGAAGTATCACT
CTTCA ATCATTATTATACGGCTCTTCTT
CTTT
AGGTTGATAACTATCTTCA...

Fonte:Autor.
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Para visualizar a dispersdao dos TRs ao longo dos genomas foi desenvolvida uma
funcionalidade que gera um gréfico e exibe a distribui¢do dos TR com diferentes valores para
o0s parametros TRFSCORE e VARSCORE.

Os TRs destacados na imagem serdo caracterizados posteriormente mediante consultas
a base de dados e trabalhos correlatos publicados na literatura.

As figuras 23 e 24 mostram a dispersdo de todos os TRs identificados ao longo do
genoma das trés bactérias.

As perguntas 1, 2 e 3 formuladas para direcionar 0 estudo e a andlise de TRs
questionavam sobre TRs nédo-codificantes, TRs codificantes, genes que possuem TRs e genes
relevantes em relacdo a variabilidade e patogenia. Em relagdo a variabilidade e patogenia,
foram considerados os parametros VARSCORE e TRFSCORE.

TRs codificantes foram relacionados aos genes que em eles ocorrem por meio de uma
relagdo no banco de dados. Desta forma, os resultados apresentados nos itens sobre TRs foram
adquiridos com a execugéo de consultas SQL ao banco da dados.

A Tabela 8 exibe o resultado dos TRs codificantes (intragénicos) identificados.

Tabela 8 - TRs x TRs codificantes

TRs
Bactérias TRs identificados  TRs codificantes % TRs codificantes
E. canis 901 384 42,62
E. chaffeensis 740 389 52,57
A. phagocytophilum 245 142 57,96

Fonte: Autor.

Os proximos itens mostram os resultados considerados mais relevantes da anélise,
levando-se em consideragéo os parametros VARSCORE e TRFSCORE.
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Figura 23 - Disperséo dos TRs ao longo do genoma das bactérias
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E. canis
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Fonte:Autor.
O préximo gréafico exibe a dispersdo dos TRs com parametro VARSCORE maior que 1.
Figura 24 - Dispersdo dos TRs ao longo do genoma das bactérias. Parametros: VARSCORE > 1
m | B | | |
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Fonte:Autor.
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6.2.1 TRs Codificantes com VARSCORE >1

Conforme exposto por Legendre et al (2007), TRs com VARSCORE maior que 1 sdo
responsaveis por gerar variabilidade entre as bactérias. A Tabela 9 destaca que, para as bacteérias E.
canis e E. chaffeensis, uma alta porcentagem de TRs com VARSCORE maior que 1 encontra-se em
regides codificantes.

Tabela 9 - TRs da bactéria E. canis com VARSCORE maior que 1.

TRs
Bactéria TRs codificantes %
VARSCORE >=1 com
VARSCORE >=1
E. canis 2 2 100
E. chaffeensis 10 9 90
A. phagocytophilum 11 4 36,4

Fonte:Autor.

As proximas tabelas mostram os TRs codificantes com VARSCORE >1 juntamente com

seus respectivos genes e parametros.

Tabela 10 - TRs codificantes da bactéria E. canis com VARSCORE maior que 1.
Tandem Repeat Gene
TR TRF VAR
ID SCORE SCORE

468 1693 2,87 Ecaj 0472 hypothetical protein
543 1071 2,83  Ecaj_0530 TrbL/VirB6 plasmid conjugal transfer protein
Fonte: Autor.

Gene Descricao do Gene

Tabela 11 - TRs codificantes da bactéria E. chaffeensis com VARSCORE maior que 1.
Tandem Repeat Gene

TR TRF VAR
ID SCORE SCORE
90 791 3,72 ECH 0166 hypothetical protein
350 1298 2,52 ECH_0558 putative lipoprotein
461 216 1,96 ECH_0695 hypothetical protein
596 358 1,94 ECH_0878 hypothetical protein
591 226 1,46 ECH_0878 hypothetical protein
325 279 1,29 ECH_0531 hypothetical protein
140 158 1,11 ECH 0252 hypothetical protein
139 168 1,07 ECH_0252 hypothetical protein

85 225 1,03 ECH 0159 hypothetical protein
Fonte: Autor.

Gene Descricao do Gene
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Tabela 12 - TRs codificantes da bactéria A. phagocytophilum com VARSCORE maior que 1.

Tandem Repeat Gene
.Irg S(-:rOR;E S\CISEE Gene Descri¢do do Gene
197 950 3,42 APH 0964 triple helix repeat-containing collagen
33 699 3,02 APH_0217 hypothetical protein
239 176 1,13 APH 1379 hypothetical protein
32 507 1,11 APH_0215 hypothetical protein

Fonte:Autor.

6.2.2 TRs Codificantes com VARSCORE < 1 e com TRFSCORE > 1000

O software SERV possui uma limitacdo, pois para repeats com mais de 75 nucleotideos,
repeats de 2-10 nucleotideos com mais de 90 unidades ou repeats de tamanho da unidade 11-20
nucleotideos com mais de 80 unidades, o parametro VARSCORE néo é calculado corretamente. O
software emite uma mensagem indicando quando as dimensdes do TR extrapolam sua faixa de
operacdo. Para estes casos, recomenda-se 0 uso do pardametro TRFSCORE como uma estimativa
grosseira de variabilidade. O objetivo ao analisar TRs com alto valor TRFSCORE &, além de avaliar
TRs que extrapolem as limitacbes do software SERV, evidenciar TRs significativos e seus
respectivos genes, pois, como destacado no capitulo 2, a presenca de TRs é uma caracteristica de
genes relacionados com a patogenicidade e mecanismos de subversdo dos processos celulares do
hospedeiro.

