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RESUMO

MACHADO, Lucas Aguiar Rosa. Expansdo e Aprimoramento de Ferramenta On-line
Baseada no Uso da Teécnica de PCR-RFLP para ldentificacdo de Espécies do Género
Amblyomma Koch, 1844 (Acari: Ixodidae). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Durante os Gltimos 20 anos, pesquisadores brasileiros desempenharam um papel de lideranca
nos esforcos para melhorar o nosso conhecimento da bioecologia, presenca de patdgenos e
dindmica das populacGes de carrapatos associados com animais silvestres na America do Sul.
Muito destes achados foram fornecidos na forma de dados moleculares, principalmente
sequenciamento de marcadores moleculares amplificados usando a técnica da “polymerase
chain reaction” (PCR). Pesquisas elaboradas no PPGCV/UFRRJ por nosso grupo, entre 2018-
2019, resultaram no desenvolvimento de um sistema robusto e de baixo custo (que serve como
uma alternativa ao sequenciamento) para a identificacdo, em nivel de espécie, de carrapatos da
familia Ixodidae. O sistema é baseado na técnica de PCR-RFLP (do inglés “Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism”), utilizando um fragmento do gene
mitocondrial que codifica 0 RNA ribossomico 16S como alvo. Para facilitar o acesso a esse
sistema e promover seu uso por outros pesquisadores brasileiros, foi desenvolvida uma
ferramenta “on-line”” denominada “TickCutter”. O presente projeto visou expandir e aperfeicoar
esta ferramenta em duas frentes. Em primeiro lugar, uma nova ferramenta denominada
“COlsearcher” foi desenvolvida usando um marcador molecular alternativo, especificamente
Citocromo C Oxidase I (COl), com o intuito de resolver algumas das limitacdes associadas com
0 uso de um Unico marcador molecular. Em segundo lugar através da inclusdo de dados de
PCR-RFLP do gene 16S rDNA com as enzimas Dral e Vspl, oriundos de espécies de carrapatos
da familia Argasidae ou provenientes de novos representantes da familia Ixodidae. Um total de
35 novos padrdes de bandas foram identificados entre 363 sequéncias inéditas de 16S rDNA
procedentes de carrapatos da familia Ixodidae. Em relagdo aos carrapatos da familia Argasidae,
foram identificados 31 perfis de bandas entre as 75 sequéncias obtidas do GenBank (os quais
representaram 22 espécies de Argasideos). No entanto, sete padrdes procedentes de seis
espécies de Argasidae geraram identificacdes conflitantes com perfis derivados de alguns
carrapatos da familia Ixodidae. A nova ferramenta “COlsearcher” foi desenvolvida de modo
bastante semelhante a ferramenta “TickCutter 16S” e aproveitou de algumas das solucdes
elaboradas para a resolucdo de problemas encontrados durante o desenvolvimento do médulo
16S. No entanto, algumas modificagdes foram necessarias devido as diferencas entre os
marcadores, particularmente em termos do tamanho dos “amplicons”. O banco de dados do
novo modulo foi estabelecido com base na digestdo in silico de “amplicons” virtuais (709
nucleotideos) do gene COI com as enzimas Alul e Mbol, oriundos de espécies de carrapatos da
familia Ixodidae. Um total de 88 perfis de bandas foram registrados entre as 851 sequéncias
procedentes de 33 das 51 espécies da familia Ixodidae. Foram detectadas algumas
identificacOes conflitantes com a ferramenta “COlsearcher”, de modo similar ao notado
anteriormente com a ferramenta “TickCutter 16S”. A solugdo encontrada para resolver estes
conflitos foi a identificacdo de uma terceira enzima capaz de gerar padrdes discriminatdrios em
nivel de espécies. As modificagdes introduzidas na plataforma “TickCutter” fornecerdo maior
flexibilidade e poder discriminatdrio ao sistema de identificacdo atual e oferecera uma solucéo
para a maioria das limita¢Ges associadas ao uso de um Unico marcador molecular.

Palavras-chave: Acarologia, enzimas de restricdo, biologia molecular



ABSTRACT

MACHADO, Lucas Aguiar Rosa. Expansion and Improvement of an On-line Tool Based
on the Use of PCR-RFLP for Identification of Species Within the Genus Amblyomma
Koch, 1844 (Acari: Ixodidae). Dissertation (Master of Sciences in Veterinary Science).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

During the last 20 years, Brazilian researchers have played a leading role in efforts to improve
our knowledge of the bioecology, the presence and importance of pathogens and the dynamics
of tick populations associated with wild animals in South America. Many of these findings were
provided in the form of molecular data, principally sequencing of molecular markers amplified
using the polymerase chain reaction (PCR) technique. Research carried out by our group within
the PPGCV/UFRRJ, between 2018-2019, resulted in the development of a robust and low-cost
system (which serves as an alternative to sequencing) for the identification, at the species level,
of ticks of the Ixodidae family. The system is based on the Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism technique (PCR-RFLP), using a fragment of the
mitochondrial gene that encodes 16S ribosomal RNA as target. To facilitate access to this
system and to promote its use by other Brazilian researchers, an online tool called “TickCutter”
was developed. The present project aimed to expand and improve this tool on two fronts. Firstly,
a new tool called “COlsearcher” was developed using an alternative molecular marker,
specifically Cytochrome C Oxidase | (COI), in order to address some of the limitations
associated with the use of a single molecular marker. Secondly, through the inclusion of PCR-
RFLP data of the 16S rDNA gene with the enzymes Dral and Vspl, derived from tick species
of the Argasidae family and/or from novel representatives of the Ixodidae family. A total of 35
new banding patterns were identified among 363 previously unpublished 16S rDNA sequences
derived from ticks of the Ixodidae family. Regarding the Argasidae family of ticks, 31 banding
profiles were identified among the 75 sequences obtained from GenBank (which represented
22 Argasidae). However, it was observed that patterns derived from six species of Argasidae
generated conflicting identifications with banding profiles derived from certain species of the
Ixodidae family. The new “COlsearcher” tool was developed in a very similar manner to the
“TickCutter 16S” tool, and took advantage of some of the solutions developed to solve
problems encountered during the development of the 16S module. However, some
modifications were necessary due to the differences between the markers, particularly in terms
of the size of the amplicons. The database of the new module was established based on the in
silico digestion of virtual “amplicons” (709 nucleotides) of the COI gene, derived from tick
species of the Ixodidae family, with the enzymes Alul and Mbol. A total of 88 banding profiles
were recorded among a total of 851 sequences derived from 33 of the 51 species of the Ixodidae
family. The interspecific discriminatory power of the “COlsearcher” tool was high. However,
some conflicting identifications were detected, in a manner similar to what was previously
observed with the “TickCutter 16S” tool. The solution found to resolve these conflicts was the
identification of a third enzyme capable of generating discriminatory patterns at the species
level. It was concluded that the modifications introduced to the “TickCutter” platform will
provide greater flexibility and discriminatory power to the current identification system and
will offer a solution to most of the limitations associated with the use of a single molecular
marker.

Keywords: Acarology, Restriction enzymes, Molecular biology
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1 INTRODUCAO

A fauna de carrapatos do Brasil € composta por espécies das familias Argasidae e
Ixodidae. A familia Ixodidae é a mais numerosa e representada por espécies dos géneros
Amblyomma, Dermacentor, Ixodes, Haemaphysalis e Rhipicephalus, com a maioria dos casos
de infestacdo humana associada a carrapatos Amblyomma. As aves silvestres sdo 0s hospedeiros
primarios dos estagios imaturos (larvas e ninfas) da maioria das espécies de carrapatos
Amblyomma reconhecidas no Brasil. A auséncia de caracteristicas diferenciais claras para
espécimes imaturos (particularmente larvas) de carrapatos Amblyomma torna a identificacédo
morfoldgica tradicional em nivel de espécie desafiadora e, em muitos casos, s6 pode ser
resolvida pela analise de sequéncia de nucleotideos de marcadores moleculares mitocondriais,
como por exemplo 0 16S rDNA, 12S rDNA, subunidade 1 do gene que codifica a Citocromo C
Oxidase Subunidade I (COIl), ou nuclear como o segundo espac¢ador transcrito interno (ITS2).

As doencas transmitidas por carrapatos (DTCs) representam uma ameaga real e
crescente a saude humana e animal globalmente. Além disso, prevé-se que o tamanho e a
complexidade da ameaca aumentardo nas proximas décadas em resposta a fatores
antropogénicos, como ocorrido com a doenca de Lyme nos Estados Unidos. A capacidade de
monitorar os efeitos desses fendmenos e de responder a possiveis mudancas na bioecologia dos
carrapatos (que por sua vez podem influenciar a capacidade de adquirir e disseminar agentes
infecciosos) depende da identifica¢do correta de carrapatos a nivel de espécie. Paradoxalmente,
essa exigéncia surge em um momento em que 0 numero de especialistas em
acarologia/taxonomia tradicional esta em declinio. No entanto, recursos/ferramentas ecoldgicas
moleculares, principalmente métodos de identificacdo baseados em sequenciamento de
nucleotideos, evoluiram durante os Ultimos 20 anos para fornecer solu¢des potenciais para o
impedimento taxondmico e representam um componente essencial da pesquisa acaroldgica
moderna, incluindo as investigacdes conduzidas por pesquisadores brasileiros. Infelizmente, o
progresso no uso desses métodos estagnou em muitos paises de baixa e média renda, incluindo
o Brasil, como consequéncia de fatores como instabilidade cambial, dependéncia de reagentes
e equipamentos importados, deficiéncias de infraestrutura (falta de manutencéo e de pessoal
qualificado), e financiamento limitado para pesquisa basica sobre ameacas de doencas ainda
n&o reconhecidas. Como resultado, muitos pesquisadores brasileiros ndo tém outra op¢do a ndo
ser relatar a identificacdo de espécimes de carrapatos em nivel de género e ndo em nivel de
espécie, impossibilitando avaliar completamente seu papel como hospedeiros de patégenos
conhecidos ou emergentes e determinar a verdadeira distribuicdo geografica e gama de
hospedeiros usados pelos carrapatos.

Os pesquisadores brasileiros ndo sdo os Unicos a enfrentar essa situacdo, e um nimero
crescente de solucdes possiveis, baseadas no uso de tecnologias moleculares de menor
complexidade, tém sido propostas para permitir a identificacdo econémica e reprodutivel de
carrapatos e/ou seus patdgenos associados, sem a necessidade de sequenciamento de
nucleotideos. Em 2019 o grupo de pesquisa do Laboratdrio Multiusuario de Biologia Molecular
(LBioMol), desenvolveu e validou um protocolo com base no método de Reagdo em Cadeia da
Polimerase-Polimorfismo de Comprimento do Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP), para a
identificacdo em nivel de espécie da maioria dos carrapatos Ixodidae registrados no Brasil (DE
ABREU, 2019). Esse sistema demonstrou ser altamente eficiente e, como tal, foi empegado
como base para o desenvolvimento de um ferramenta “on-line” denominada “TickCutter”
(disponivel em https://tickcutter.wixsite.com/tickcutter), projetada por Dr. Daniel Paiva Barros
de Abreu e pelo entdo aluno de iniciagdo cientifica Lucas Aguiar Rosa Machado (atual aluno
de mestrado). Apesar de se mostrar promissor como solucdo econémica para vigilancia de
carrapatos no Brasil, o sistema ndo € livre de limitagdes. Em primeiro lugar, as sequéncias 16S
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ndo estdo disponiveis para todos os carrapatos Ixodidae registrados no Brasil. Em segundo
lugar, algumas espécies de carrapatos geram mdltiplos perfis de bandas (devido a
polimorfismos intraespecificos nos amplicons). Em terceiro lugar, algumas espécies requerem
uma terceira enzima de restricdo para garantir sua identificacdo precisa. Em quarto lugar, a
avaliacdo original da ferramenta “TickCutter” ndo incluiu sequéncias derivadas de carrapatos
da familia Argasidae. Além desses fatores, o ensaio de PCR para amplificagdo do marcador
16S rDNA usando DNA produzido a partir de carrapatos imaturos como molde foi revelado
pelo mesmo grupo de pesquisa como menos sensivel do que os ensaios que amplificam outros
marcadores, especificamente COIl e ITS2, principalmente quando os carrapatos foram
preservados em isopropanol, que é o fixador mais utilizado pelos acarologistas brasileiros para
conservacao de espécimes (VARELA, 2016).

O presente trabalho buscou expandir e refinar a ferramenta “on-line” “TickCutter”
através da atualizacdo do banco de dados de 16S da ferramenta por adi¢do de novos dados e 0
desenvolvimento de um método para identificacdo de carrapatos Amblyomma por PCR-RFLP
do marcador COI, com posterior desenvolvimento de uma ferramenta baseada no novo método
para introduzir maior flexibilidade a plataforma.

Espera-se que o metodo desenvolvido nesse trabalho servird como uma alternativa ou
complemento ao método anterior, baseado em 16S, quando a amplificacdo do marcador 16S
rDNA for insuficiente ou ausente ou quando o usuério deseja confirmar os resultados que
obteve com 16S sem recorrer ao sequenciamento molecular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 As interseccdes entre parasitologia, animais silvestres e o conceito de Satide Unica

A ciéncia veterinaria esta posicionada no centro do conceito de salde Unica, que objetiva
unificar as atividades nas areas de saude humana, animal e ambiental, resultando em solucdes
para os principais desafios a saude que o planeta esta enfrentando no presente ou podera
enfrentar em um futuro préximo (GRUETZMACHER et al., 2021; DESTOUMIEUX-
GARZON et al., 2018; COCCIA, 2022; OTRANTO; STRUBE; XIAO, 2021). Este conceito &
de extrema relevancia para o Brasil, pais que possui a maior biodiversidade do planeta, e uma
das maiores poténcias mundiais no setor agropecuario (LEMES; DE ANDRADE; LOYOLA,
2020). No entanto, verifica-se ainda taxa expressiva de doencas parasitarias e infecciosas,
muitas destas transmitidas por vetores artropodes (LEAL FILHO et al., 2018). O
desenvolvimento de solugbes para assuntos de relevancia dentro do conceito de Satide Unica
deveria ser construido com base no aprimoramento da capacidade de controle e maior
investimento em pesquisa (basica e aplicada) e inovacdo (MIRO; LOPEZ-VELEZ., 2018;
ARSHAD et al., 2021). Assim, o fornecimento das respostas envolvera aspectos sécio-politicos
(fortalecimento de colaboragGes intersetorial e intrasetorial; participacdo e mobilizacdo das
comunidades afetadas) e cientificos, incluindo reforcos na vigilancia e diagnostico associado a
avaliacdo de eficacia das intervengdes (OTRANTO; STRUBE; XIAO, 2021; MICHALON,
2020).

As principais interseccdes de Satide Unica e parasitologia dos animais silvestres incluem
zoonoses parasitarias, vetores e doencas transmitidas por vetores, doencas infecciosas
emergentes, transmissdéo de doengas em interfaces animais silvestres/animais
domeésticos/humanos, doencas negligenciadas, mudancas climaticas e seguranca alimentar
(KRECEK; RABINOWITZ; CONRAD, 2020; OLIVEIRA et al., 2021). Os pesquisadores no
campo de parasitologia da fauna silvestre aplicaram ativamente e durante muito tempo a
abordagem em Salde Unica, mesmo antes da popularizacdo do conceito (HOTEZ, 2018;
WHITE; FORESTER; CRAFT, 2018). Isto ocorreu através da forte abordagem ecoldgica as
questBes relativas a diversidade e complexidade da transmissdo de parasitos entre 0s
compartimentos hospedeiros, niveis tréficos e ambiente, juntamente com o reconhecimento dos
fatores de risco socioecondmicos vinculados a muitas doencas parasitarias negligenciadas
(HASSELL et al., 2017).