As tabelas desta subsecdo mostram os TRs codificantes com TRFSCORE maior que 1000 e

VARSCORE menor que 1, juntamente com os respectivos genes em que 0S mesmos ocorrem.

Tabela 13 - TRs codificantes da bactéria E. canis com VARSCORE menor que 1 e TRFSCORE maior que 1000.
Tandem Repeat Gene
TR TRF VAR
ID SCORE SCORE

710 2894 -1,82 Ecaj 0716 hypothetical protein

Gene Descri¢do do Gene

9 2848 -1,43 Ecaj 0017 gpl40

49 2725 -1,83 Ecaj_ 0060 hypothetical protein

539 2006 1,83 Ecaj_ 0529 putative Type IV secretory pathway VirB6

components

47 1601 -1,83 Ecaj_0060 hypothetical protein

381 1496 -1,83 Ecaj 0387  ankyrin

46 1383 -1,83 Ecaj_0060 hypothetical protein

194 1287 -1,83 Ecaj 0220 hypothetical protein

706 1060 -1,82 Ecaj_0715 hypothetical protein

Fonte:Autor.
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Tabela 14 - TRs codificantes da bactéria E chaffeensis com VARSCORE menor que 1 e TRFSCORE maior que
1000.

Tandem Repeat Gene
TR TRF VAR
ID SCORE SCORE
287 2912 -1,83 ECH 0499 VirB6 family type IV secretion system protein
16 2044 -1,83 ECH_0039 120 kDa immunodominant surface protein

599 1608 -1,83 ECH_0878 hypothetical protein
605 1554 -1,83 ECH_0879 hypothetical protein
51 1387 -1,83 ECH_0108 hypothetical protein
301 1290 -1,83 ECH_0499 VirB6 family type IV secretion system protein
46 1110 -1,83 ECH_0106 hypothetical protein

646 1093 -1,83 ECH_0945 hypothetical protein
Fonte:Autor.

Gene Descri¢do do Gene

Tabela 15 - TRs codificantes da bactéria A. phagocytophilum com VARSCORE menor que 1 e TRFSCORE maior
que 1000.

Tandem Repeat Gene
TR TRF VAR
ID SCORE SCORE

241 1906 -1,83 APH 1387 HGE-2 protein

93 1802 -1,75 APH_0455 HGE-14 protein

64 1642 -1,83 APH 0377 type IV secretion system VirB6 family protein
38 1498 -1,83 APH_0256 type | secretion system ATPase

67 1487 -1,83 APH 0377 type IV secretion system VirB6 family protein
60 1416 -1,83 APH 0377 type IV secretion system VirB6 family protein
142 1357 -1,83 APH 0720 hypothetical protein

4 1305 -1,83 APH 0032 hypothetical protein

3 1282 -1,06 APH_0032 hypothetical protein

105 1198 -1,83 APH 0546 hypothetical protein
Fonte: Autor.

Gene Descricao do Gene

6.2.3 TRs Nao-Codificantes com VARSCORE >=1

Segundo Levdansky et al. (2008), a variabilidade de TRs néo codificantes podem regular a
expressao de um gene, afetando a transcricdo e traducdo. A fim de verificar a existéncia de TRs nédo
codificantes com alta probabilidade de variacdo, as tabelas a seguir mostram os TRs nao-
codificantes com VARSCORE maior que 1. A bactéria E. canis ndo possui TRs com estes valores

de parametros.

Tabela 16 - TRs ndo-codificantes da bactéria E. chaffeensis com VARSCORE maior que 1.

TRID VARSCORE

522 1,18
Fonte:Autor.




Tabela 17 - TRs ndo-codificantes da bactéria A. phagocytophilum com VARSCORE maior que 1.

TRID VARSCORE
48 2,94
116 2,21
121 2,08
45 1,59
179 1,14
217 1,06
119 1,03

6.2.4 TRs Ndo-Codificantes com VARSCORE < 1 e TRFSCORE>1000

Fonte:Autor.
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As proximas tabelas mostram os TRs ndo codificantes com VARSCORE menor que 1, mas

com um alto valor TRFSCORE.

Tabela 18 - TRs nado-codificantes da bactéria E. canis com VARSCORE menor que 1 e TRFSCORE maior que

1000.

ID

VARSCORE TRFSCORE

710
9
49
27
539
174
173
26
314
891

-1,82
-1,43
-1,83
-1,83
-1,83
-1,83
-1,83
-1,83
-1,83
-1,77

2894
2848
2725
2077
2006
1958
1917
1888
1789
1786

Fonte:Autor.

Tabela 19 - TRs ndo-codificantes da bactéria E. chaffeensis com VARSCORE menor que 1 e TRFSCORE maior

que 1000.

ID VARSCORE TRFSCORE
287 -1,83 2912

16 -1,83 2044
243 -1,83 1785
582 -1,83 1692
599 -1,83 1608
605 -1,83 1554
696 -1,83 1532
691 -1,83 1466

51 -1,83 1387
458 -1,83 1380

Fonte:Autor.
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Tabela 20 - TRs ndo-codificantes da bactéria A. phagocytophilum com VARSCORE menor que 1 e TRFSCORE

maior que 1000.
ID VARSCORE TRFSCORE
123 -1,83 2158
241 -1,83 1906
93 -1,75 1802
64 -1,83 1642
96 -1,83 1629
38 -1,83 1498
67 -1,83 1487
60 -1,83 1416
180 -1,83 1403
52 -1,83 1400

Fonte:Autor.
6.2.5 TRs Similares entre as trés Bactérias

Utilizando a funcdo de alinhamento global da biblioteca JAVABIO, foram feitos
alinhamentos entre os TRs buscando identificar TRs similares entre as trés bactérias, considerando
um score de 70% de similaridade. Nenhum alinhamento realizado retornou um score maior ou igual
a 70%. O processo foi repetido utilizando a sequéncia consenso dos TRs e, novamente, nenhum

alinhamento retornou o score minimo estipulado.

6.2.6 Anélise in vitro de Variabilidade utilizando o TR 468 de E. canis

O TR 468 apresentou o maior valor VARSCORE conforme predito pelo software SERV.
Desta forma, foi escolhido para uma analise de presenca de polimorfismos de DNA que indicassem
variabilidade entre diferentes isolados de E. canis. Foram realizadas reacdes de PCR com primers
REP468fwd-1 e REP468rev-1 direcionados a amplificacdo de uma regido de 1050 pbs do genoma
de E. canis correspondendo a regido englobando o TR 468 — Figura 25 — e DNA gendmico de
amostras de sangue canino de diferentes regides geograficas do Brasil e também da cidade de
Ribeirdo Preto, previamente confirmadas como positivas para infeccdo com E. canis utilizando
ensaios de PCR executados em nosso laboratorio (SANTOS et al, 2009; OLIVEITA et al., 2009;
CARDOSO et al., 2011) - Figura 26.
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Figura 25 — Sequéncia de DNA do genoma de E. canis ( Linhagem Jake, GenBank: CP000107.1) correspondendo a
regido englobando o TR 468. As regibes dos primers REP468fwd-1 e REP468rev-1, englobando regido de amplificacéo
com 1050 pbs, esta em negrito. As repeticdes estdo sublinahadas.

TATCATCCTCTATTTTTGGAAACTTTAGCAATGAAAGTAATCCATGTTCTTTTTTATCACTTTG
ATTATCATTGCTATAGTCACTAGAATCTTGTAACTTACTCTTATCTTCAACTTTCTCTACTATT
GGAAGTTTAGAGTCATCACGCTTCTTATCTTCAGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTT
TTACTACAGGAAGTTTAGAGTCATCGCGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATC
TTCAACTTTTATTACAGGAAGTTTAGAGTCATCACGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTA
CTTTTATCTTCAACTTTTATTACAGGAAGTTTAGAGTCATCACGCTTCTTATCTTTAGTATCTT
GTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTATTACAGGAAGTTTAGAGTCATCACGCTTCTTATCTTT
AGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTATTACAGGAAGTTTAGAGTCATCGCGCTTC
TTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTACTACAGGAAGTTTAGAGTCAT
CGCGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTACTACAGGAAGTTT
AGAGTCATCACGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTATTACA
GGAAGTTTAGAGTCATCGCGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTT
TTATTACAGGAAGTTTAGAGTCATCACGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATC
TTCAACTTTTATTACAGGAAGTTTAGAGTCATCGCGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTA
CTTTTATCTTCAACTTTTATTACAGGAAGTTTAGAGTCATCACGCTTCTTATCTTTAGTATCTT
GTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTGACTATTGGAAGTTTAGAATCATCAACATTAGGTCCTGA
AACTCCTACACCAACATGCTTCTTATCACGCATTGTATCAGGCATATCATTTTCTATAGGAACA
ATAAACTTAGCACCTTCCACAT

Fonte: Autor.

Figura 26 — Foto representativa de eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR com primers REP468fwd-1 e
REP468rev-1 para amplificagdo de fragmento de 1050 pbs englobando o TR 468. Canaleta 1 — Marcador de tamanho de
DNA 1 Kb (Ludwig); Canaletas 2-7 — Produtos de amplificacdo com DNA gendmico de amostras de sangue canino
confirmadas como positivas para infeccdo com E. canis. Canaleta 8: controle negativo (agua ultra-pura).

1 2 3 4 5 6 7 8

1000 pbs
750 pbs

500 pbs

Fonte: Autor.

Os produtos de PCR foram sequenciados e comparados entre si. O sequencia do resultado do

PCR realizado com uma amostra da cidade de Monte Negro, estado de Rondbénia, apresentou
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polimorfismos em relacdo as demais. A Figura 27 mostra a sequéncia amplificada no nosso
experimento e a sequéncia equivalente da linhagem E. canis jake.

Figura 27- Sequéncia de DNA do genoma de E. canis ( Linhagem Jake, GenBank: CP000107.1) correspondendo a
regido englobando o TR 468 e a sequéncia de DNA do resultado de PCR da amplificagéo da regido do TR 468 de uma
amostra da cidade de Monte Negro, estado de Ronddnia, Brasil.

Fonte: Autor.

>Linhagem E. canis Jake
GGAAACTTTAGCAATGAAAGTAATCCATGTTCTTTTTTATCACTTTGAT TATCATTGCTATAGTCAC
TAGRAATCTTGTAACTTACTCTTATCTTCAACTTTCTCTACTATTGGARGT TTAGAGTCATCACGCTTCTT
GAGTCATCGCGCTTC
GAGTCATCACGCT

ATCGCGCTTCTTATCTTT

TCATCACGCTTCTTATCTTT

AGTCATCGCGCTTCTTATCTTT,
IGAGTCATCACGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTA

>Linhagem E. canis Monte Negro
GGAAACTTTAGCAATGAAAGTAATCCATGTCTTTTTTTTTAACTTTGAT TATCATTGCTATAGTCAC
TAGRAATCTTGTAACTTACTCTTATCTTCAACTTTCTCTACTATTGGAAGTTTAGAGTCATCACGCTTCTT
GAGTCATCGCGCTTC
GAGTCATCACGCT