Os animais silvestres sdo frequentemente considerados dentro do contexto de salde
Unica como reservatérios de doengas emergentes que ameagam a salide humana ou a seguranca
alimentar, e ndo como habitantes importantes de um ambiente em constante mudancga e com
riscos compartilhados (BOWSHER et al., 2021). Resultando em uma visdo antropocéntrica e
unidirecional de Satde Unica (especialmente dentro da satide humana) que enfatizou o fluxo,
ou o transbordamento, de doencas infecciosas de origem animal para receptores humanos.
Conforme mostrado claramente pela pandemia COVID-19, a percepg¢édo publica de doencas
emergentes da vida selvagem, se ndo enquadradas e comunicadas de maneira adequada, pode
representar uma ameaca a conservacao da vida silvestre (YUAN et al., 2020; LU et al., 2021).
Uma melhor compreensdo dos mecanismos ecolégicos fundamentais pode surgir da aplicagdo
de métodos e conceitos da parasitologia de animais silvestres a outros problemas comuns a
salde humana, animal e do meio ambiente. Os parasitos sdo onipresentes nas populacdes de
animais silvestres, e sua presenca ndo significa necessariamente que a fauna silvestre ndo esteja
saudavel (KRECEK; RABINOWITZ; CONRAD, 2020; WHITE; FORESTER; CRAFT, 2018;
HASSELL et al., 2017). Na verdade, os parasitos podem servir como indicadores de alta
biodiversidade e relagdes tréficas intactas em ecossistemas saudaveis (JENKINS et al., 2015).
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Entender o sistema ecoldgico, bem como a estrutura social e as percepcdes de risco subjacentes,
pode ajudar a decidir quando e como agir em resposta a deteccdo de determinado parasito na
fauna silvestre (JENKINS et al., 2015, POLLEY; THOMPSON, 2015; MACHALABA et al.,
2021).

2.2 A importancia de carrapatos e as doencas transmitidas por carrapatos

Estima-se que haja no mundo mais de 850 espécies de carrapatos parasitando inimeras
espécies de animais domésticos e silvestres, inclusive o homem (DANTAS-TORRES;
CHOMEL,; OTRANTO, 2012a; DANTAS-TORRES et al., 2019). Carrapatos (Acari: Ixodidae)
sdo artropodes hemato6fagos obrigatorios de distribuicdo mundial (NAVA; GUGLIELMONE;
MANGOLD, 2009). Os carrapatos afetam humanos e animais, causando reagdes alérgicas,
danos as peles, diminuicdo da producdo animal, infecgdes secundérias e a transmissdo de
patégenos causadores de doencas (HURTADO; GIRALDO-RIOS, 2018; GRISI et al., 2014;
CALVANO et al., 2021). Os estudos sobre os carrapatos, bem como sobre os patégenos e
parasitos por eles transmitidos, podem ser divididos em trés grandes areas, a saber, carrapatos
de animais de producéo, carrapatos de animais de companhia e carrapatos de animais selvagens.
As duas primeiras areas tém uma longa histéria de pesquisa, que foi e continua a ser estimulada
pela necessidade de controlar as infestagdes como forma de reduzir os impactos negativos sobre
a salde animal e a eficiéncia produtiva (bioeconomia) incluindo impactos associados a
patdgenos e parasitos transmitidos pelos carrapatos, alguns dos quais sdo zoonéticos ou tém
potencial zoondtico (ONMAZ et al., 2013; BERMUDEZ et al., 2021; MAGNARELLI, 2009;
RIBEIRO et al., 2021; CHARLES et al., 2021; BUCZEK, A.; BUCZEK, W., 2021). Como
resultado, um corpo substancial de literatura foi gerado sobre quase todos os aspectos da
biologia desses carrapatos, suas interacdes com seus hospedeiros e métodos para o controle e
tratamento eficientes de infestacdes e, em alguns casos, das doencas transmitidas por esses
ectoparasitos (DE LA FUENTE et al., 2017; ESTRADA-PENA; DE LA FUENTE;
CABEZAS-CRUZ, 2017; VALENTE et al., 2021; CUTLER et al., 2021).

Em contraste, apesar de um progresso substancial durante os ultimos 20 anos, seria justo
afirmar que o nosso conhecimento sobre a bioecologia de carrapatos associados a animais
selvagens e seus impactos (reais e potenciais) sobre a satide de seus hospedeiros, outros animais
e humanos permanece bastante incipiente (BARBIERI et al., 2019; ESTRADA-PENA; DE LA
FUENTE; CABEZAS-CRUZ, 2017; ESTEVE-GASSENT et al., 2016; LUZ; FACCINI;
MCINTOSH, 2017; LUZ et al., 2018b; PEIXOTO et al., 2021; WIKEL, 2018; WITTER, et al.,
2016). Esta diferenca, em relacdo as outras areas de pesquisa sobre carrapatos, pode ser
atribuida a uma série de fatores, incluindo, a percepcdo equivocada de que os carrapatos
associados a vida selvagem sdo de importancia limitada economicamente ou para a salde
publica, as inerentes dificuldades associadas ao trabalho com animais selvagens e talvez o mais
importante seria a falta de comunicagdo e interacdo entre os diversos pesquisadores que
estudam os diferentes aspectos (médicos, veterinarios, acaroldgicos e ambientais) desses
parasitos e as doencas por eles transmitidas. Felizmente, o ressurgimento do conceito de saude
Unica durante a primeira década do século atual (GRUETZMACHER et al., 2021; DANTAS-
TORRES; CHOMEL; OTRANTO, 2012a; CHARLES et al., 2021; PASCUCCI et al., 2022),
comegou a mostrar que a execucao de pesquisas basicas sobre esses carrapatos associados aos
animais silvestres ¢ de fundamental importancia em termos de saude animal, humana e
ambiental (CHARLES et al., 2021; PASCUCCI et al., 2022; SPRONG; BRAKS, 2016).

A importancia dos carrapatos associados a vida selvagem em relacdo aos fatores
identificados acima, e o valor de aplicar o conceito de salde Unica ao estudar estes parasitos,
pode provavelmente ser melhor demonstrada usando o exemplo de carrapatos do género Ixodes
como vetores de bactérias do género Borrelia, principalmente da espécie Borrelia burgdorferi

4



(o agente etiologico da doenca de Lyme) em varias regides do mundo. Os primeiros 51 casos
da doenga de Lyme, foram registrados em 1976, na regido conhecida como “The Lyme”, em
Connecticut, estado localizado no nordeste dos Estados Unidos da América (EUA) (STEERE
et al., 2004). Uma conexdo entre picadas de carrapato e o desenvolvimento da doenca foi
rapidamente estabelecida, e Borrelia burgdorferi foi identificada em 1982 (BURGDORFER et
al., 1982). O principal vetor da bactéria é o Ixodes scapularis, comumente conhecido como o
carrapato de patas pretas dos cervideos (QIU et al., 2002). Além de transmitir B. burgdorferi,
essa espécie de carrapato também pode transmitir os agentes da babesiose humana (Babesia
microti) e da erliquiose (Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma phagocytophila e Anaplasma
phagocytophilum) (SCHULZE et al., 2005). Os centros de controle de doencas (CDC) passaram
a realizar o acompanhamento dos casos da doenca em 1985, época em que foi classificada como
de notificacdo obrigatoria. Durante as décadas subsequentes, 0 nimero de casos confirmados
da doenca de Lyme identificados anualmente, por programas de vigilancia nacionais
padronizados, aumentou para um nivel de 30.000 tornando-a a doenca transmitida por vetor
mais prevalente no pais (BISANZIO et al., 2020). No entanto, o CDC declarou que o valor de
30.000 ndo reflete fielmente todos os casos de doenca de Lyme diagnosticados anualmente nos
Estados Unidos e, usando dados de fontes alternativas, eles estimam que o nimero real de casos
da doenca de Lyme é de aproximadamente 476.000 por ano (KUGELER et al., 2021).

Em termos de impactos econdmicos, um estudo conduzido pela Escola de Satude Publica
Johns Hopkins Bloomberg estimou que a doenca de Lyme custa ao sistema de saude dos EUA
entre US $ 712 milhdes e US $ 1,3 bilhdo por ano - ou quase US $ 3.000 por paciente em média
(ADRION et al., 2015).

O progresso na compreensdo, mas nao no controle desta doenca, foi alcangado por meio
da colaboracdo de pesquisadores de areas distintas (SPRONG; BRAKS, 2016). Assim,
microbiologistas identificaram e caracterizaram o agente causador, cientistas médicos fizeram
progressos no sentido de compreender as complexidades do processo da doenga, veterinarios
da vida selvagem e bidlogos demonstraram como a doenca é mantida na natureza e seus
esforcos combinados mostraram como a distribuicdo desta doenca se expandiu, e continua a
expandir de seu foco original no nordeste dos EUA, para incluir toda a costa leste dos EUA
(EDDENS et al., 2019). Ecologistas contribuiram demonstrando que o surgimento original da
doenca de Lyme em Connecticut foi atribuido principalmente a mudancas no uso da terra
(STEERE et al., 2004). Ou seja, a terra que antes era usada para agricultura tornou-se
reflorestada e cada vez mais desenvolvida para uso residencial nos subdrbios. Essas mudancas
favorecem a expansé@o do habitat que sustenta os carrapatos e a vida selvagem e, portanto, a
transmissao de doencas transmitidas por carrapatos de animais silvestres para pessoas em areas
residenciais e entre aqueles que trabalham ou se divertem ao ar livre. Pesquisas produzidas por
ecologistas moleculares e bidlogos evolutivos determinaram que a bactéria da doenca de Lyme
é antiga na América do Norte, circulando silenciosamente nas florestas por pelo menos 60.000
anos - muito antes de a doenca ser descrita pela primeira vez, em 1976 e muito antes da chegada
de humanos (WALTER et al., 2017). A descoberta mostra que a epidemia da doenca de Lyme
em curso ndo foi desencadeada por uma introducdo recente da bactéria ou uma mudanca
evolutiva - como uma mutacao que tornou a bactéria mais facilmente transmissivel. Esta ligada
a transformacdo ecologica de grande parte da América do Norte. Especificamente, a
fragmentacéo das florestas e a explosdo populacional de cervideos no século passado criaram
as condicOes ideais para a propagacao de carrapatos e desencadearam esta epidemia continua
(MACDONALD; LARSEN.; PLANTINGA, 2019; Levi et al., 2012).

Relatos de doencas transmitidas por carrapatos (DTCs) vem aumentando mundialmente
e h& uma clara necessidade de mais estudos envolvendo projetos de pesquisa bésica, com o
intuito de melhorar a nossa compreensao da bioecologia, biogeografia, genética de populacdes
e capacidade destes artropodes de atuarem como vetores de patogenos (KASHKYNBAYEYV;
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KOPTLEUOVA, 2020; WISELY; GLASS, 2019; MURGIA et al., 2019). A aquisicdo destas
informacdes é um pré-requisito para o desenvolvimento de programas para o controle de DTCs
(KADING et al., 2018; PLEY et al., 2021). Apesar da abundancia global de seres humanos e
sua presenca em uma variedade de climas e condigdes ecoldgicas, estes ndo atuam como
reservatdrios para DTCs (PAROLA; RAOULT, 2001). Estas doencas diferem da epidemiologia
de algumas das doencgas humanas transmitidas por dipteros vetores, como a maléaria. As DTCs
de seres humanos, séo tipicamente o resultado de uma violagdo dos habitats (antropizacdo de
biomas) onde circulam reservatorios (animais silvestres) e os carrapatos vetores (OGDEN;
MECHAI; MARGOS, 2013; DE LA FUENTE et al., 2017; GILBERT, 2021). As DTCs de
seres humanos, animais de producéo e animais de companhia, podem sobrepor-se, e alguns
agentes, tais como Borrelia burgdorferi e Anaplasma phagocytophilum sdo capazes de infectar
hospedeiros pertencentes a mais do que uma destas categorias, apesar de todos os agentes
zoondticos transmitidos por carrapatos serem associados originalmente com reservatorios
silvestres (TSAOQ et al., 2021; ESPINAZE et al., 2018).

Durante os ultimos 20 anos, pesquisadores brasileiros, desempenharam um papel de
lideranca nos esforcos para melhorar o nosso conhecimento da bioecologia, a presenca de
patdgenos e a dinamica das populacfes de carrapatos associados com animais silvestres na
Ameérica do Sul (LABRUNA, et al., 2004; LABRUNA et al., 2005a; LABRUNA, et al., 2007;
LABRUNA, etal., 2009a; LABRUNA, etal., 2016; HORTA, et al., 2006; DANTAS-TORRES,
et al.,, 2012b; LUZ et al., 2012; LUZ et al., 2018a; BARROS-BATTESTI, et al., 2015;
LUGARINI, et al., 2015; MARTINS, et al., 2016; BITENCOURTH et al., 2019; VALENTE
et al., 2020). No entanto, as informag6es em relacdo a ocorréncia de patdgenos transmitidas por
carrapatos associados com mamiferos e aves silvestres, ainda deve ser considerada limitadas
(LUZ, H; FACCINI; MCINTOSH, 2017; ZERINGOTA et al., 2017; BARBIERI, et al., 2019;
PACHECO et al., 2021). A fauna de carrapatos do Brasil € composta por 76 espécies
reconhecidas, 25 da familia Argasidae e 51 da familia Ixodidae, das quais 6 (7,9%) foram
relatadas desde 2019 (DANTAS-TORRES et al., 2019; MARTINS et al., 2019, ONOFRIO et
al., 2020; MUNOZ-LEAL et al., 2020; MUNOZ-LEAL et al., 2021). A familia Ixodidae é
representada por espécies dos géneros Amblyomma, Dermacentor, Ixodes, Haemaphysalis e
Rhipicephalus, com a maioria dos casos de infestacdo humana associada a carrapatos
Amblyomma que utilizam animais selvagens como hospedeiros (WIKEL, 2018; WITTER, et
al., 2016). O género Amblyomma é o mais numeroso, com 33 espécies (DANTAS-TORRES et
al., 2019; MARTINS et al., 2019). Do ponto de vista para medicina humana, o género
Amblyomma é considerado o mais importante da América do Sul, onde as doencas humanas
causadas por agentes transmitidas por carrapatos, especificamente, Rickettsia rickettsii, R.
parkeri (sensu strito) e Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica, sdo transmitidas através de
espécies ixodideos do género Amblyomma (LABRUNA et al., 2011a, 2011b; NIERI-BASTOS
etal., 2013; KRAWCZAK et al., 2016). Este género também é reconhecido como o hospedeiro
da maioria (15/16) dos membros do género Rickettsia reconhecidos no Brasil, muitos dos quais
sdo de patogenicidade indeterminada para animais e humanos (SANTOLIN; FAMADAS;
MCINTOSH, 2013; PEIXOTO et al., 2021). Os membros deste género parasitam uma ampla
gama de hospedeiros, onde os adultos tém preferéncia pela ordem Mammalia enquanto aves
silvestres séo parasitadas, principalmente, por larvas e ninfas de Amblyomma sp., raramente por
Amblyomma adultos (BARROS-BATTESTI et al., 2006; OGRZEWALSKA et al., 2008;
DANTAS-TORRES et al.,, 2019). Anfibios e répteis, em menor escala, também s&o
reconhecidos como hospedeiros de algumas espécies de Amblyomma sp. (DANTAS-TORRES
etal., 2019). Naregido neotropical, este género representa um importante e emergente problema
de saude publica, dado a alta prevaléncia de casos de parasitismo em humanos e pelo
comprovado potencial como vetores de transmissdo de agentes infecciosos (DIAS et al., 2020;
BORSOI et al.,2019; RECK et al 2018). Evidentemente, a adequada identificacdo das espécies
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de Amblyomma envolvidas, ou com potencial de serem envolvidos, em problemas de Salde
Publica e animal é crucial para melhorar 0 nosso entendimento e para o desenvolvimento de
estratégias para controle de DTCs.