CTTCTTATCTTT
CGCTTCTTATCTTT
CGCGCTTCTTATCTTT

TCATCACGCTTCTTATCTTT
AGTCATCGCGCTTCTTATCTTTAGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTACTACCAGGAAGTT
TAGAGTCATCACGCCTTCTTATCTTTAGAATCTTGAAATTTACGTTTATCTTCCACTTTTA

A figura destaca a ocorréncia de dois tipos de repeats que formam o TR, destacados como

repeat verde e repeat azul:

Repeat verde: AGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTA T TACAGGAAGTTTA
Repeat azul: AGTATCTTGTAATTTACTTTTATCTTCAACTTTTACTACAGGAAGTTTA

O repeat verde apresenta a base T na posicéo 36, ja o repeat azul possui a base C na mesma
posicao.
Em relacdo ao TR como um todo, a linhagem Jake possui 3 repeats azuis e 6 repeats verdes,

enguanto a linhagem Monte Negro possui 4 repeats azuis e 4 repeats verdes.
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7 DISCUSSAO

Os dados resultantes da execucdo do software CpG Highlight evidenciaram os Motivos CpG
identificados com maior frequéncia nos genomas pesquisados, os Motivos CpG codificantes e
também o0s genes que esses Motivos ocorrem. O banco de dados alimentado com informacdes do
software SERV e com as relacdes criadas pelas rotinas java (TRs codificantes e 0s genes em que
eles ocorrem) permite destacar TRs instaveis (parametro VARSCORE), TRs significativos e
instaveis (parametro TRFSORE), TRs codificantes, TRs ndo codificantes, TRs similares e genes que
possuem TRs. Neste capitulo, os dados evidenciados serdo discutidos e melhor caracterizados
utilizando trabalhos existentes na literatura e as ferramentas de busca por similaridade descritas

anteriormente: String, Blast, CD-Search.

7.1 MOTIVOS CpG

Muitos Motivos CpG tém sido utilizados em pesquisas com o objetivo de analisar seu
potencial como agonista de TLR-9 em diferentes hospedeiros. A Tabela 21 mostra os Motivos CpG

mais destacados em pesquisas como potentes agonistas de TLR-9.

Tabela 21 - Motivos CpG destacados como potentes agonistas de TLR-9. Foram destacadas as referéncias, os

hospedeiros e a posi¢do no genoma das bactérias pesquisadas (em relagdo ao nimero de ocorréncias no genoma).

Posicao (ocorréncias)

Motivos ] .
Hospedeiro E. E. chaf. A Referéncia
CpG .
canis phag.
AACGTT  Ratos, humanos, caes, PASQUINI et al. (1999); UDEN e RAZ
bovinos, peixes . . s (1999); SHODA etal. (2001);
KANDIMALLA et al. (2003); REN et al.
(2010);
AACGCT  Murinos 3 4 3 KRIEG et al.(1995);
AGCGCT  Cées, ratos REN et al. (2010);
14 10 1
UDEN e RAZ (1999);
ATCGTC  Suinos 7 9 3 KAMSTRUP et al. (2001);
GACGTC  Humanos 17 17 22 UDEN e RAZ (1999);
GACGTT  Humanos, bovinos, UDEN e RAZ (1999); SHODA et al.
coelhos, ratos 6 6 - (2001); KRIEG et al.(2002); MUTWIRI et
al. (2003); KRIEG et al.(2002); REN et al.
(2010);
GTCGTT  Humanos, caes, gatos, . g 15 HARTMANN E KRIEG (2000); KRIEG

suinos, equinos, caprinos et al.(2002); MUTWIRI et al. (2003);
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7.1.1 Motivos CpG de destaque identificados

Em relacdo aos resultados da busca por Motivos CpG, os graficos mostram uma grande
similaridade entre o genoma das bactérias E. canis e E. chaffeensis. Em ambos os genomas, 0
motivo AACGTT teve o maior nimero de ocorréncias. O motivo AACGTT foi caracterizado em
trabalhos anteriores por estimular o sistema imunoldgico de ratos e humanos, aumentando a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e a proliferacdo de células B (SATO et al., 1996; UDEN e
RAZ, 1999; KANDIMALLA et al., 2003).

Com objetivo de desenvolver novos Motivos CpG que possam ser utilizados como
adjuvante de vacina anti-rabica em cées, Ren et al. (2010) realizaram testes com o0s Motivos
GACGTT, GTCGTT, AACGTT, ATCGTC e ATCGAT, observando a capacidade de induzir a
proliferacdo de esplendcitos caninos. O resultado mostrou que, com exce¢do dos motivos GACGTT
e ATCGAT, todos foram capazes de estimular a proliferacdo esplendcitos caninos, porém o motivo
AACGTT obteve melhores resultados, sendo sugerido pelos autores como um potente motivo a ser
utilizado como adjuvante de vacinas em cédes. Ren et al. (2010) também comentam que existem
poucos trabalhos envolvendo motivos CpG e cées.

Nossos resultados mostram a alta concentracdo de motivos AACGTT no genoma da bactéria
E. canis, principal agente etioldgico da Erliquiose Monocitica Canina, justificando a necessidade de
pesquisas envolvendo o motivo AACGTT como adjuvante vacinal.

O motivo ATCGTT foi 0 segundo motivo com mais ocorrénias no genoma de E. canis e E.
chaffeenis. Chuang et al. realizaram estudos com ODNs compostos pelos motivos ATCGTT,
GACGTT, AACGTT e GTCGTT para avaliar a ativacao de respostas imunes mediadas por TLR-9
em coelhos. Resultados mostraram que os motivos AACGTT e GTCGTT séo potentes agonistas de
TLR-9 para coelhos. Os motivos ATCGTT, GACGTT nao ativaram uma resposta.