2.3 A importancia da biologia molecular no estudo de carrapatos e as DTCs

Tradicionalmente, os carrapatos do género Amblyomma sdo identificados através da
avaliacdo de caracteristicas morfologicas empregando a chave de Martins et al. (2010), para
ninfas e a chave de Barros-Battesti, Arzua e Bechara (2006), para adultos. No entanto, a
identificacdo das espécies com base em dados morfologicos muitas vezes é dificil,
particularmente no caso das ninfas, mas também quando as amostras de adultos estdo
fisicamente danificadas. Além disso, até 0 momento, ndo existe uma chave para larvas deste
género. Durante as Ultimas décadas, estudos que envolveram a identificagdo de carrapatos vém
mostrando uma crescente tendéncia em incorporar analises moleculares, principalmente ensaios
baseados na técnica de ‘“Polymerase Chain Reaction” (PCR) em combinagdo com o
sequenciamento de “amplicons”, utilizando um ntimero limitado de sequéncias mitocondriais
e/ou nucleares para complementar e estender os achados morfolégicos (LABRUNA et al.,
2005b; LV et al., 2014a; LUZ et al., 2017; LUZ et al., 2018a; MARTINS et al., 2019). Os
marcadores moleculares mais amplamente utilizados s&o os genes mitocondriais que codificam
a grande (16S) e a pequena (12S) subunidades do RNA ribossomal (WANG et al., 2019).
Enquanto o gene mitocondrial que codifica a Citocromo C Oxidase Subunidade | (COI), vem
surgindo como um marcador adicional (LV et al., 2014a; LV et al., 2014b; LUZ et al., 2018b;
FELIPE et al., 2021). As sequéncias nucleares incluem o gene que codifica a subunidade
pequena (18S) de RNA ribossomal (rRNA), e a regido do segundo espacador interno transcrito
do DNA ribossémico (ITS2) (LV et al., 2014b; ABOUELHASSAN et al., 2019). A
contribuicdo desses dados tem sido substancial e, em alguns casos, desempenharam um papel
central na solugéo de problemas taxondmicos importantes, incluindo a correta identificacdo de
Amblyomma latepunctatum, que mesmo na fase adulta era frequentemente identificado,
erroneamente, como Amblyomma incisum ou Amblyomma scalpturatum (LABRUNA et al.,
2005b). Dados moleculares também foram indispensaveis para chegar a identificacdo da
espécie Amblyomma yucumense, que € restrita ao sul do Brasil e a Argentina e que
frequentemente foi confundido com a espécie Amblyomma dubitatum (KRAWCZAK et al.,
2015; LAMATTINA et al., 2018). No entanto, talvez 0o exemplo mais claro de como a
identificacdo imprecisa das espécies pode levar a conclusdes erradas em relacdo a biologia dos
carrapatos, foi a descoberta de que Amblyomma cajennense, a espécie mais amplamente
estudada na América Latina, €, de fato, um complexo de seis espécies; A. cajennense sensu
stricto (s.s.), Amblyomma interandinum, Amblyomma mixtum, Amblyomma patinoi,
Amblyomma sculptum, e Amblyomma tonelliae. Trés deles, A. interandinum, A. patinoi, e A.
tonelliae, representam novas espécies, enquanto A. mixtum e A. sculptum foram redescritas.
Esta conclusdo foi alcangada através de uma combinacdo de experimentos biologicos
(cruzamento entre carrapatos oriundos de varias regides do Brasil e Argentina), a analise de
multiplas sequéncias e uma profunda reavaliacdo dos aspectos morfologicos (NAVA et al.,
2014).

A mais nova adicdo ao género Amblyomma é a espécie A. romarioi, descrita em 2019
empregando a combinacdo de métodos morfoldgicos tradicionais e moleculares por
pesquisadores da Universidade de Sao Paulo (USP) e da UFRRJ (MARTINS et al., 2019). Esta
espécie é filogeneticamente relacionada as espécies A. geayi, A. longirostre e A. parkeri (LUZ
et al.,, 2017; MARTINS et al., 2019). Os estagios imaturos de A. romarioi infestam aves
silvestres no sudeste do pais, com estudos demonstrando que esta espécie até entdo néo
caracterizada, é na realidade a segunda espécie de carrapato mais abundante em termos de
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infestacdo de aves no bioma Mata Atléantica, sendo superado apenas por A. longirostre (LUZ et
al., 2017; ZERINGOTA et al., 2017). Embora inicialmente identificadas infestando aves
silvestres, ninfas foram posteriormente detectadas infestando primatas ndo humanos
(MARTINS et al., 2019). E importante ressaltar que a maioria das amostras coletadas até o
momento foram infectadas com agentes rickettsiais pertencentes ao grupo da febre maculosa,
especificamente R. rhipicephali (LUZ et al., 2017; ZERINGOTA et al., 2016) e Candidatus
“Rickettsia paranaensis” (PECKLE et al., 2019). A elucidagdo desses fatos so6 foi possivel
através da aplicacdo de métodos moleculares para a determinacdo da identificacdo em nivel de
espécie de todas as larvas e ninfas coletadas nas aves e para a detecgdo e caracterizagdo das
bactérias Rickettsia. E pertinente observar que, antes da publicacio desses estudos, a maioria
dos levantamentos de carrapatos de aves silvestres realizados no Brasil relatou identificagdes
em nivel de espécie para apenas um numero limitado (5 a 25%), dos espécimes coletados
(TOLESANO-PASCOLI et al., 2010; OGRZEWALSKA et al., 2011; MATURANO et al.,
2015), com a maioria relatada como Amblyomma spp. As razdes para isso foram essencialmente
financeiras, como serd discutido em mais detalhes adiante. No entanto, esta claro que, na
auséncia de identificacdo em nivel de espécie, as informacdes que poderiam ter sido derivadas
desses levantamentos eram limitadas e claramente subestimavam a diversidade de espécies de
carrapatos associadas a aves silvestres no Brasil (LUZ et al., 2017).

Apesar dos avangos conseguidos até 0 momento, ainda existe uma série de barreiras que
impedem que as técnicas moleculares se tornem a abordagem padrdo para a identificacdo de
carrapatos associados a animais silvestres no Brasil. O primeiro obstaculo é o acesso a uma
infraestrutura em termos de equipamentos e pessoal qualificado para executar estas técnicas. A
segunda barreira se refere ao elevado custo associado com a utilizacdo de servigos de
sequenciamento de DNA como um método para identificacdo. A questdo de custo também deve
ser considerada no contexto de estudos de campo, onde grandes quantidades (centenas a
milhares) de carrapatos imaturos podem ser obtidas em uma unica coleta. O terceiro obstaculo,
e possivelmente o que mais dificulta o uso de técnicas moleculares rotineiramente, é a
insuficiéncia em termos das sequéncias de referéncia depositadas em bancos de dados publicos
para comparacao e analise.

Por um lado, € correto afirmar que ha uma caréncia mundial de técnicos e profissionais
treinados em taxonomia de carrapatos, sendo este impedimento taxonémico, acentuado nos
paises da América Latina, o que explica, pelo menos em parte, a dificuldade existente na
obtencgéo de informagdes a respeito da distribuicao de carrapatos e de seus hospedeiros na regido
Neotropical (ENGEL et al., 2021). Por outro lado, a biologia molecular tem o potencial de
fornecer um sistema operacional que permita uma classificacdo rapida e eficiente desses
organismos, para que se possa compreender a situacdo taxondémica dos carrapatos e dos
patdgenos por eles transmitidos (LUZ et al., 2017). No entanto, para cumprir esse potencial,
pesquisas basicas adicionais serdo necessarias para superar os obstaculos que estdo bloqueando
o0 desenvolvimento e a ampla aplicacao destas tecnologias.

2.4 Estratégias para a aplicacdo de métodos moleculares ao estudo de carrapatos e DTCs

Prever o surgimento de ameacas zoonoticas, incluindo doencas transmitidas por
carrapatos (DTCs), requer programas de vigilancia coordenados e validados capazes de detectar
padrdes na prevaléncia e distribuicdo dos patogenos e vetores (MADER et al., 2021;
FRYXELL; VOGT, 2010). Conforme notado anteriormente em relagdo aos carrapatos, a
compreensdo das DTCs no Brasil vem sendo aprimorada através da aplicacdo de técnicas
moleculares (PCR e sequenciamento) que permitem a caracterizacdo ao nivel de espécie de
vetores e patogenos (MCINTOSH et al., 2015; LUZ et al., 2017; DE ABREU et al., 2019;
PECKLE et al., 2019; BINETRUY et al., 2020; WECK et al., 2020; PEIXOTO et al., 2021;
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MONTANEZ-GONZALEZ et al., 2021). Porém, seria justo afirmar que o potencial da
vigilancia molecular de DTCs no Brasil esta subdesenvolvido devido a colaboracdo limitada
entre grupos de pesquisa, a auséncia de metodologias padronizadas e ao elevado custo de
pesquisas que empregam sequenciamento em larga escala (FACCINI et al., 2020; FACCINI-
MARTINEZ et al., 2021). Tais pesquisas ndo s3o viaveis para a maioria dos pesquisadores
brasileiros no atual clima de austeridade financeira, que provavelmente persistira como
consequéncia da pandemia COVID-19 (FACCINI et al., 2020; MIGUEL et al., 2021,
PEIXOTO et al., 2021).

As doencas transmitidas por carrapatos, incluindo as zoonoses, ndo podem ser
efetivamente compreendidas sem o conhecimento da relacao parasito-hospedeiro (HEMMING-
SCHROEDER et al., 2018; R1ZZOLI et al., 2019; SWEI et al., 2020). No entanto, para gerar
tais informac0es, € necessario primeiro identificar com precisao os carrapatos coletados nestes
hospedeiros (LV et al., 2014b; ABOUELHASSAN et al., 2019; FELIPE et al., 2021). Avancos
significativos na nossa compreensao da biologia, ecologia e distribuicdo dos carrapatos do
género Amblyomma e o0s agentes patogénicos transmitidos por eles no Brasil foram
consolidados na ultima década (LABRUNA, et al., 2007; LABRUNA, et al., 2016; LUZ, et al.,
2012; LUZ, etal., 2018b; BARROS-BATTESTI, et al., 2015; BORSOl et al., 2019; VALENTE
et al., 2020; WECK et al., 20202; PEIXOTO et al., 2021). No entanto, muitas lacunas sobre a
compreensdo da relagdo parasito-hospedeiro das espécies deste género ainda existem, como
consequéncia da ocorréncia da diversidade de ecétopos que caracterizam os cinco biomas que
constituem o territério nacional. Portanto, € evidente que o continuado progresso neste campo
ird depender de novas técnicas para identificacdo das populacdes de carrapatos, de preferéncia
técnicas de baixo custo.

A evolucdo da biologia molecular, como um conjunto de métodos e abordagens para 0
estudo de doencas e patdgenos em nivel de DNA, RNA e proteina, tem sido muita rapida nos
Gltimos 20 anos (VAN HOLDE; ZLATANOVA, 2018). Melhorias e avancos na engenharia,
nanotecnologia e as ciéncias de computacdo forneceram as ferramentas necessarias
(sequenciamento de préxima geracdo, por exemplo), para revelar a maquinaria molecular em
niveis considerados impossiveis a pouco tempo atras (BURIAN et al., 2021; DEROCLES et
al., 2018). Os avancos obtidos através da aplicacdo destas tecnologias de alta sofisticacdo
(denominado “high tech”) ao estudo de doencas humanas e animais, incluindo a fauna silvestre,
vem sendo amplamente documentados na literatura cientifica internacional (D’HUMIERES et
al., 2021; MALLA et al., 2019). Além disso, o potencial das abordagens “high-tech” para
resolver problemas importantes em Satde Unica, principalmente nas areas de monitoramento
e diagnostico das doencas infeciosas e parasitarias, tem sido enaltecido por seus proponentes
(GHOSH; FISHER; BATES, 2018; AARESTRUP; BONTEN; KOOPMANS, 2021; KIM,;
CHA, 2021). No entanto, a execucdo de pesquisas que empregam tais tecnologias apresenta
custos elevados ndo somente em termos dos investimentos iniciais dos equipamentos, mas
também na manutencdo de infraestrutura, compra de reagentes importados e pagamento de
salarios para o pessoal altamente qualificado, necessario para efetivamente realizar pesquisas
com base nessas técnicas (HOTRON et al., 2018; RIZAL., 2020).

A evolugdo humana ndo acompanhou o mesmo ritmo das técnicas empregadas em
biologia molecular, e estd se tornando cada vez mais evidente para a comunidade biomédica
que sera muito dificil, pelo menos em curto e médio prazo, analisar e efetivamente interpretar
a enorme quantidade de informagao produzida pelas abordagens “high-tech”. Tal fator limita a
transformacdo destes dados em solucGes efetivas para os inimeros desafios & saude humana
e/ou animal, especificamente no Brasil dos dias atuais (FRISCHTAK, 2019; MAGNUSSON et
al., 2018; FACCINI et al., 2020). Assim, os parasitologistas brasileiros podem optar pelo uso
de tecnologias sofisticadas, na tentativa de manter suas investigacfes tdo atuais quanto as
pesquisas executadas em outras regides do mundo ou, alternativamente, podem maximizar seus

9



esforgos atraves do uso de metodologias moleculares de menor complexidade (denominados
“low-tech”), porém com reconhecido grau elevado de reprodutibilidade. Na condigdo fiscal
atual e futura, a segunda opgao parece ser a mais sensata. Contudo, ndo é recomendado ignorar
totalmente as abordagens e oportunidades associadas a métodos “high-tech”. Assim, ¢
recomendavel a manutencdo dos esforgos para monitorar de perto o progresso alcangando,
identificando os avangos que podem ser implementados para aprimorar as metodologias “low-
tech” empregadas para geracdo de dados com maior robustez, relevancia e validade
(GRENINGER AL. 2018).

A evolucdo é geralmente vista como um processo positivo que leva a melhorias na
aptiddo e desenvolvimento das espécies. No entanto, este ndo é sempre o caso. E valido, as
vezes, dar um passo para tras e revisar os sistemas mais simples ja existentes. Parasitologistas
brasileiros que trabalham com carrapatos ndo estdo sozinhos nesta situagéo e, nos ultimos anos,
uma série de possiveis solugdes foram propostas para permitir a identificagcdo reprodutivel em
nivel de espécie em média a grande escala de diferentes artropodes (incluindo carrapatos) e seus
patdgenos associados (ALMAZAN et al., 2020; THOMPSON et al., 2020; DE ABREU et al.,
2019; KATO et al., 2019; SHAIKEVICH; BOGACHEVA; GANUSHKINA, 2019). Tais
abordagens, invariavelmente, empregam técnicas moleculares de baixo custo com
complexidade reduzida, que sdo baseadas na existéncia de polimorfismos de sequéncia dentro
dos mesmos produtos de PCR usados para o sequenciamento de nucleotideos. Tais
polimorfismos podem ser explorados usando géis de acrilamida desnaturante (Eletroforese em
Gel de Gradiente Desnaturante - “Denaturing Gradient Gel Electrophoresis” - DGGE),
fluorometria (Analise de Temperatura de Fusdo de Alta Resolucdo - “High Resolution Melt
Analysis” - HRM) ou digestdo de amplicons com endonucleases de restricdo seguida por
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida (Analise de polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricao de reacdo em cadeia da polimerase - PCR-RFLP), para gerar padrdes de
bandas diferenciais (THOMPSON et al., 2020; RAHIMI et al., 2019).

Estas técnicas foram amplamente experimentadas, testadas e avaliadas como eficazes
no passado, mas ndo sdo vistas de maneira tdo positiva por muitos pesquisadores, devido a falta
de conhecimento acerca de seu potencial e a percepgéo, equivocada, de que elas sdo inferiores
a tecnologias de ponta. Conforme mostrado via uma série de publicacdes, esses métodos podem
e estdo sendo usados para fazer contribuicdes significativas para varios aspectos da pesquisa
parasitolégica moderna, incluindo, genotipagem de protozoarios (OHIOLEI et al., 2021;
BUDDHACHAT et al., 2020), helmintos (SKORPIKOVA et al., 2020; RAHIMI et al., 2019)
e vetores artropodes de doencas zoonéticas (MONTANEZ-GONZALEZ et al., 2021;
ALMAZAN et al., 2020; THOMPSON et al., 2020; DE ABREU et al., 2019; SHAIKEVICH;
BOGACHEVA; GANUSHKINA, 2019), investigacbes de mecanismos de resisténcia
(ZUCCHERATO et al.,, 2018) e também ao estudo das microbiotas desses parasitos
(SINNATHAMBY et al., 2018). No entanto, € evidente que tais métodos continuam a ser cada
vez menos empregados, particularmente por grupos de pesquisa no mundo desenvolvido.
Contudo, a mudanca de paradigma serd apenas possivel se formos capazes de formar
pesquisadores com a habilidade de abordar problemas cientificos questionando a razéo da
pesquisa em questdo, ao invés de focar quase exclusivamente na metodologia cientifica
empregada para alcancar a resposta a ser obtida.