O genoma da bactéria A. phagocytophilum apresenta um nimero maior de ocorréncias de
Motivos CpG (5.035), tendo o Motivo AGCGCT aparecendo mais vezes. O motivo AGCGCT foi
também caracterizado por estimular o sistema imunoldgico de ratos (KRIEG et al., 1995; UDEN e
RAZ, 1999; REN et al., 2010). AGCGCT (maior ocorréncia em A. phagocytophilum) também foi
e relacionado com a ativacdo de células NK (Natural Killer) em cées e ratos por Uden e Raz (1999),
porém, ndo foram encontradas pesquisas recentes utilizando o Motivo.

Em nossas analises utilizando o CpG HiglLight em genomas das bactérias Ehrlichia canis,
Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma marginale, observamos um

interessante padrdo nos graficos de propor¢éo, que pode ser visto na Figura 28.
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Figura 28 - Padrdo dos Motivos CpG identificados para os géneros Anaplasma e Ehrlichia.

E. canis E. chaffeensis A. phagocytophilum A. marginale
género Ehrlichia género Anaplasma

Fonte: Autor.

E perceptivel a semelhanca dos gréficos entre as bactérias de mesmo género: Ehrlihia (E.
canis e E. chaffeensis) e Anaplasma (A. phagocytophilum e A. marginale). Tal caracteristica pode
ser interessante uma vez que a deteccdo de motivos envolve o reconhecimento de padrbes
moleculares do DNA da bactéria pelo sistema imunoldgico do hospedeiro. Esta observacao permitiu
a elaboracédo de algumas hipdteses que serdo analisadas em laboratério em novos trabalhos, como: a
utilizacdo de motivos como adjuvantes vacinais pode ser realizada por géneros? A combinacdo de
motivos mais frequentes no genoma gera um motivo com maior atividade imunoestimulatéria? A
combinacdo de motivos de maior ocorréncia de diferentes géneros poderia ser utilizado como
adjuvante para toda a familia?

Apesar da utilizacdo de motivos CpG como adjuvantes vacinais ser bastante pesquisada,
existem ainda muitas questbes ndo esclarecidas. Recentes pesquisas tentam resolver tais questdes
para definir melhor a identificacéo, categorizacdo e utilizacdo de motivos CpG agonistas (KRIEG et
al., 2012).

7.1.2 Genes com Motivos CpG

Outra importante analise que pode ser feita com os resultados do CpG Highlight é a
identificacdo de Motivos CpG concentrados em uma determinada regido codificante. Em pesquisas
de geneterapia, ha evidéncias de que a presenca de Motivos CpG em vetores de expressdo de
proteinas imunorreativas influenciam na ativacdo de resposta imunolégica (Pasquini et al., 1999;
KRIEG, 1999; SCHEULE, 2000; LESINA et al., 2010). Por esta razdo, genes com maior ocorréncia
de motivos em sua formacéo foram destacados.

Arulkanthan et al. (1999) avaliaram o potencial do gene de membrana MSP1a da bactéria
Anaplasma marginale para a vacinagédo contra a anaplasmose bovina. Os resultados demonstraram
que a vacina com o plasmideo com a sequéncia do gene MSP1la induziu a soroconversdo de

antigenos especificos em gado. Uma observacéo feita foi a presenca de sete motivos CpG (cinco
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GACGTC, um GACGTT, e um AACGTT) na sequéncia do gene MSP1a. Os autores acreditam que
a presenca dos Motivos influenciaram a resposta imune e registraram a necessidade de pesquisas
mais especificas envolvendo a bactéria e Motivos CpG.

Em relacdo a ocorréncia de Motivos CpG em regides codificantes da E. canis, AACGTT
aparece 6 vezes no gene ECAJ_0060 (hypothetical protein). Dentre 0s genes com mais motivos em
sua composicao, aparecem os genes ECAJ_0060 (14 motivos), ECAJ_0387 ankyrin (14 motivos) e
ECAJ_0365 gp200 (9 motivos).

O gene ECAJ_0060 contém repeticdes anquirina, de acordo com a ferramenta String. O
gene possui também trés TRs com elevado valor TRFSCORE em sua formacdo: TR 46 (2725), TR
47 (1601) e TR 49 (1383). Utilizando a ferramenta Blast para localizar sequéncias similares no
GenBank, observou-se que o gene possui semelhancas com genes de eucariotos. Repeticdes
anquirina e semelhanca com genes eucariotos sdo caracteristicas de genes que codificam proteinas
efetoras. O gene ECAJ_0387, caracterizado por possuir repeticdes anquirina, possui grande
semelhanga com o gene ECAJ_0060, conforme ferramenta String. O gene possui 0 TR 381
(TRFSCORE 1496) em sua formacgdo. ECAJ 0365 gp200 € uma glicoproteina de membrana e é
secretada para o nucleo, onde interage com a cromatina e potencialmente modula a expresséo de
genes da célula hospedeira (STUEN et al., 2013). O gene possui repeti¢ces anquirina e o TR 338 em
sua formacdo. O TR 338 possui baixos valores TRFSCORE (49) e VARSORE (-0.8), porém Zhang
et al.(2008) identificaram instabilidade do TR analisando cepas de diferentes continentes.

Em E. Chaffeensis, o Motivo CpG GACGCT aparece 8 vezes no gene ECH_0653 ankyrin
repeat-containing protein. Dentre 0s genes com mais motivos em sua composicdo, aparecem 0S
genes ECH_0653 ankyrin repeat-containing protein (27 Motivos), ECH_0945 hypothetical protein
(10 Motivos).