O projeto atual visa dar continuidade a pesquisas investigando carrapatos de animais
silvestres, através do desenvolvimento, aplicacdo e validacdo de um método molecular
considerado “low-tech”. Especificamente, a técnica de PCR-RFLP, para aperfeicoar um sistema
inovador e econdmico, denominado “TickCutter”, para a identificagcdo diferencial em nivel de
espécies de carrapatos associados as aves silvestres brasileiras. Nossa equipe de pesquisa tem
desenvolvido investigacGes nessas areas por quase uma década (SANTOLIN; FAMADAS;
MCINTOSH, 2013; ZERINGOTA et al., 2017; LUZ et al., 2017; DE ABREU et al., 2019) e
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antes da atual crise financeira, nossas pesquisas dependiam cada vez mais do uso de abordagens,
consideradas relativamente “high-tech”, que atualmente sdo invidveis. Alternativamente a
reducdo de nossas atividades nessa area, a crise econdmica foi enxergada como uma
oportunidade para ampliar e tornar as nossas atividades de pesquisa ainda mais relevantes.

2.5 PCR-RFLP e o sistema “TickCutter” como método alternativo ou complementar ao
uso de sequenciamento para a identificagdo de carrapatos no Brasil

A técnica de PCR-RFLP se baseia na digestao de fragmentos de DNA amplificados por
PCR, através de endonucleases de restricdo que geram uma serie de fragmentos de diferentes
tamanhos, que ocorrem como resultado de mutagdes em sequéncias dos sitios de restricdo, a
aquisicdo ou a delecédo dos sitios de reconhecimento, ou insercdes e exclusdes nas sequéncias
entre os sitios de reconhecimento (BRETTSCHNEIDER,1998). Os fragmentos de DNA sao
separados por eletroforese em gel (agarose ou poliacrilamida) e a imagem do gel € gravada
digitalmente para posterior anélise dos padrdes de bandas (SNOWDON; LANGSDORF, 1998).
O método basico de PCR-RFLP requer um grau de treinamento limitado, utiliza equipamentos
(termocicladores, cubos de eletroforese em gel de agarose e foto-documentadores) encontrados
na maioria dos laboratdrios que empregam métodos moleculares e € considerado de alto custo-
beneficio (IGAWA et al.,, 2019; MONTANEZ-GONZALEZ et al., 2019; SANTOLIN;
FAMADAS; MCINTOSH, 2013).

Vale a pena salientar mais uma vez que a questdo de custo € um grande obstaculo a
implementacdo de sequenciamento como a técnica de primeira escolha para identificacdo de
carrapatos no Brasil e outros paises na América Latina. Infelizmente, este impedimento ganha
cada vez mais importancia devido a instabilidade do délar americano (GUZMAN; OCAMPO;
STIGLITZ, 2018). Neste contexto, a maioria dos reagentes sdo importados dos EUA e sofreram
aumentos de aproximadamente 40% nos ultimos cinco anos, uma realidade que esta em
contraste direto com a dos pesquisadores do mundo desenvolvido, onde o0s custos de
sequenciamento tém diminuido continuamente na Gltima década (JEGATHISAWARAN et al.,
2020). Esta diferenca poderia exercer um impacto limitado no caso de estudos que analisam um
pequeno numero de carrapatos, ou uma Unica espécie associada com animais domeésticos. No
entanto, no caso dos carrapatos imaturos recuperados de animais silvestres, ndo € incomum
trabalhar com hospedeiros infestados com mais de uma espécie de carrapatos ou ainda,
diferentes variantes genéticas (hapl6tipos), da mesma espécie de carrapato recuperados do
mesmo individuo (LUZ et al., 2017; FECCHIO et al., 2020; PACHECO et al., 2021). O custo
da identificacdo, baseada no sequenciamento, de uma amostragem de apenas 100 carrapatos,
(examinado um unico gene, onde um minimo de duas rea¢fes € necessario para assegurar uma
analise precisa das duas cadeias de cada fragmento), tem um custo atual de R$ 5.000,00 a
7.000,00. Estendendo este exemplo para o caso de um levantamento de um ano, com coletas
mensais, 0 custo associado com a andlise de 1200 carrapatos seria R$ 60.000,00 a 84.000,00.

O conhecimento sobre as ameagas a salde humana e animal por DTCs no Brasil,
incluindo doencas emergentes oriundas de animais silvestres, é fragmentado e concentrado no
formato de artigos cientificos, dissertacdes e teses, que geralmente fornecem dados descritivos
obtidos em pesquisas de curta duracdo. Muitos estudos empregam analise baseada em
sequenciamento de apenas uma por¢do limitada dos carrapatos coletados e/ou patégenos sob
investigacdo (OGRZEWALSKA etal., 2011; MATURANO etal., 2015; WITTER et al., 2016).
Apesar de contribuir quantitativamente para a producéo cientifica do pais e qualitativamente
por meio da geracédo de capital humano, fica evidente que o atual modelo de investigar este
importante topico é insustentavel, gera lacunas de conhecimento e tem falhado em grande parte
em produzir avangos conceituais em nossa compreensao de DTCs.
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Em 2019, nosso grupo de pesquisa relatou o desenvolvimento e execugcdo de uma
validacao preliminar de um protocolo de PCR-RFLP para a identificagdo em nivel de espécie
da maioria dos carrapatos da familia Ixodidae registrados no Brasil (apresentado na tese de
doutorado de Dr. Daniel Paiva Barros de Abreu - PPGCV/UFRRJ). Este método baseia-se no
uso de duas enzimas de restricdo (Dral e Vspl), para digerir fragmentos gerados por PCR (de
aproximadamente 460 pb) do gene que codifica 0 RNA ribossémico 16S (DE ABREU, 2019).
Esse sistema demonstrou ser altamente eficiente para a identificacdo das espécies de carrapatos
Amblyomma coletados de aves silvestres na Mata Atlantica (DE ABREU, 2019). No entanto,
tornou-se evidente para nosso grupo de pesquisa, com base nas previsdes para o futuro do
modelo tradicional de publicacéo cientifica (STERN; O’SHEA, 2019; TENNANT, 2018) e 0
movimento crescente em diregdo a digitalizacdo da educacdo cientifica e da pesquisa
(POGORELOVA; EFIMOVA, 2020) que, apesar das Obvias vantagens associadas a
metodologia PCR-RFLP, seria improvavel que ela fosse adotada por outros grupos de pesquisa
caso fosse simplesmente apresentada no formato de uma publicacdo cientifica tradicional
revisada por pares.

Como resultado dessa percepc¢do, a decisdo foi tomada para tentar transformar o método
béasico de PCR-RFLP no componente central de uma ferramenta online, denominado
“TickCutter”, projetada pelo entdo aluno de doutorado Daniel Paiva Barros de Abreu e pelo
entdo aluno de iniciacdo cientifica Lucas Aguiar Rosa Machado. Uma motivacédo adicional para
investir nesta abordagem pouco convencional, foi a necessidade de constante atualizacdo dos
protocolos PCR-RFLP formulados para identificacdo de carrapatos ixodideos em virtude da
obtencdo de novos dados moleculares ou descricdo de novas espécies. Assim, a ferramenta on-
line “TickCutter” foi desenvolvida com o intuito de facilitar a implementagéo das metodologias
de PCR-RFLP previamente desenvolvidas, para oferecer um meio para a atualizacdo continua
e para compartilhar os dados existentes e novos de maneiras que serdo inerentemente
impossiveis e ineficazes usando o caminho tradicional das publicacBes cientificas. A
hospedagem de forum on-line em “TickCutter” possibilita ainda o contato ¢ debate entre
profissionais e académicos que atuam na area de ixodologia no Brasil (DE ABREU, 2019). A
aplicabilidade da ferramenta de busca e tutorias foi comprovada a partir da analise voluntaria
de dez usuérios, executada em trés rodadas e com subsequente aprimoramento da plataforma
ao final de cada etapa (DE ABREU, 2019). Desta forma, a ferramenta on-line desenvolvida
garante ndo somente a sobrevivéncia dos protocolos moleculares desenvolvidos e sua
implementacdo por diferentes grupos de pesquisa, mas também a possibilidade de formacao de
uma rede de parcerias que, através de medidas estratégicas seria capaz de elaborar abordagens
eficazes para o controle de doencgas transmitidas por carrapatos no Brasil.

Evidentemente, este sistema inovador e promissor ndo € livre de limitagbes. Em
primeiro lugar, as sequéncias 16S ndo estdo disponiveis para todos os carrapatos da familia
Ixodidae registrados no Brasil e na sua versao original ndo foram incluidos dados referentes as
espécies de carrapatos que pertencem a familia Argasidae. Em segundo lugar, algumas espécies
de carrapatos geram multiplos perfis de bandas (devido a polimorfismos intraespecificos nos
“amplicons”). Em terceiro lugar algumas espécies requerem avali¢do através de digestdo com
uma terceira enzima de restri¢cdo para garantir sua identificagdo precisa. Além desses fatores, 0
ensaio de PCR para amplificacdo do marcador 16S é conhecido por ser menos sensivel do que
0s ensaios que amplificam outros marcadores, especificamente COl e ITS2 (VARELA, 2016).
Geralmente, isso ndo € um problema quando trabalhando com adultos ou quando as amostras
de formas imaturas foram conservadas através de congelamento ou em RNALater™, no
entanto, pode se tornar uma limitacdo ao trabalhar com amostras de larvas e ninfas preservadas
em isopropanol (VARELA, 2016). Nesse contexto, observou-se que a amplificacdo eficiente
do alvo 16S a partir desse tipo de material pode ser dificil ou (em muitos casos) impossivel,
sem o uso de métodos caros de extracdo de DNA (como kits comerciais, por exemplo). Em
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contraste, os marcadores COl e ITS podem frequentemente ser amplificados a partir de material
preservado em isopropanol (VARELA, 2016).

Apesar de oferecer uma alternativa ao sequenciamento como o meio principal de
identificacdo de carrapatos, 0 metodo PCR-RFLP e o sistema “TickCutter” sdo inerentemente
dependentes do sequenciamento para fornecer as informacbes basicas necessarias para
interpretar padrbes de bandas e alcancar identificacbes em nivel de espécie.
Surpreendentemente, dada a importancia deste género, os dados moleculares disponiveis para
as especies Amblyomma identificadas no Brasil podem ser considerados limitados. Um
levantamento das sequéncias depositadas no banco de dados “GenBank” (produzido e mantido
pelo Centro Nacional de InformagGes sobre Biotecnologia (NCBI)), para as 33 espécies de
Amblyomma descritas para o Brasil, demonstrou que para as sequéncias de 16S rDNA, existe
um total de 635 registros depositados para 32 das 33 espécies (a Unica exce¢do sendo A. pictum).
Infelizmente, o nUmero de sequéncias depositadas para cada espécie é altamente variavel, com
muitas espécies representadas por menos de 3 sequéncias, enquanto outras, incluindo A. parvum
e A. ovale, séo representadas por dezenas de sequéncias.

Em contraste, os conjuntos de sequéncias para os marcadores ITS2 e COl, estdo muito
longe de ser completos. No momento de iniciar o projeto, foi observado que sequéncias de ITS2
foram depositadas no GenBank para 18 das 33 espécies de Amblyomma, engquanto apenas 11
espécies tiveram sequencias depositados para COl. Este nimero de espécies aumentou para 15
quando sequéncias depositadas no banco de dados “Barcode of Life (BOLD)” foram
consideradas, mas, mesmo assim, este valor representou menos de 50% das espécies de
Amblyomma encontrados no Brasil. Ao longo do projeto, o nUmero de sequéncias depositadas
em bancos de dados publicos para ambos os marcadores aumentou. No caso do marcador ITS,
um estudo realizado por pesquisadores franceses relatou as sequéncias de cinco espécies de
Amblyomma coletadas na Guiana Francesa (BINETRUY et al., 2020), aumentando para 23 o
numero de espécies representadas no GenBank. O mesmo grupo de pesquisadores, também
depositou véarias sequéncias para o marcador COI derivado de diversas espécies de Amblyomma
e outros géneros de carrapatos como componente de um levantamento da Ixodofauna da Guiana
Francesa (BINETRUY et al., 2019). Em contraste, uma Unica nova sequéncia para carrapatos
brasileiros (A. romitii) foi depositada por nosso grupo de pesquisa em 2021. No entanto, a
inclusdo de sequéncias inéditas geradas pelo nosso grupo de pesquisa no inicio do projeto, antes
das restri¢cGes impostas pela pandemia COVID-19, forneceu dados de sequéncias para um total
de 27 das 33 espécies de Amblyomma reconhecidas no Brasil.

As dificuldades na obtencdo de sequéncias, além do 16S rDNA mitocondrial para
carrapatos brasileiros e sul-americanos, quase certamente refletem o fato de que os estudos
moleculares iniciais realizados nos primeiros 15 anos do século XXI foram realizados por um
namero limitado de pesquisadores, principalmente o grupo do Professor Marcelo Labruna da
USP (GUGLIELMONE et al., 2003; LABRUNA et al., 2009b; NAVA et al., 2010; MARTINS
et al., 2019; ONOFRIO et al., 2020), e se basearam quase que exclusivamente na analise de
sequéncia por volta de 460 pb do gene que codifica 0 16S rRNA, com um fragmento de 340 pb
da sequéncia 12S rDNA, utilizado como o principal marcador secundario.

Como consequéncia da escolha dos marcadores feita pelos investigadores pioneiros,
0s estudos subsequentes foram essencialmente obrigados a utilizar os mesmos marcadores para
permitir comparag6es entre os seus dados e os disponiveis nas bases de dados publicas. Esta
situacdo tambem foi observada em outras regibes do globo, onde as sequéncias 16S séo
comumente usadas como o marcador primario para identificacdo de carrapatos. Curiosamente,
apesar do uso esporadico tanto do marcador ITS quanto de COI em alguns estudos (LUZ et al.,
2018; LABRUNA et al., 2005b), nenhum estudo foi publicado na América Latina para
determinar a possibilidade e/ou o potencial valor do uso de marcadores alternativos.
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Hebert et al. (2003) e Moritz; Cicero; Godfray (2004) sugeriram o0 uso e analise do
fragmento 5' do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI), como codigo de
barras de DNA. A iniciativa do codigo de barras de DNA foi bem recebida pela comunidade
cientifica devido a conectividade e linguagem comum das sequéncias de DNA, permitindo que
pesquisadores em todo o mundo avangassem na taxonomia e estudos sistematicos de varios
grupos de organismos, incluindo vetores de doengas, de insetos e parasitos, incluindo
carrapatos, flebotomineos e mosquitos (BEEBE, 2018; FILIPE et al., 2021; SOUSA-PAULA
et al., 2021; GUTIERREZ et al., 2021). O fragmento 5’ de COI ¢ considerado uma excelente
ferramenta para o estudo de insetos e artrépodes de importancia médica (ROSLIN et al., 2022;
RUENCHIT, 2021). No entanto, as complicacfes associadas ao uso desse marcador incluem o
potencial de amplificacdo de sequéncias nucleares de origem mitocondrial (NUMTS) e de
endossimbiontes (RUENCHIT, 2021; ONDREJICKA et al., 2014).

Pesquisadores chineses publicaram dois estudos (LV et al., 2014a; LV et al., 2014b),
comparando o uso de COI, 16S, ITS2 e 12S como marcadores primarios para identificacdo de
carrapatos em nivel de espécie e demonstraram claramente a utilidade do marcador COI.
Achados semelhantes foram posteriormente relatados por pesquisadores portugueses (FELIPE
et al., 2021). No entanto, € importante notar que os estudos chineses demonstraram que a
padronizacdo da metodologia era necessaria para cada grupo estudado, e que a amplificacdo
bem-sucedida do marcador COI de algumas espécies de carrapatos s6 poderia ser alcancada
usando uma combinag¢ao de diferentes “primers” e protocolos de termociclagem. Achados
semelhantes foram relatados no estudo de carrapatos na Guiana Francesa (BINETRUY et al.,
2019). Em conjunto, é possivel que as dificuldades citadas acima tenham servido para dissuadir
muitos pesquisadores sul-americanos de usar 0 marcador COI em seus estudos.

Apesar do baixo uso do marcador COI, planejou-se a expansao de “TickCutter” a partir
do uso desse marcador para identificacdo de ixodideos brasileiros.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Levantamento de Sequéncias COl

A analise foi iniciada pela aquisicdo de sequéncias depositadas em bancos de dados
publicos (GenBank (CLARK et al., 2016) e BOLD (RATNASINGHAM & HEBERT, 2007),
disponiveis em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ e http://www.boldsystems.org/
respectivamente) ou utilizando sequéncias inéditas geradas por nosso grupo de pesquisa.

As sequéncias buscadas se limitaram inicialmente a sequéncias do marcador molecular
Citocromo C Oxidase Subunidade | (COI) de carrapatos Amblyomma presentes no Brasil
(DANTAS-TORRES et al., 2019; MARTINS et al., 2019) e posteriormente foi expandido para
incluir sequéncias depositadas para representantes dos géneros Dermacentor, Haemaphysalis,
Ixodes e Rhipicephalus documentados no Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2019; MARTINS
etal., 2019, LABRUNA et al., 2020; ONOFRIO et al., 2020).

As sequéncias foram baixadas no formato FASTA e usadas para produzir “amplicons”
virtuais de 709 pares de bases (pb), através da inclusdo das sequéncias dos “primers”
empregados nos ensaios de PCR, nos terminais 3'e 5'.

Para fins de documentagdo, foram registradas as seguintes informacdes (quando
disponiveis) para cada sequéncia; nimero de acesso, espécie, pais de origem e tamanho em
pares de bases (pb). A maioria das sequéncias teve seu pais de origem informado, entretanto
em casos em que essa informacdo nédo foi fornecida a origem foi inferida a partir do titulo do
artigo informado pelos responsaveis do deposito e em casos quando isso ndo foi possivel o pais
de origem foi considerado “ndo informado”. Algumas sequéncias foram depositadas nos dois
bancos de dados, sempre que esse fendmeno foi observado as informagdes foram registradas
empregando as informacdes do GenBank.

Sequéncias adicionais, ndo depositadas em bancos de dados publicos, pertencentes ao
Laborat6rio Multiusuario de Biologia Molecular (LBioMol) do Departamento de Parasitologia
Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro foram incluidas no estudo. Nestes
casos, 0 codigo interno do isolado foi usado no lugar do nimero de acesso.

Com o intuito de diferenciar o médulo baseado na analise das sequéncias COI da
ferramenta “TickCutter” a nova ferramenta foi denominada “COlsearcher”, enquanto a antiga
ferramenta passou a ser chamada “TickCutter 16S”.

3.2 Digestdes enzimaticas in silico das sequéncias COI

A busca por enzimas de restri¢do envolveu a digestao in silico das sequéncias utilizando
0 “software” “on-line” gratuito NEBcutter V 2.0 (VINCZE; POSFAI & ROBERTS, 2003),
disponivel em http://nc2.neb.com/NEBcutter2/. As sequéncias foram inseridas no programa e
uma lista das enzimas capazes de digerir cada “amplicon” virtual foi produzida e analisada
manualmente para identificar enzimas com potencial de identificacdo interespecifica. A selecdo
de enzimas para analises in vitro foi baseada nos seguintes critérios: baixo custo por unidade
da enzima; presenca de pelo menos um sitio de clivagem no maior nimero possivel de espécies
de carrapatos; producédo de pelo menos um fragmento de digestdo com tamanho minimo de 100
pb, 0 que permitiria a discriminacéo interespecifica usando eletroforese em geis de agarose.
Portanto, a digestdo in silico resultou na escolha de duas enzimas de restri¢cdo, com cada amostra
sendo digerida duas vezes, uma por cada enzima.

Apos escolha das enzimas de restricdo a serem usadas pelo modulo foi necessario
realizar a padronizagdo do tamanho do fragmento de COI e criagdo dos “amplicons” para as
proximas etapas. Para isso foi wusado o par de “primers” LepF (5°-
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ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3’) e LepR (5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAA
AATCA-3’) desenvolvido para lepidopteros, resultando em um fragmento de 658 pb sem as
sequencias dos “primers” (HAJIBABAEI et al., 2006).

No entanto, & importante notar que muitas das sequéncias disponiveis nos bancos de
dados também careciam de alguns nucleotideos nas suas extremidades. No caso de sequéncias
de 658 pb, que faltaram apenas a regido do “primer”, foi possivel produzir “amplicons” virtuais
completos simplesmente adicionando 0s nucleotideos correspondentes aos “primers” nas
extremidades 3' e 5'. No entanto, as sequéncias menores de 658 pb exigiram ajustes adicionais,
que foram realizados dependendo da disponibilidade de sequéncias completas para
representantes da mesma espécie ou, em casos extremos, espécies filogeneticamente
relacionadas (por exemplo, Amblyomma tigrinum completado com Amblyomma triste). Esses
ajustes foram feitos nos programas Sequencher ou MEGA X (KUMAR et al., 2018), disponivel
em https://www.megasoftware.net/.

O Sequencher foi usado da seguinte forma: quando disponivel um minimo de duas
sequéncias de 658 pb foram alinhadas para produzir uma sequéncia de consenso. Em seguida,
os nucleotideos correspondentes aos “primers” foram adicionados a sequéncia de consenso para
produzir um “amplicon” virtual de 709 pb. As sequéncias menores que 658 pb foram
subsequentemente alinhadas individualmente com o “amplicon” virtual e oS nucleotideos
ausentes foram adicionados para produzir “amplicons” virtuais completos.

Apds unido das sequéncias de COI da mesma espécie em um Unico arquivo no formato
FASTA esse foi aberto no programa MEGA X, logo ap6s as sequéncias foram alinhadas usando
a opcao “Align DNA” no botao “Align selected by codons using the Clustal W algorithm”, sem
alterar os parametros oferecidos. Depois do alinhamento foi feita uma busca pelo sitio de
restrigdo das enzimas através do botdo “Find motif sequence” do programa, buscando-se um
sitio por vez. Apds comparacdo da posicdo dos sitios nas sequéncias da espécie, foram
separadas amostras da mesma espécie com sitios na mesma posicédo, resultando em um grupo
de digestdo. Os grupos foram nomeados com as trés, em alguns casos quatro, primeiras letras
do epiteto especifico da espécie seguido de uma letra maiuscula para Alul e nimero para Mbol,
sendo essas duas as enzimas escolhidas anteriormente.

Os grupos de digestdo formados para Alul foram entdo unidos com os grupos de digestao
para Mbol da mesma sequéncia, formando o grupo final de digestdo nomeado pela parte do
epiteto especifico seguido de numero e depois letra. Desse modo, uma sequéncia de A.
longirostre do grupo Lonl e do grupo LonA pertence ao grupo final LonlA. Foram entéo
escolhidas sequéncias representantes para cada grupo de digestao final.

Apo0s essa etapa cada um dos representantes foi digerido in silico com as enzimas
escolhidas através de NEBcutter e o tamanho dos fragmentos gerados foram salvos para
posterior analise.

Algumas sequéncias de diversas espécies originadas da Guiana Francesa possuem 658
pb, entretanto possuem 5 nucleotideos do “primer forward” no inicio das sequéncias. Ao alinhar
essas sequéncias no MEGA X com outras € possivel ver o trecho do “primer” que ndo alinha
com as outras sequéncias e esse trecho de 5 pb é idéntico aos ultimos 5 pb do “primer forward”
de Hajibabaei et al. (2006). Em casos que houve outras sequéncias de 658 pb da mesma espécie
as sequéncias representantes de grupos finais que contém trecho do “primer” receberam 5 pb
de outra sequéncia e receberam o “primer forward” sem 5 pb finais. Quando ndo havia outras
sequéncias esses representantes receberam o “primer forward” completo sem nenhuma adicédo
de outra sequéncia.

3.3 Inser¢ao de “COlsearcher” no “website” “TickCutter”
O “website” “TickCutter”, foi criado pela equipe do laboratorio (LBioMol) entre 2018
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a 2019 e pode ser acessado em https://tickcutter.wixsite.com/tickcutter. Este “site” foi projetado
para oferecer uma serie de recursos, incluindo: um repositorio de espécies brasileiras de
ixodideos; um forum; a ferramenta “TickCutter 16S” para fornecer identificagdo em nivel de
espécie de carrapatos da familia Ixodidae com base no uso de perfis de digestdo de restricdo de
“amplicons” do 16S rDNA; tutoriais para facilitar o uso da ferramenta (DE ABREU, 2019).

A ferramenta para COI, nomeada “COlsearcher”, ¢ baseada em “TickCutter 16S”,
usando seu cddigo fonte e 0 modo de organizagdo de seu banco de dados como inspiracao.
Ambas as ferramentas funcionam ao filtrar um banco de dados usando critérios inseridos pelo
usuério, exibindo o resultado em uma tabela.

Durante a criagdo do banco de dados de “COlsearcher” as bandas formadas pela
digestéo de cada grupo com Alul e Mbol foram divididas em faixas de detec¢do de acordo com
as usadas em “TickCutter 16S” (DE ABREU, 2019). Essas faixas possuem a casa das unidades
ocultadas por um “X” e englobam uma dezena, com cada banda recebendo duas faixas, uma de
tamanho aproximado e outra de tamanho abaixo (DE ABREU, 2019). Desse modo, uma banda
de 243 pb possui as faixas de deteccdo 25X-24X e 24X-23X. Entretanto, bandas terminadas em
7, 8 ou 9 sdo consideradas como tendo uma casa decimal maior que a realidade (DE ABREU,
2019), assim uma banda de 247 pb possui as faixas 26X-25X e 25X-24X. Devido ao alvo
molecular ser diferente entre “COlsearcher” e “TickCutter 16S”, duas mudangas foram feitas
nas faixas de deteccdo. Bandas de 500 pb ou maiores foram agrupadas na faixa “>=50X" e
bandas menores que 50 pb ou inexistentes foram agrupadas na faixa “<05X ou Nao possui”. O
agrupamento de bandas inexistentes junto com bandas pequenas foi criado pelo Doutor Daniel
Paiva Barros de Abreu para “TickCutter 16S”, apesar do agrupamento ser diferente entre as
ferramentas (dado ndo publicado) e possui 0 propdsito de prevenir possiveis casos de
identificacdo errbnea causada por bandas muito apagadas ou que sairam do gel devido a um
tempo de corrida ou voltagem excessivos.

Cada grupo final de digestdo foi adicionado ao banco de dados de “COlsearcher”,
nomeado “COI”, que contém colunas com o nome do grupo, nome da espécie, nome do género,
lista de bandas da digestdo com Alul, lista de bandas com Mbol, faixas de deteccdo das trés
primeiras bandas de Alul e faixa das trés primeiras bandas de Mbol. As trés primeiras bandas
de cada enzima sdo as trés primeiras bandas a aparecer no gel de agarose de cima para baixo,
ou seja, as trés maiores bandas. A decisdo de utilizar trés bandas por enzima ocorreu em
primeiro momento para padronizar “COlsearcher” com a ferramenta “TickCutter 16S”, que
utiliza trés bandas por enzima (DE ABREU, 2019).

Entretanto, bandas sobrepostas foram consideradas uma Gnica banda, para isso, quando
bandas in silico possuiam uma diferenca de 9 pb ou menos apenas a maior banda foi
considerada, do mesmo modo que na ferramenta “TickCutter 16S”. Essa ideia foi criada pelo
Doutor Daniel Paiva Barros de Abreu (dado ndo publicado) e adotada para o novo médulo por
facilitar o uso da ferramenta por pessoas com pouca experiéncia com interpretacdo de géis, pois
estas podem ndo perceber a presenca de bandas duplas durante a analise.

Para reduzir a falha de identificacdo devido a formacéo de bandas duplas, as bandas de
COI com diferenca entre 10 e 19 pb foram consideradas tanto como a mesma banda como
bandas diferentes, assim como na ferramenta “TickCutter 16S”. Essa ideia também € de autoria
do Doutor Daniel Paiva Barros de Abreu (dado ndo publicado). Desse modo a segunda banda
visualizada no gel que possui uma diferenca entre esses valores com a primeira banda é inserida
tanto na coluna de primeira banda quanto na coluna de segunda banda. Por consequéncia a
terceira banda passa a ocupar a segunda coluna e também a terceira coluna. Essa medida deixa
a ferramenta menos precisa, mas permite maior margem de erro devido a pouca separacao de
bandas que possa ocorrer.

Apds criacdo do banco de dados a pagina hospedando “COlsearcher” foi criada. Nessa
pagina foi adicionado o tutorial para uso da ferramenta, semelhante ao presente na pagina de

17


https://tickcutter.wixsite.com/tickcutter

“TickCutter 16S”, apesar dessa versdo ser modificada para se adequar as diferengas entre as
ferramentas. Foi adicionado também uma tabela, dois botdes e seis menus do tipo “dropdown”,
0 mesmo tipo de menu visivel no topo do “site” oficial da UFRRJ. Trés dos menus permitem a
escolha dos tamanhos das trés primeiras bandas de Alul, sendo um menu para cada banda.
Outros trés permitem o mesmo, mas para Mbol. Esses tamanhos sdo escritos do mesmo modo
que nas faixas de detecg¢do, tendo a casa das unidades ocultada por um “X”. Um dos botdes foi
nomeado “Identificar” e o outro “Limpar”. O primeiro inicia a busca na ferramenta e o segundo
apaga o resultado e limpa os campos de busca. Por ultimo também foi adicionado instrucfes do
que fazer caso ndo seja possivel identificar um exemplar com a ferramenta.

A possibilidade de escolher os tamanhos através de opcOes pré-definidas nos menus
“dropdown” em oposi¢do a digitagdo se deve a melhor padronizagdo associada com esse tipo
de entrada, que serviu para evitar variagdes pela introducdo manual dos dados pelos usuarios.
Assim, ndo seria necessario cogitar as diferentes formas (ex. “9X” ou “09X” para “09X”), que
0s usuarios podem utilizar na hora de adicionar dados. Outras vantagens associadas com esta
mudanca no formato incluiram uma redugdo no tempo necessario para atualizacdo do banco de
dados e a reducdo na quantidade de informacdo depositada no banco de dados, o que serviu
para deixar o mesmo mais leve. A tabela é conectada ao banco de dados, permitindo que ela
exiba parte ou todo o conteudo deste, enquanto cada “dropdown” é conectado a apenas uma
coluna do banco de dados.

Para criacdo do codigo, escrito em JavaScript, que permite o funcionamento de
“COlsearcher” foi necessario inserir no topo do cédigo a fungdo “import wixData from "wix-
data"”, necessaria para trabalhar com bancos de dados no codigo. Em seguida foram
adicionados dois eventos, um para cada botdo. Esses eventos sdo “export function
button# click(event) {}”, em que “#” se refere ao nimero do botdo, algo que todo botdo no
Wix possui e o codigo referente ao evento é escrito dentro das chaves.

O evento do botdo de identificagdo foi feito com “wixData.query” do banco de dados
COl, esse recurso permite definir o termo de um “dropdown” a ser pesquisado na respectiva
coluna através de “.contains("Coluna", $w("Dropdown").value)” para cada “dropdown”, logo
apos ¢ inserido “.find()” para correr o filtro usando os termos definidos previamente e
finalmente “.then(res = $w("Tabela").rows = res.items;});” para atualizar a tabela e mostrar
apenas os itens encontrados que possuem os termos desejados.