O gene ECH_0653 ankyrin repeat-containing protein possui 4 TRs com valores TRFSORE
entre 637 a 920 em sua composicdo. ECH_0945 possui 0 TR 646 (TRFSORE 1096) em sua
formacdo. De acordo com as ferramentas String e BlastP, o gene possui similaridade somente com
proteinas também hipotéticas, ndo sendo possivel induzir uma funcéo.

A bactéria A. phagocytophilum tem Motivos CpG espalhados pelo genoma e nédo
concentrados em genes. O motivo AACGTC aparece 4 vezes no gene APH_1224 valyl-tRNA
synthetase, que catalisa a fixacdo de Valina para o tRNA, conforme ferramenta String.

Dentre os genes com mais Motivos CpG em sua composi¢ao, aparecem os genes APH_0720
hypothetical protein (33 Motivos), que atua na replicagéo e reparacdo do DNA, APH_0709 ankyrin
repeat-containing protein (27 Motivos) e APH_0049 hypothetical protein (24 Motivos).

APH_0720 possui 0 TR 142 (VARSORE 1357) em sua formacdo. De acordo com as

ferramentas String e BlastP, o gene possui similaridade somente com proteinas também hipoteticas,
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ndo sendo possivel induzir uma funcdo. APH_0709 possui o TR 133 (VARSORE 833). O gene
possui repeti¢cfes anquirina em sua formacéo e semelhanga com o gene APH_0377, um gene da
familia VirB do Sistema de Secrecdo tipo IV. APH_0049 possui 0 TR 8 (VARSCORE 989) em sua
formacdo. O gene possui similaridade com proteinas de varias espécies do género Anaplasma e com

gene da familia VirB10 do Sistema de Secregdo tipo V.

7.2 TANDEM REPEATS

Foram analisados 4 grupos distintos de TRs, separados com base na localizagdo no genoma
(intragénico e intergénico) e nos valores de TRFSCORE e VARSCORE. Optou-se por ndo discutir

resultados envolvendo genes hipotéticos que ndo retornaram informacdes nas pesquisas realizadas.

7.2.1 TRs Codificantes com VARSCORE maior que 1

No genoma da E. canis, foram encontrados 2 TRs com VARSCORE maior que 1, ambos em
regibes codificantes, sendo eles 0 TR 468 (2,87), presente no gene Ecaj 0472 e o TR 543 (2,83),
encontrado no gene Ecaj_0530.

O gene Ecaj_0472 consiste em uma proteina hipotética, mas por meio de consultas em
Bancos de Dados gendmicos utilizando CD-Seach, o gene codifica DNA topoisomerase 2. As
topoisomerases sdo enzimas que controlam os enrolamentos e emaranhamentos do DNA, sendo
essenciais durante a transcricdo e a replicacdo. Inibidores de topoisomerase estdo entre 0s
medicamentos anticancerigenos e antibacterianos mais eficazes e mais usados, sendo um importante
foco em pesquisas para o desenvolvimento de novas drogas (POMMIER, 2013).

O gene Ecaj_0530 codifica a TrbL/VirB6 plasmid conjugal transfer protein, classificado
como uma proteina do Sistema de Secrecao Tipo IV (T4SS).

Diversos trabalhos publicados na literatura utilizam o gene TRP36 (também chamado de
gp36) para verificar a variabilidade genémica da bactéria E. canis em diferentes regides (DOYLE et
al., 2005; AGUIAR et al., 2013). O gene TRP36 possui 0 TR 103, com VARSCORE 0.25. Porém,
existem postagens no GenBank do gene (codigo de acesso DQ085427.1) da E. canis com
VARSCORE 1.49, sendo que a variacdo dos dois encontra-se justamente na regido em que ocorre 0
TR 103.

Para os TRs codificantes da bactéria E. chaffeensis com VARSCORE maior que 1, destaque
para 0s TRs com cddigo identificador 90 ( VARSCORE 3,72) e 350 (VARSCORE 2,52),
respectivamente presentes nos genes ECH_0166 e ECH_0558. Ambos o0s genes consistem de
proteinas hipotéticas, porém, consultas utilizando CD-Seach retornaram que o gene ECH_0166
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consiste do gene ribonuclease E, que catalisa a degradacdo do RNA, e o gene ECH_0558 codifica
uma lipoproteina, responsavel pelo transporte de lipideos em meios liquidos.

O gene ECH_0695 hypothetical protein, que contém o TR 461 (1,96), possui 0 padrdo DUF
- Domain of Unknown function - em sua sequéncia, conforme CD-Seach. DUF consiste em um
dominio encontrado em procariotos. Esse dominio é encontrado em diversas proteinas e é apontado
como uma caracteristica de proteinas efetoras, porém, sua fungdo é desconhecida. Os genes
ECH_0878 hypothetical protein, que possui padrdo anquirina conforme String, e ECH_0252
(hypothetical protein) possuem uma interessante particularidade. Ambos possuem dois TRs com
VARSCORE maior que um em sua composicao (respectivamente TRs 591, 596 e 139, 140).

Trabalhos existentes na literatura relacionados com a diversidade genética de E. chaffeensis
utilizam os genes p28 (LONG et al., 2002; MIURA e RIKIHISA, 2007) , gp47 (DOYLE et al.,
2006) e 120 kDa (CHEN et al., 1997) para analisar a variabilidade genémica da bactéria em
diferentes regibes geogréficas. O gene p28 é 0 ECH_1143 e, embora seja frequentemente citado em
experimentos relacionados com a variabilidade bacteriana, ndo possui TRs em sua formacéo. O
gene gp47 é o ECH_0166. ECH_0166 codifica uma proteina de superficie imunorreativa e possui o
TR 90, com VARSCORE 3.72, sendo justamente o TR com maior VARSCORE encontrado para a
bactéria. O gene ECH_0039, que codifica a proteina 120 kDa immunodominant surface protein,
contém em sua composi¢do o TR 16. O TR 16 possui alto valor TRFSCORE (2044), fator este que
deve estar relacionado com a sua variabilidade.