O evento do botéo de limpar foi feito com uma copia do evento anterior, com o adicional
de termos genéricos, como “primeira banda”, definidos antes de “wixData.query” através de
“$w('#Dropdown').value = "Termo"”. Desse modo, ao clicar no botdo é feito uma busca usando
esses termos, que mostram todos os itens presentes no banco de dados.

Durante as analises das digestfes in vitro, uma dificuldade foi identificada para
efetivamente visualizar bandas menores que 100 pb nos géis de agarose. Com o intuito de
reduzir o impacto deste fendmeno foi adicionado posteriormente um agrupamento de tamanhos
de bandas menores que 100 pb ¢ bandas inexistentes nos menus “dropdown”. Como resultado,
0 banco de dados e 0s menus estabelecidos previamente tiveram que ser atualizados. Portanto,
nas colunas com bandas menores que 100 pb, incluindo bandas inexistentes, o valor “<10X”
foi incluido ¢ os menus foram modificados com a inser¢do da opgdo “<10X ou Nao possui”.
Deve se notar que essa hova opg¢ao ndo substitui 0 agrupamento anterior menor que 50 pb, uma
vez que as duas opcdes existem simultaneamente. No entanto, foi considerado que esta
modificacdo ira aumentar a probabilidade que um usuario obterd um resultado correto, apesar
de menor precisdo, caso o0 gel possua bandas apagadas ou de dificil interpretacéo.

Para solucionar um problema presente em “TickCutter 16S” e “COlsearcher”” de mostrar
os resultados fora de ordem alfabética foi adicionado “.ascending()” antes de
“.contains("Coluna", $w("Dropdown").value)” no codigo das duas ferramentas, pois esse
comando serve para ordenar os dados de uma coluna especifica determinada entre os parénteses.
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Com o intuito de avaliar a funcionalidade ¢ acessibilidade do tutorial de “COlIsearcher”
um teste foi executado usando um voluntario leigo, especificamente um aluno com graduacéo
em andamento, mas sem graduagdo e/ou pds-graduacdo nas areas de ciéncias bioldgicas e/ou
agrarias. O voluntario foi fornecido com uma descric¢do dos elementos que se encontram dentro
da plataforma junto com acesso da penultima versdo do tutorial. Subsequentemente o
voluntario foi entrevistado para avaliar a sua capacidade de explicar o funcionamento da
ferramenta e para fornecer uma explicacdo do uso do sistema que seria compreensivel para
possiveis usuarios com pouco ou nada de experiéncia na area de biologia molecular. As
informac0es obtidas através deste processo foram utilizadas para corrigir aspectos do tutorial
que foram considerados ambiguos. Desse modo, espera-se que um tutorial compreensivel por
um leigo seja facilmente compreendido pelo publico alvo de “COlsearcher”.

Buscando confirmar a correta insercdo dos dados das sequéncias em “COlsearcher” os
grupos de digestdo inseridos nas primeiras versdes do banco de dados passaram por verificagéo.
A verificacdo ocorreu a partir de insercdo de bandas geradas in silico por NEBcutter na
ferramenta. Foram feitas trés simulagfes, uma apenas com a digestdo por Alul, outra apenas
com a digestdo por Mbol e a terceira com a digestao de ambas as enzimas. Foram considerados
acertos quando o resultado mostrado na tabela de “COlsearcher” possuia apenas a espécie da
amostra. Por outro lado, foram considerados erros quando o resultado ndo possuia a espécie da
amostra ou a possuia, mas mostrava também outras espécies.

3.4 AvaliacOes executadas com dados geradas por digestdo in vitro

As duas ferramentas foram projetadas para serem usadas por pesquisadores que buscam
identificar seus espécimes por meio da analise de padrdes de bandas gerados a partir da digestdo
de “amplicons’ in vitro. No caso da ferramenta “TickCutter 16S”, a valida¢do do processo de
identificacdo foi realizada sistematicamente em duas etapas (DE ABREU, 2019). No momento
de iniciar o presente estudo, a mesma estratégia de duas etapas foi planejada para a validacdo
da ferramenta baseada no marcador COI. Infelizmente, em decorréncia das limitacGes impostas
ao acesso a infraestrutura do LBioMol, em resposta ao COVID-19, ndo foi possivel realizar a
extensa analise in vitro necessaria para validar o sistema.

Sendo assim, a andlise in vitro limitou-se ao exame de um relativamente pequeno
numero de “amplicons” digeridos com as duas enzimas (Alul e Mbol), que haviam sido
identificadas por analise de digestdo in silico. No entanto, uma série de deficiéncias, tanto
guantitativas quanto qualitativas, no conjunto de dados in silico, juntamente com a incapacidade
de realizar analises adicionais, significaram que a avaliacdo realizada dos dados in vitro foi
essencialmente preliminar. Na tentativa de contornar essas limitagdes e transforma-las em uma
oportunidade de pesquisa, focou-se na execucdo de uma analise comparativa detalhada dos
métodos utilizados para avaliar e determinar os dados do padréo de bandas.

Primeiro foi necessario preparar o material de teste, para isso, amostras de DNA
mantidas na Colegdo de Acidos Nucléicos de Artrépodes do LBioMol/DPA/UFRRJ, foram
empregadas como molde no PCR para ampliacdo do marcador COI. A identificacdo de cada
DNA foi registrada no momento de sua inclusdo na coleta, por meio do sequenciamento de
“amplicons” de 16S rDNA e em alguns casos COI. Representantes, das seguintes espécies de
carrapatos foram incluidos na presente validagdo; A. aureolatum, A. auricularium, A.
brasiliense, A. cajennense sensu stricto, A. calcaratum, A. coelebs, A. dubitatum, A. geayi, A.
humerale, A. longirostre, A. naponense, A. nodosum, A. oblongoguttatum, A. ovale, A. parkeri,
A. parvum, A. romarioi, A. romitii, A. sculptum, A. triste, A. tigrinum, A. varium, D. nitens, H.
leporispalustris, Ixodes spp. oriundo de ave, R. microplus e R. sanguineus.

A producdo de “amplicons” para posterior digestdo foi realizada empregando os
“primers” LepF/LepR desenvolvido originalmente para “barcoding” de lepiddpteros, com a
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geracdo de produto esperado de 709 pb (HAJIBABAEI et al., 2006). As reacdes de PCR (25
ul), contiveram 2,5 pl de Tampdo (10X) Platinum Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher

Scientific, Brasil), 2,5 mM MgCI2, 200 uM dNTPs, 10 picomoles de cada “primer”, 0,5 U de
Platinum Tag DNA Polymerase e 2 pl de DNA molde, como relatado por Varela (2016). O
protocolo usado para amplificagdo foi 0 mesmo relatado por Varela (2016); Ativacdo de Taq a
95°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos constituidos por: Desnaturacdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 54°C por 20 segundos e extensdo a 72°C por 20 segundo. O processo
terminou depois de uma extenséo final a 72°C por 5 minutos. Em todas as reag0es, dilui¢oes
seriadas (1:10, 1:100 e 1:1000) de controle positivo quantificados de Amblyomma longirostre
foram utilizadas para garantir o limite de detec¢do de cada PCR, fornecendo um meio para
assegurar a reprodutibilidade dos ensaios. Adicionalmente, incorporou-se ainda dois controles
negativos, onde o DNA molde foi substituido pela mesma quantidade de H,O ultrapura. Uma
das amostras negativas foi preparada em ambiente livre de DNA, onde os “Master-mixes” para
cada reacdo de PCR foram confeccionadas e distribuidas. O segundo controle negativo foi
finalizado juntamente com a adicdo de DNA molde em cada microtubo de reacédo, do lado
externo da cabine de preparo. Desta forma, seria possivel detectar casos de contaminagéo
durante o processo de preparacdo da reacdo de PCR, desconsiderando os resultados entdo
obtidos, e implementando medidas corretivas.

Para andlise da amplificacdo resultante, um total de 5 pl do produto final de cada
amostra foi submetido a eletroforese em gel de agarose (1,5%), utilizando o tampao de corrida
Tris- Acetato EDTA (TAE) (0,5x = 20 mM Tris base; 10 mM é&cido acético; 0,5 mM EDTA —
pH 8,0), em voltagem constante de 5 VV/cm, durante 40 min. A determinacdo dos tamanhos do
produto foi feita atraves da comparacdo visual com marcadores de peso molecular (GeneRuler
50 bp DNA Ladder, produto # SMO0371, Thermo Scientific). Os géis foram corados por
submersao em solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/ml), observados e digitalmente registrados
em transiluminador. O volume sobressalente de cada reacao foi estocado a -20 °C para analises
moleculares posteriores.

As reacfes monoenzimaticas para clivagem de produtos de amplificagdo de COI
previamente obtidos utilizando as enzimas escolhidas ocorreu em um volume final de 12 pl,
contendo de 4 a 9 pl do produto de PCR a ser clivado, de acordo com a qualidade da amplificacdo
e intensidade da banda resultante em analise prévia, 1,2 pl do tamp&o de reacdo enzimatica
proprio para cada enzima, 1,2 U da enzima de restri¢do selecionada e 1,2 pl de soro albumina
bovina (0,1 mg/ml), com posterior adicdo de H,O ultrapura para alcancar o volume final
desejado. As reagbes foram incubadas a 37 °C durante 3 h. Os padrdes de PCR-RFLP
resultantes ap6s a digestdo foram avaliados por eletroforese em quatro géis de agarose 2,5%
com tampéo de corrida Tris-Borato EDTA (TBE) (44,5 mM Tris base; 44,5 mM borato; 1 mM
EDTA — pH 8,0), em voltagem constante de 5 V/cm, durante 120 min. O procedimento de
coloracdo e registro dos géis ocorreu como descrito previamente para avaliacdo dos produtos
de PCR. Objetivando melhor predicdo do tamanho nos fragmentos resultantes, a analise
comparativa foi feita com o auxilio de marcadores de peso molecular (Synapse 50bp ladder
M1041 e LGC biotec 100 bp ladder).

Esse conjunto de géis possui 51 amostras digeridas in vitro com Alul divididas em dois
geéis e as mesmas 51 amostras digeridas com Mbol em mais dois géis. Cada gel também
incorporou um “amplicon” de controle ndo digerido de 709 pb, gerado usando DNA de A.
longirostre como molde. Os tamanhos dos fragmentos digeridos foram avaliados por
comparacdo com bandas de mobilidade conhecida, usando uma variedade de abordagens em
diferentes periodos e quantidade de padr&es disponiveis no banco de dados de “COlsearcher”,
conforme descrito abaixo.

A avaliacdo inicial foi feita por meio do programa GelAnalyzer 2010a disponivel em
http://gelanalyzer.com/index.html. (LAZAR JUNIOR, I. & LAZAR, 1., 2010), empregando 0s
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marcadores de peso molecular como pardmetro para a calibragdo do software e posterior
predicdo dos tamanhos de fragmentos visualizados. Este é 0 método recomendado para uso com
o modulo “TickCutter 16S” e as medi¢des seguiram as instrugdes fornecidas no tutorial para
uso de GelAnalyzer 2010a (DE ABREU, 2019) disponivel, com imagens, em “TickCutter” na
aba “Tutoriais” e op¢do “GelAnalyzer 2010a” ou também acessivel diretamente em
https://tickcutter.wixsite.com/tickcutter/interpretacao-do-gel. Entretanto, a etapa 6 do tutorial
(comparacgdo das amostras de teste com perfis de bandas gerados por espécies conhecidas de
carrapatos) néo foi seguida, por ser opcional. Devido ao numero limitado de sequéncias de COI
(e consequentemente o numero de perfis de bandas previstos) disponiveis na versao do banco
de dados do mddulo “COlsearcher” testado nessa fase, apenas 37 das 51 amostras puderam ser
avaliadas. Os tamanhos estimados pelo GelAnalyzer, em comparagdo com as bandas nos
marcadores de peso molecular, foram inseridos na ferramenta “COlsearcher para identifica¢do
das espécies.

Com o intuito de aperfeicoar os resultados do teste anterior uma segunda analise com
GelAnalyzer foi executada com base no tutorial, entretanto, foi utilizado a etapa 6 do tutorial,
para correcdo de possivel distor¢do nos géis. As bandas usadas para a correcdo foram as trés
primeiras de A. romarioi e trés primeiras de A. nodosum. Esse teste examinou as mesmas 37
amostras. Novamente os tamanhos apontados pelo programa foram inseridos na ferramenta
“COlsearcher” para identifica¢ao.

Uma terceira avaliacdo dos geis foi efetuada manualmente com auxilio do programa
PowerPoint. Essa estratégia foi incluida como alternativa ao programa GelAnalyzer no médulo
“TickCutter 16S” (DE ABREU, 2019). Mais uma vez, a analise seguiu as instrucdes fornecidas
no tutorial Powerpoint fornecido na ferramenta “TickCutter 16S”. Esse se encontra na aba
“Tutoriais” e opcao “Analise Manual”, acessivel diretamente em
https://tickcutter.wixsite.com/tickcutter/analise-manual.

Uma quarta avaliacdo dos padrbes de bandas gerados in vitro novamente empregou o
programa GelAnalyzer de acordo com o tutorial presente no “website”. Porém usando apenas
0 “ladder” de 50 pb em cada gel e sem utilizar o passo opcional. Além disso, esta avaliacdo
utilizou apenas as duas bandas maiores geradas para cada enzima, marcando na ferramenta a
opcdo “Todos os tamanhos” no “dropdown” na terceira banda.

Pensando na possibilidade de os marcadores moleculares migrarem mais rapido que as
amostras testes e isso causar problemas na medicgéo das bandas, decidiu-se realizar uma quinta
avaliacdo, sem comparacdo com as bandas dos marcadores. Assim, no lugar dos marcadores
foram empregadas amostras com os tamanhos das bandas conhecido (uma vez que essas tém
sido sequenciados no LBioMol). Especificamente foram escolhidas as maiores e menores
bandas das amostras 24 e 28 (de A. romarioi e A. oblongoguttatum, respectivamente). Nessa
analise 43 das 51 amostras foram incluidas na andlise devido a adi¢do de novas sequéncias e
perfis de bandas no conjunto de dados "COlsearcher". Apds o programa calcular os tamanhos
esses foram inseridos em “COlsearcher” como anteriormente.

3.5 Escolha de Terceira Enzima de Restricao

Com base nos resultados da anélise de gel in vitro, observou-se que algumas amostras
n&o puderam ser identificadas com seguranca no nivel de espécie usando o sistema enzimatico
duplo devido a geracgéo de perfis de bandas altamente semelhantes entre duas ou, em algumas
ocasides, trés espécies distintas. O uso de uma terceira enzima de restricdo como solugéo para
esse tipo de conflito, j& havia sido empregado em um ndmero limitado de casos no modulo
“TickCutter 16S” (DE ABREU, 2019).

Para definir quais grupos finais de digestao e suas espécies formam conjuntos todos os
grupos foram organizados em duas planilhas, uma para Alul e outra para Mbol, em ordem
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decrescente de tamanho das bandas de Alul. A organizacdo utilizou essa enzima pois € a que
possui maior variacdo de tamanho de bandas, o que permite achar mais rapidamente
semelhangas entre os grupos. A procura por padrdes semelhantes envolveu separar uma coluna
da planilha para cada tamanho oferecido para o usuario escolher em “COlsearcher” e marcar
para cada grupo todas as colunas com tamanhos iguais ou acima da opg¢do “10X” que o grupo
possui no banco de dados. Com as planilhas prontas foi comparado manualmente a planilha de
Alul e os grupos finais das diferentes espécies que foram considerados muito semelhantes foram
anotados para serem comparados posteriormente na planilha de Mbol. Ap6s comparacédo na
segunda planilha os grupos gerando perfis conflitantes foram anotados para identificar uma
possivel terceira enzima capaz de resolver os conflitos.