Para a bactéria A. phagocythophilum, destaque para o TR 197 (3,42), presente no gene
APH_0964. APH_0964 codifica triple helix repeat-containing collagen. Recentes trabalhos
mostraram a ligacdo entre a superexpressdo de genes deste tipo a doencas envolvendo artérias
lesionadas e varios tipos de canceres em humanos (PYAGAY et al., 2005; DUMUS et al., 2006; KE
et al., 2014). No entanto, recentemente, Duarte et al. (2014) publicaram os resultados de uma
pesquisa que desconsideram a hipotese da superexpressdo do gene ser um marcador para doencas
ou ceélulas cancerigenas. Nesta pesquisa, eles verificaram que individuos saudaveis ruivos

apresentam uma expressao o gene cerca de até 400 vezes superior a qualquer outro individuo.

7.2.2 TRs Codificantes com VARSCORE < 1 e com TRFSCORE > 1000

Além dos TRs codificantes identificados com alto VARSCORE, foram identificados TRs
com VARSCORE menor que 1, mas com alto valor do pardmetro TRFSCORE.

Para E. canis, 0 gene Ecaj_0716 possui o TR 710 (2848). O gene possui similaridade com
proteinas hipotéticas das bactérias E. chaffeensis e E. muris. O gene Ecaj_0017, que contém o TR 9

(2848), codifica a glicoproteina de superficie gp140, caracterizada como proteina imunorreativa e
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diferencialmente expressa em diversos trabalhos (DOYLE, 2006; ZHANG et al., 2008;
MCBRIDE; WALKER, 2010).

O gene Ecaj_0060 possui trés TRs significativos, sendo TRs 49, 46 e 47. O gene, descrito na
discussdo sobre Motivos CpG por ser o gene de E. canis com mais motivos em sua composicéo,
contém repeti¢des anquirina e semelhancas com gene hipotético do protozoario Neospora caninum.

De acordo com as ferramentas CD-Seach e String, os genes O gene Ecaj_0060, Ecaj_0529
(TR 539 (2006)), Ecaj 0220 (TR 194 (1287)) e Ecaj_0715 (TR 706(1060)) possuem repetices
anquirina e pertencem a familia VirB6 - Sistema de Secrecéo Tipo IV.

Sobre a bactéria E. chaffeensis, o gene ECH_0499 da familia VirbB6 (T4SS) possui 0s TRs
287 (VARSORE 2912) e 301 (VARSORE 1290) em sua composi¢do. O gene ECH_0039 possui 0
TR 16 (VARSCORE 2044) e codifica a proteina imunorreativa efetora p120, descrita em trabalhos
relacionados com a diversidade genética da bactéria e por estar relacionada com a regulacdo da
expressdo de genes do hospedeiro (MCBRIDE; WALKER, 2010; ZHANG, 2008). O gene
ECH_0106 (TR 46 (1110)) possui similaridade com o gene p28, presente em trabalhos existentes
na literatura relacionados com a diversidade genética de E. chaffeensis (LONG et al., 2002).

No genoma da A. phagocythophilum, foram identificados o TR 241, gene APH_1387 -
HGE-2 protein e 0 TR 93, gene APH_0455 - HGE-14 protein. Proteinas HGE séo especificas da A.
phagocythophilum. Elas séo excretadas pelo Sistema de Secre¢do Tipo IV para o interior da célula
hospedeira, mas sua funcédo ainda é desconhecida.

APH_0377 e APH_0256 (TR 38) codificam proteinas do Sistema de Secrecdo, sendo que
APH_0377 possui 3 TRs em sua formacéo ( TRs 60, 64 e 67). O gene APH_0032 contém dois TRs
em sua composicdo (TRs 3 e 4) e possui similaridade com o gene APH_0138 ligA, que codifica a
ligase do DNA. APH_0546 (TR 105) mostrou semelhanca funcional segundo a ferramenta String
com a APH_0928, que possui repeti¢cbes anquirina, e com APH_0377, que pertence ao sistema de
secrecdo tipo IV.

Huang et al.(2010) e Huang et al.(2011) identificaram que os genes APH_1387 e APH_0032
sdo expressos durante o desenvolvimento intracelular de A. phagocythophilum. As proteinas desses
genes sdo translocadas para o interior da célula hospedeira pelo T4SS, localizando-se em vacuolos
ligados @ membrana. Os trabalhos sugerem que esta identificacéo indica que os genes desempenham

um papel importante na sobrevivéncia intracelular.

7.2.3 TRs Ndo-Codificantes com VARSCORE >=1

Um gene, em bactérias, € composto basicamente por uma regido codificadora (CDS), por

uma regido promotora (“upstream” ao gene) e por outras regides, também importantes, como o
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operador que inibe ou ativa a transcricdo em diferentes taxas e o terminador, sequéncia
“downstream” ao final do gene que sinaliza & RNA polimerase a parada ou pausa na transcri¢cao
(GRIFFITHS, 1998).

Segundo XIONG (2006), as regides promotoras em procariotos, em geral, ficam a
aproximadamente —200 bases “upstream” a regido codificadora da proteina. Como ndo se¢ sabe
exatamente onde esta situado o inicio do sitio de transcricdo do gene, definiu-se neste trabalho que
as sequencias de observacdo das regides intergénicas a se trabalhar seriam com até -500 b

“upstream” da posic¢ao +1 da ORF.