Por questdes de praticidade e limitagdes de recursos, as enzimas de restricdo examinadas
ja se encontram disponiveis nos estoques do LBioMol. Essas enzimas se encontram no Quadro
2. Os conjuntos formados por grupos finais de espécies diferentes que precisam de terceira
enzima para serem separados entre si foram abertos no programa MEGA X e ap6s alinhamento
pelo modo descrito anteriormente os sitios de restricdo foram procurados através da busca do
programa. As enzimas que geram padrBes distintos para as amostras conflitantes foram
anotadas para prosseguir com a selecdo. Um representante de cada um dos grupos foi digerido
in silico com as enzimas candidatas através do programa NEBcultter.

Quadro 1. Enzimas de restricdo utilizadas na selecao de terceira enzima da ferramenta.

BamHI Hindlll Sphl
Bccl Hinfl Sspl
Ddel Kpnl Taql
Dral Mspl Vspl

EcoRl Ndel Xbal

EcoRV Pstl Xhol

Haelll Rsal
Hhal Sacl

A partir disso todas as sequéncias que pertencem ao conjunto foram alinhadas no MEGA
X e a localizag&o dos sitios das enzimas selecionadas para aquele conjunto foi buscado usando
busca do programa. Isso foi feito para todos os conjuntos formados. Desse modo foi observado
um ou mais padrdes de digestdo com aguela enzima para cada grupo e um representante de cada
padrdo do grupo foi selecionado para digestdo com a enzima. Isso foi feito para todas as enzimas
selecionadas para o conjunto. Apds as digestdes foram escolhidas enzimas de digestdo oficiais
em “COlsearcher” para cada conjunto. Essa escolha novamente teve como critério bandas de
facil diferenciagdo entre espécies, priorizando uma diferenciagdo ainda maior que na etapa
anterior, e, se possivel, que ndo formem o padrdo da outra espécie ao perder sitio.

Havia indicios que o método usado para formar conjuntos que precisam de terceira
enzima de restricdo ndo foi 0 método mais adequado. Por isso, uma nova busca por grupos
finais que precisam de terceira enzima foi realizada. Nesse novo método foi usado o
agrupamento “<10X ou Nao possui”.

Todos os grupos finais foram organizados em uma planilha com cada coluna
representando uma opcdo de tamanho de “COlsearcher”. Porém, apenas os tamanhos
reconhecidos para a primeira banda de Alul foram inseridos na planilha. Os grupos foram
organizados entdo em ordem decrescente de tamanho. Grupos que tiveram sobreposi¢éo de ao
menos um tamanho com outro grupo de uma espécie diferente foram separados em blocos para
facilitar as proximas etapas, enquanto 0s grupos que nao tiveram nenhum tipo de sobreposicao
com grupos de outras espécies foram descartados. Os blocos foram entédo inseridos em outra
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planilha e os grupos dentro de cada bloco foram organizados em ordem decrescente da segunda
banda de Alul e divididos em blocos ainda menores a partir da sobreposi¢cdo, sempre
descartando os grupos que nao sobrepdem. Esse passo-a-passo foi repetido para a terceira banda
de Alul e depois para as trés bandas de Mbol. Apos passar pela terceira banda de Mbol os blocos
foram colocados em nova planilha com os tamanhos de todas as bandas de Alul daqueles
grupos, 0 que permitiu remover grupos que ndo realmente precisam de terceira enzima, mas
deram a impressdo de precisar ao serem analisados banda por banda. Os restantes foram para
nova planilha semelhante a anterior, mas com Mbol e novamente mais grupos foram removidos.
Deixando apenas o0s que de fato precisam de terceira enzima e ja separados por conjuntos.

3.6 Atualizacéo de “COlsearcher” com Terceira Enzima

ApoGs ser estabelecida a necessidade de utilizar terceira enzima de restricdo para
identificacdo em alguns casos, foi necessario inserir em “COlsearcher” a capacidade de
reconhecer e identificar espécies a partir de terceira enzima em uma ferramenta complementar.
Para isso foi primeiro criada uma planilha contendo a espécie, enzima usada, tamanhos das
bandas geradas, e faixa de detec¢do na ferramenta e conjunto a que pertence. As faixas de
deteccdo foram criadas como descrito anteriormente para o banco de dados principal, incluindo
0 agrupamento para bandas menores que 100 pb e outro para as menores que 50 pb.

O contetdo da planilha foi entdo inserido em um novo banco de dados, intitulado
“COI3enzima”. Logo apds foi adicionado na mesma pagina de “COlsearcher” um tutorial
separado para a ferramenta, denominada complementar, com explicacdo de qual enzima usar
para qual conjunto, cinco menus “dropdown” sendo um para escolha da enzima, outro para
escolha do conjunto e os trés restantes para escolha das trés primeiras bandas vistas de cima
para baixo no gel de agarose. Os “dropdown” de bandas possuem as mesmas opc¢des que 0S
presentes na ferramenta principal. Também foi adicionado a pagina botdo para apagar os dados
inseridos nos menus e botdo para iniciar a busca, além da tabela, conectada ao banco de dados
“COI3enzima”, necessaria para o usudrio visualizar o resultado.

Foi preciso adicionar codigo para a nova ferramenta, esse foi inserido embaixo do
codigo ja presente na pagina e consiste de uma cdpia das duas fungdes “export function
button# click(event) {}”, porém com os campos referentes a colunas e “dropdown”
modificados com os nomes da nova ferramenta. Além de um comando “.contains("Coluna",
$w("Dropdown").value)” a menos, ja que a ferramenta complementar possui cinco dropdown
enquanto a principal possui seis.

Ap0s a segunda formacao de conjuntos de espécies que precisam de terceira enzima, o
banco de dados “COI3enzima”, o “dropdown” de enzimas e o “dropdown’ de conjuntos foram
atualizados a partir de adi¢do de novos dados e remocgéo dos dados obsoletos, entretanto o banco
de dados permaneceu com as mesmas colunas e mesma organizacgédo de faixa de deteccéo de
quando foi criado. O tutorial da ferramenta complementar também recebeu alteracbes para
mostrar todos 0s conjuntos e quais enzimas usar em cada um deles.

3.7 Atualizacéo da Ferramenta “TickCutter 16S”

Buscando atualizar o banco de dados da ferramenta “TickCutter 16S”, foi feito
levantamento de sequéncias de “amplicons” de 16S e genomas mitocondriais de Ixodideos
brasileiros (DANTAS-TORRES et al., 2019; MARTINS et al., 2019, LABRUNA et al., 2020;
ONOFRIO et al., 2020) depositadas no GenBank entre 06/09/2019 até 08/03/2021.

No caso das sequéncias de 16S de espécies ja incorporados no banco de dados, as novas
sequéncias foram comparadas com amostras correspondente aos grupos de digestdo
identificados anteriormente (DE ABREU, 2019) através do MEGA X conforme descrito
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anteriormente, com o objetivo de identificar novos perfis de bandas para incluséo no banco de
dados da ferramenta. Enquanto sequéncias de espécies ainda ndo presentes tiveram
representantes de grupos escolhidos através do MEGA X sem comparagdo com sequéncias
antigas. Em ambos os casos MEGA X foi utilizado do mesmo modo que descrito anteriormente
para as sequéncias de COL.

Apo0s padronizac¢ao dos tamanhos dos “amplicons” virtuais (404 a 410 pb) por adicdo
de trechos de sequéncias semelhantes da mesma espécie e adi¢do do par de “primers” usado por
de Abreu (2019), as sequéncias foram digeridas in silico com Dral e Vspl através de NEBcutter.
Os tamanhos das bandas geradas pelas digestdes foram usados para formar as faixas de deteccao
e estas foram inseridas no banco de dados do modulo “TickCutter 16S”.

Apos a atualizacdo do banco de dados para carrapatos Ixodidae, decidiu-se avaliar o
risco de identificagdo incorreta pela ferramenta “TickCutter 16S” caso um usuario analise
sequéncias oriundas de membros da familia Argasidae, uma vez que o banco de dados original
(De ABREU, 2019), nao possui perfis de bandas para carrapatos dessa familia. Para isso, 75
sequéncias de 16S pertencentes a 22 das 25 espécies de carrapatos Argasideos registrados no
Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2019), foram baixadas do GenBank no formato FASTA e
usadas para gerar “amplicons” virtuais usando os mesmos “primers” citados anteriormente. Em
seguida os “amplicons” foram digeridos in silico com as enzimas Dral e Vspl, e os dados
referente aos perfis de bandas foram entéo inseridos no banco de dados do mdédulo “TickCutter
16S”.
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4 RESULTADOS

4.1 Levantamento de Sequéncias

4.1.1 Aquisicdo e caracterizacdo de sequéncias COIl e de genomas mitocondriais de
membros do género Amblyomma

As espécies de carrapato procuradas no levantamento dos bancos de dados publicos e
do LBioMol, além da quantidade de sequéncias levantadas por espécie estdo disponiveis na
Tabela 1.

Tabela 1. Todas as 51 espécies de ixodideos procuradas no levantamento e total de sequéncias
COl usadas nesse estudo, incluindo aquelas ndo depositadas em bancos de dados publicos.

Espécies procuradas Sequéncias encontradas
Quantidade Porcentagem
Amblyomma aureolatum 4 0,47%
Amblyomma auricularium 6 0,71%
Amblyomma brasiliense 5 0,59%
Amblyomma cajennense s.s. 13 1,53%
Amblyomma calcaratum 8 0,94%
Amblyomma coelebs 3 0,35%
Amblyomma dissimile 21 2,47%
Amblyomma dubitatum 0 0%
Amblyomma fuscum 0 0%
Amblyomma geayi 7 0,82%
Amblyomma goeldii 1 0,12%
Amblyomma humerale 3 0,35%
Amblyomma incisum 0 0%
Amblyomma latepunctatum 2 0,24%
Amblyomma longirostre 16 1,88%
Amblyomma naponense 7 0,82%
Amblyomma nodosum 7 0,82%
Amblyomma oblongoguttatum 13 1,53%
Amblyomma ovale 23 2,70%
Amblyomma pacae 1 0,12%
Amblyomma parkeri 2 0,24%
Amblyomma parvum 49 5,76%
Amblyomma pictum 0 0%
Amblyomma pseudoconcolor 0 0%
Amblyomma romarioi 2 0,24%
Amblyomma romitii 2 0,24%
Amblyomma rotundatum 8 0,94%
Amblyomma scalpturatum 2 0,24%
Amblyomma sculptum 4 0,47%
Amblyomma tigrinum 9 1,06%
Amblyomma triste 51 5,99%
Amblyomma varium 12 1,41%
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Amblyomma yucumense 0 0%
Dermacentor nitens 35 4,11%
Haemaphysalis cinnabarina 0 0%
Haemaphysalis juxtakochi 5 0,59%
Haemaphysalis leporispalustris 15 1,76%
Ixodes amarali 0 0%
Ixodes auritulus 1 0,12%
Ixodes bocatorensis 0 0%
Ixodes catarinensis 0 0%
Ixodes fuscipes 0 0%
Ixodes lasallei 0 0%
Ixodes longiscutatus 0 0%
Ixodes loricatus 0 0%
Ixodes luciae 0 0%
Ixodes paranaensis 0 0%
Ixodes schulzei 0 0%
Ixodes spinosus 0 0%
Rhipicephalus microplus 302 35,49%
Rhipicephalus sanguineus 212 24,91%
Total 851 100%

O levantamento inicial dos bancos de dados GenBank e BOLD recuperou um total de
227 sequéncias, identificadas como derivadas de 24 das 33 espécies do género Amblyomma
reconhecidas no Brasil. Uma parte das sequéncias (71/226) tinha 658 pb de tamanho e
correspondia a amplicons sem a incluséo das sequéncias de “primers” LepF/LepR. A minoria
das sequéncias (5/226) era maior que 658 pb e continha nimeros variaveis de nucleotideos
derivados dos “primers”. Em contraste, a maioria das sequéncias (151/226) eram menores que
658 bp. As sequéncias foram baixadas e salvas no formato FASTA para posterior analise
molecular (geragdo de “amplicons” virtuais e digestdao in silico). Informacdes adicionais em
relacdo as sequéncias (espécie, numero de acesso, banco de dados hospedeiro, tamanho em pb
e pais de origem) foram obtidas e anotadas. Os dados foram inicialmente organizados em um
arquivo Excel, em preparagdo para sua inclusdo na plataforma “TickCutter”. O exame das 227
sequéncias por alinhamento (baseado nos nomes das espéecies fornecidos), indicou que a
sequéncia TJISD001-14 de BOLD, depositada como originaria de A. longirostre, ndo se alinhava
com nenhuma outra sequéncia. Os resultados de uma pesquisa BLAST demonstraram que esta
sequéncia era na verdade o resultado da amplificagdo ndo especifica de um fungo da espécie
Calonectria colhounii. Essa sequéncia foi removida do conjunto de dados reduzindo o nimero
de sequéncias para 226.

O levantamento inicial de sequéncias ndo incluiu 5 sequéncias de A. cajennense sensu
stricto (KF200160.1; KF200130.1; KF200124.1; KF200098.1; KF200097.1) depositadas por
pesquisadores do Panama. As razfes para esta exclusdo serdo apresentadas na secdo de
discussdo. No entanto, apesar de algumas ressalvas, essas sequéncias foram posteriormente
adicionadas ao conjunto de dados. Como resultado, o nimero de sequéncias derivadas de
bancos de dados publicos aumentou para 231. A minoria (60/231) das sequéncias era de
carrapatos brasileiros, com os demais espécimes depositados por pesquisadores de paises da
América do Sul e Central (Argentina, Panama, Colémbia, Bolivia, Guiana Francesa, Peru,
Costa Rica, Uruguai) e do Canada e Israel, ndo foram fornecidos detalhes da origem geografica
para 4 amostras.
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Além das sequéncias publicamente disponiveis, um total de 50 sequéncias (todas com
658 pb de tamanho) foram obtidas do banco de dados de sequéncias do LBioMol. A identidade
das espécies dos carrapatos utilizados para gerar as sequéncias COIl foi previamente
estabelecida atraves do sequenciamento do marcador 16S rDNA. Representantes das seguintes
espécies foram incluidos nesta andlise: A. aureolatum, A. auricularium, A. brasiliense, A.
calcaratum, A. dissimile, A. longirostre, A. nodosum, A. oblongoguttatum, A. ovale, A. parkeri,
A. parvum, A. romarioi, A. romitii, A. rotundatum, A. sculptum, A. triste e A. varium. A incluséo
dessas sequéncias aumentou o0 nimero de espécies para 27 e aumentou o tamanho do conjunto
de dados de sequéncia para 281. A maioria (38/50) das amostras de LBioMol foi coletada no
Brasil. A excecdo foi A. parvum, onde a maioria das amostras (12/14) teve origem na Argentina.
A quantidade de sequéncias para cada espécie e banco de dados se encontra na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidade de sequéncias de COI e mitocondrial de Amblyomma utilizadas nesse
estudo por banco de dados de onde foram coletadas.

Espécies Quantidade de sequéncias
GenBank BOLD LBioMol Total

Amblyomma aureolatum
Amblyomma auricularium
Amblyomma brasiliense
Amblyomma cajennense s.s.
Amblyomma calcaratum
Amblyomma coelebs
Amblyomma dissimile
Amblyomma geayi
Amblyomma goeldii
Amblyomma humerale
Amblyomma latepunctatum
Amblyomma longirostre
Amblyomma naponense
Amblyomma nodosum
Amblyomma oblongoguttatum
Amblyomma ovale
Amblyomma pacae
Amblyomma parkeri
Amblyomma parvum
Amblyomma romarioi
Amblyomma romitii
Amblyomma rotundatum
Amblyomma scalpturatum
Amblyomma sculptum
Amblyomma tigrinum
Amblyomma triste
Amblyomma varium

Total 227
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4.1.2 Aquisicdo e caracterizacdo de sequéncias COIl de membros dos géneros
Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus

Um total de 570 sequéncias derivadas de outras espécies da familia Ixodidae (D. nitens
(35 sequéncias), H. juxtakochi (5), H. leporispalustris (15), I. auritulus (1), R. microplus (302)
e R. sanguineus (212)), foram extraidos dos bancos de dados GenBank e BOLD. Dado o grande
numero de sequéncias coletadas, optou-se por subdividir cada espécie em haplétipos e incluir
um representante de cada haplotipo no conjunto de dados de sequéncias. Os haplotipos foram
identificados usando a funcéo de alinhamento de sequéncias no programa Sequencher. Um total
de 6 haplétipos (A até F) foram identificados para D. nitens, 3 haplétipos (A até C) foram
identificados para H. juxtakochi, 2 haplétipos (A e B) foram identificados para H.
leporispalustris, 7 haplotipos (A até G) foram registrados para R. microplus e 10 haplotipos (A
até J) foram identificados para R. sanguineus.