Figura 29 - Esquema geral sobre a localizag8o da sequencia de observacdo de TRs em uma regido
intergénica “upstream” de uma ORF qualquer da fita principal do DNA.

Anélise da presenca de TRs na
regido intergénica da ORF 2

0 500 1000 T 1500 2000
I I I I
5' ORF 1 Regido intergénica ORF 2 3
- J
h'd
Regido intergénica upstream da
ORF 2

Figura 30 - Esquema geral sobre a localizag8o da sequencia de observacdo de TRs em uma regido
intergénica “upstream” de uma ORF qualquer da fita secundéria do DNA.

Andlise da presenca de TRs na
regido intergénica da ORF 2
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Para a bactéria E. canis, todos os TRs com VARSCORE maior que 1 estdo em regides
codificantes.

Em E. chaffeensis, nenhum TR com VARSCORE maior que 1 esta proximo a algum gene.

Para a A. phagocythophilum, o TR 116 (2,21) esta localizado a 450 nt upstream do inicio do
gene APH_0617 hypotetical protein. Segundo CD-Search, o gene possui 0 padrdo DUF.
APH_0617 esta presente em todas as estirpes com genoma completo disponiveis no GenBank
(Dog2, JM, HZ2 e HZ).
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O TR 119 (1,03) esta a 308 nt do gene APH_0633 hypotetical protein. APH_0633 é similar
a APH_0636 hypotetical protein, mas ambas ndo possuem precedentes nos bancos de dados

analisados.

7.2.4 TRs Ndo-Codificantes com VARSCORE < 1 e TRFSCORE>1000

O TRs 9 e 49 estdo proximos de genes em E. canis. O TR 9 encontra-se a 460 nt de
Ecaj 0016 4Fe-4S ferredoxin iron-sulfur binding domain-containing (proteinas ferro-enxofre). As
proteinas ferro-enxofre atuam em diversos processos celulares, tal como expressdo genética, a
reparacdo de DNA, modificacdo do RNA, metabolismo central e respiragdo (ROCHE et al., 2012).

O TR 49 estd a 411 nt de Ecaj_0061 branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase subunit
E2. Ecaj 0061 codifica a subunidade 2 do complexo multienzimatico desidrogenase dos alfa-
cetoécidos de cadeia ramificada.

Em E. chaffeensis, o TR 582 estd a 391 de ECH_0871 putative twitching motility protein
PilT. ECH_0871 codifica proteina associada a sistemas de adesdo de bactérias e a fimbrias do tipo
IV.O TR 599 estaa 478 nt de ECH_0877 ankyrin repeat-containing protein. O TR 458 esta a 69 nt
de ECH_0685 hypothetical protein. ECH_0685 ¢é similar a proteina ECH_0684, que possui
repeti¢des anquirina em sua formacao.

Para A. phagocytophilum, o TR 123 (2158) esta a 257 nt de APH_0653 hypotetical protein.
APH_0653 esta presente também nos genomas dos isolados HZ2, Dog2 e JM, mas ndo retornou
nenhum resultado em relacdo a sua funcionalidade. TR 38 estd a 484 nt de APH_0257 quinone

oxidoreductase, que codifica a enzima quinona redutase.

7.2.5 Analise in vitro de Variabilidade utilizando o TR 468 de E. canis

O resultado do sequenciamento realizado com as amostras de ensaios de PCR realizados
para amplificacdo da regido do TR 468 mostrou diferencas entre a amostra da cidade de Monte
Negro/ Rondénia, em relacdo as demais. E possivel que a regifo apresente maior discrepancia ao
ser comparada com amostras de diferentes continentes.

Outro importante fator a ser destacado é que o TR 468 encontra-se em uma regido
codificante do genoma, no gene Ecaj_0472. Segundo resultados de consultas realizadas utilizando a
ferramenta CD-Search, o gene codifica DNA topoisomerase 2, um alvo que tem sido foco para o
desenvolvimento de novas drogas (POMMIER, 2013).

Variagbes em regides codificantes resultam em diferencas no bloco de aminoacidos,

podendo alterar também funcionalidade da proteina.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho implementou computacionalmente as analises de TRs e Motivos CpG
com intuito de evidenciar alvos nos dados gendémicos de bactérias da familia Anaplasmataceae que
possam estar relacionados com a variabilidade genética, interacdo patdgeno-hospedeiro e ativagédo
do sistema imunoldgico.

Para a analise de Motivos CpG, optou-se por desenvolver o software CpG HighLight, uma
nova ferramenta Java com codigo aberto e independente de plataforma que pode ser utilizada por
pesquisadores em genomas bacterianos.

Para andlise de TRs, utilizou-se o software SERV para identificar os TRs nos genomas e
categoriza-los em relacdo a sua instabilidade e significancia. Os resultados do software SERV
foram armazenados em um banco de dados, sendo criados métodos Java para correlacionar as
informacdes.

Os resultados dos métodos computacionais gerados pelo CpG HighLight destacaram os
Motivos CpG identificados nos genomas e 0s genes que possuem Motivos em sua composi¢do. Em
relacdo aos TRs, foram evidenciados TRs codificantes, ndo-codificantes, instaveis e significativos
(par@metros VARSCORE e TRFSCORE), além dos genes que possuem TRs.

Os resultados evidenciados foram discutidos utilizando informacdes da literatura e
ferramentas de buscas em banco de dados gendmicos publicos.

O conjunto de dados gerados poderdo ser analisados em laboratorio para compreensdo das

estratégias de patogenicidade das bactérias e elaboracdo de novas drogas e métodos de diagndsticos.
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