4.1.3 Aquisicdo e caracterizagdo de sequéncias 16S rDNA de carrapatos das familias e
Argasidae e Ixodidae

Um total de 76 sequéncias foram obtidas para 22 das 25 espécies de Argasidae
pesquisadas. Nao existiam sequéncias no banco de dados do GenBank para as espécies
Antricola inexpectata, Ornithodoros rudis e Ornithodoros stageri. A separacdo em haplotipos
para as 22 espécies foi realizada usando o programa Sequencher para selecionar sequéncias
representativas para comparagao no modulo “TickCutter 16S™. A maioria das espécies continha
1 ou 2 haplétipos. As excecdes foram Ornithodoros marinkellei com 3 hapl6tipos (A até C) e
O. mimon que apresentou 7 haplotipos (A até G).

Um total de 363 sequéncias produzidas a partir de carrapatos Ixodidae e depositadas no
GenBank depois de 09/06/19 foram identificadas e caracterizadas incluindo sequéncias para
espécies ndo incluidas anteriormente no conjunto de dados 16S. Especificamente, sequéncias
das espécies: Ixodes bocatorensis, Ixodes catarinensis, Ixodes paranaensis e Ixodes spinosus.
Novas sequéncias também foram depositadas para as seguintes espécies ja incluidas no banco
de dados; A. aureolatum, A. brasiliense, A. coelebs, A. dissimile, A. dubitatum, A. incisum, A.
longirostre, A. nodosum, A. ovale, A. parkeri, A. parvum, A. romarioi, A. rotundatum, A.
sculptum, A. tigrinum, A. varium, D. nitens, Haemaphysalis juxtakochi, Haemaphysalis
leporispalustris, Ixodes amarali, Ixodes auritulus, Ixodes loricatus, Ixodes luciae,
Rhipicephalus microplus e Rhipicephalus sanguineus.

4.2 Preparacio de “amplicons” virtuais de COI e digestio in silico

A maioria das sequéncias recuperadas das bases de dados publicas carecia de um
numero variavel de nucleotideos em uma ou ambas as extremidades. No entanto, com a incluséo
de sequéncias do banco de dados LBioMol, as sequéncias completas estavam disponiveis para
pelo menos um representante da maioria das diferentes espécies de carrapatos (a Unica excegao
sendo A. tigrinum). As sequéncias incompletas KF200126.1 (A. auricularium), MF363087.1
(A. cajennense sensu stricto), KF200130.1 (A. cajennense sensu stricto), MT180846.1 (A.
nodosum), KF200129.1 (A. ovale), KT820398.1 (A. parvum), KT820386.1 (A. parvum),
KT820382.1 (A. parvum), KY595140.1 (A. sculptum), KT820366.1 (A. sculptum) e
KU306550.1 (A. triste) foram alinhados com os “amplicons” completos no programa MEGA
X e as extremidades foram preenchidas. O nimero de nucleotideos adicionados variou de 14 a
169. A sequéncia KX622791, representando o0 genoma mitocondrial (A. sculptum), por outro
lado, foi reduzida em 14122 pb no Sequencher.
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Uma complicacdo adicional para a preparagdo de amplicons virtuais foi o fato de que
sequéncias da Guiana Francesa para as espécies A. cajennense sensu stricto, A. coelebs, A.
geayi, A. goeldii, A. humerale, A. latepunctatum, A. oblongoguttatum, A. pacae, A. romitii e A.
scalpturatum possuem os dois primeiros nucleotideos da regido 5° da regido alvo de 658 pb
ausentes em relagdo aos amplicons gerados com os “primers” LepF/LepR e foram preenchidos
com dois nucleotideos do “primer” utilizado durante a amplificacdo destes sequéncias.

Um caso mais complicado foi a situacdo encontrada com as 9 sequéncias depositadas
por varios pesquisadores para A. tigrinum. Oito destas sequéncias tinham um tamanho de 605
pb e uma tinha 527 pb. Como solucéo, a sequéncia completa de A. triste de LBioMol foi usada
para preencher as sequéncias de A. tigrinum até atingirem o tamanho desejado. Os possiveis
problemas com essa abordagem serdo discutidos na discussao.

A digestdo inicial in silico de “amplicons” virtuais de COI foi realizada utilizando o
programa NEBcutter V2.0 com o objetivo de identificar duas enzimas com potencial para
fornecer identificacdo em nivel de espécie das 23 espécies de carrapatos Amblyomma
identificadas no levantamento preliminar do GenBank e bancos de dados BOLD. Os resultados
dessa analise indicaram que as enzimas Alul e Mbol possuiam o maior potencial para a geracao
de perfis de bandas diferenciais e, como tal, foram selecionadas para produzir os dados do perfil
de bandas para inser¢do no conjunto de dados “COlsearcher”. Todos os amplicons virtuais
baseados em sequéncias COI que foram posteriormente incorporadas ao estudo (incluindo os
hibridos A. triste/A. tigrinum) foram digeridos in silico com ambas as enzimas e seus perfis de
bandas foram adicionados ao conjunto de dados “COlsearcher”.

No decorrer desta analise, foi encontrado um problema para duas sequéncias que tinham
sido depositadas com bases degeneradas localizadas em potenciais locais de reconhecimento
para Alul ou Mbol. No primeiro caso, a sequéncia KF200130.1 de A. cajennense sensu stricto
possui um N em um dos sitios de Alul, formando AGCN no lugar de AGCT. Em situacédo
semelhante a sequéncia KF200107.1 de A. naponense possui um R em um dos sitios da enzima
Mbol, formando RATC no lugar de GATC. Para resolver este problema foram produzidos dois
amplicons virtuais para cada uma das sequéncias, em que a primeira variante da sequéncia
possuia o sitio de reconhecimento, enquanto o sitio estava ausente na segunda variante. Os
perfis de bandas gerados para todas as quatro variantes foram incorporados ao conjunto de
dados. Os perfis de bandas inseridos no banco de dados foram aqueles derivados dos
“amplicons” virtuais preparados usando as 50 sequéncias obtidas do banco de dados LBioMol.
Esses dados resultaram na identificacdo de 65 perfis de bandas, apresentados no Quadro 2.
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Quadro 2. Perfis de bandas produzidos de “amplicons” virtuais (709 pb) de COI usando as
enzimas Alul e Mbol para 27 espéecies de Amblyomma.

Amblyomma Perfil Digestdo com Alul Digestédo com Mbol

A. aureolatum AurlA 274, 206, 180, 49 364, 128, 98, 77, 42

A. aureolatum AurlB 386, 274, 49 364, 128, 98, 77, 42

A. auricularium AurilA | 342, 243, 124 406, 128, 77, 53, 45

A. auricularium Auri2B 156, 144, 124, 99, 99, 87 328, 128, 122, 78, 53

A. auricularium Auri2C | 156, 144, 118,99,99,87,6 | 328,128, 122, 78, 53

A. brasiliense BralA 295, 258, 156 406, 128, 122, 53

A. cajennense s.S. CajlA 367, 107, 99, 87, 49 456, 78, 77, 53, 45

A. cajennense s.S. CajlB 367, 194, 99, 49 456, 78, 77, 53, 45

A. cajennense S.s. Caj2C 414,177,118 328, 128, 122, 78, 53

A. cajennense s.s. Caj2D 414, 295 328, 128, 122, 78, 53

A. calcaratum CallA 295, 288, 72, 54 328, 128, 78, 77,53, 45

A. calcaratum CallC 360, 274, 54, 21 328, 128, 78, 77,53, 45

A. calcaratum Cal2B 288, 274,72,54, 21 328, 128,98, 78, 77

A. calcaratum Cal3C 360, 274, 54, 21 406, 128, 77, 53, 45

A. coelebs CoelA 269, 226, 134, 59, 21 461, 77, 48, 45, 42, 36

A. dissimile DislA 274,156, 99, 87,72, 21 316, 98, 90, 77, 77,51

A. geayi GealA 258, 156, 150, 118, 21, 6 341,193, 98, 77

A. geayi GealC 258, 156, 156, 118, 21 341,193, 98, 77

A. geayi Gea2B 268, 186, 156, 72,21, 6 406, 128, 77, 53, 27,18

A. goeldii GoelA | 446, 263 323,138, 78, 77, 48, 45

A. humerale HumlA | 290, 129, 99, 72, 60, 59 328, 155, 133, 93

A. humerale HumlB | 290, 189, 99, 72,59 328, 155, 133, 93

A. latepunctatum LatlA 163, 161, 144,122,113, 6 328, 155, 133, 93

A. longirostre LonlA 258,171, 156, 118, 6 456, 78, 77, 53, 45

A. naponense NaplA 295, 156, 99, 87, 72 328,128,77,53,42, 36, 27,
18

A. naponense Nap2A 295, 156, 99, 87, 72 328,128, 78, 77, 53, 27, 18

A. nodosum NodlA | 274,192, 189, 54 328, 155, 128, 98

A. nodosum Nod1B 381, 274,54 328, 155, 128, 98

A. nodosum Nod2A | 274,192, 189, 54 328,128, 98, 78, 77

A. oblongoguttatum | ObI1A 414,171, 118,6 456, 155, 53, 27, 18

A. oblongoguttatum | Obl1B 414,171,124 456, 155, 53, 27, 18

A. oblongoguttatum | ObI2A 414,171,118,6 456, 155, 71, 27

A. oblongoguttatum | Obl3B 414,171, 124 483, 128, 98

A. ovale OvalA | 466, 156, 87 318, 155, 138, 53, 45

A. ovale Ova2A | 466, 156, 87 318, 138, 78, 77, 53, 45

A. ovale Ova3A | 466, 156, 87 318, 155, 138, 98

A. ovale OvadA | 466, 156, 87 318, 138, 98, 78, 77

A. ovale OvabA | 466, 156, 87 318, 155, 138, 71, 27

A. ovale Ova6B 258, 171, 156, 118, 6 456, 78, 77, 53, 45

A. pacae PaclA 263, 248, 192, 6 497,77, 66, 42, 27

A. parkeri ParlA 244,171,171, 123 497, 119, 66, 27

A. parkeri Par2A 244,171,171, 123 364, 133, 119, 66, 27

A. parvum ParvlA | 295, 156, 99, 87, 72 328,128, 98, 78, 77

A. parvum ParvlC | 342,177,118,72 328,128, 98, 78, 77
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. parvum Parv2B | 342,243,124 406, 128, 98, 77

. parvum Parv3A | 295, 156, 99, 87, 72 456, 98, 78, 77

parvum ParvdD | 294, 157,99, 87,72 406, 133, 93, 77
parvum ParvbD | 294, 157,99, 87, 72 328,133, 93, 78, 77
parvum Parv6C | 342, 177,118,72 328,128, 78, 77, 53, 45
parvum Parv7E | 343,177,117,72 328, 133,78, 77,48, 45
romarioi RomalA | 365, 171, 123, 50 412, 104, 85, 66, 42
romitii RomlA | 268, 186, 102, 99, 54 406, 128, 77, 53, 45
romitii RomlB | 268, 186, 156, 99 406, 128, 77, 53, 45

. rotundatum Rot1A 274,186, 102, 93, 54 418,193, 53, 45

. scalpturatum ScalA Né&o digere 405, 93, 78, 77, 56
sculptum SculA 295, 243,171 406, 128, 77,53, 27,18
sculptum Scu2A 295, 243,171 328,128, 78, 77,53, 27,18
. tigrinum TiglA 274,156, 87,78, 76,21, 17 | 456, 78, 77,53, 45

. tigrinum Tig2B 274,243, 93, 78, 21 318, 138, 78, 77, 53, 45
. tigrinum Tig2C 274, 156, 93, 87, 78, 21 318, 138, 78, 77, 53, 45
. tigrinum Tig2D 274,108, 93,87, 78,48,21 | 318,138, 78, 77,53, 45
. tigrinum Tig3C 274, 156, 93, 87, 78, 21 318, 216, 77, 53, 45

. triste TrilA 274,243,93,78, 21 318, 138, 122, 78, 53

. triste TrilB 336, 274,78, 21 318, 138, 122, 78, 53
.varium VarlA 295, 243,99, 72 483,128, 53, 45

> (> > > > >z mm e >

Todas as sequéncias, com excecdo dos dois representantes de A. scalpturatum
(MH513238.1 e MH513239.1), foram digeridas pelas duas enzimas. As sequéncias de A.
scalpturatum ndo apresentaram sitio de reconhecimento para Alul, mas mostraram o mesmo
perfil de bandas para Mbol.

A maioria (16/27) das espécies de Amblyomma gerou mais de um perfil de bandas para
pelo menos uma das enzimas. Para muitas especies, a proporcdo de perfis de bandas por
sequéncia foi de mais ou menos 1:2. Este foi o caso de A. aureolatum (2 perfis/4 sequéncias),
A. auricularium (3 perfis/6 sequéncias), A. calcaratum (4 perfis/8 sequéncias), A. geayi (3
perfis/7 sequéncias), A. nodosum (3 perfis/7 sequéncias), A. sculptum (2 perfis/4 sequéncias) e
A. tigrinum (5 perfis/9 sequéncias). Para outras espécies, incluindo A. cajennense sensu stricto
(4 perfis/13 sequéncias), A. naponense (2 perfis/7 sequéncias) e A. oblongoguttatum (4 perfis/13
sequéncias) a proporcdo de perfis de bandas: nimero de espécies foi por volta de 1:3.

As espécies A. parvum (49 sequéncias) e A. ovale (23 sequéncias), produziram 8 e 6
perfis respectivamente. No entanto, as frequéncias (1:6 para A. parvum e 1:4 para A. ovale) em
que os perfis foram registrados foram menores do que para as demais espécies. Porém, no caso
destas duas espécies representadas por numeros elevados de sequéncias, a distribuicdo dos
perfis ndo foi tdo uniforme como observado nos exemplos anteriores. Especificamente notou-
se que a maioria (9/23) dos A. ovale pertencia ao perfil Ova2A, com o perfil Ova4A observado
para apenas 1 sequéncia. No caso de A. parvum, os perfis de bandas predominantes foram
ParvlA e Parv1C, com 20/49 e 16/49 respectivamente, enquanto todos os outros perfis foram
registrados para uma minoria das sequéncias.

Apesar de produzir uma gama bastante ampla de perfis de bandas, a maioria dos padrdes
de Amblyomma pode ser facilmente distinguido, com apenas uma minoria (19/65) exigindo o
uso de uma terceira enzima, para fornecer uma identificacdo Unica em nivel de espécie. Os
resultados dessas analises serdo relatados posteriormente.

Em contraste com a extensa variacdo nos padrdes de bandas registrados para varias
espécies, 6 espécies apresentaram pouca ou nenhuma diferenca intraespecifica nos perfis de
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digestdo, apesar de demonstrarem graus variados de polimorfismo em suas sequéncias. A
estabilidade completa nos padrdes de digestéo foi registrada para A. brasiliense (5 sequéncias),
A. dissimile (21 sequéncias), A. longirostre (16 sequéncias), A. rotundatum (8 sequéncias) e A.
varium (12 sequéncias). Além disso, um alto grau de estabilidade de perfil foi registrado para
A. triste onde 2 perfis distintos foram registrados entre as 51 sequéncias incluidas na analise. O
perfil dominante foi TrilB que foi mostrado por 37/51 das sequéncias. Essa diferenca foi
associada a perda de um dos sitios para Alul. Observou-se que o perfil de TrilA para Alul foi
idéntico ao observado para um dos perfis (Tig2B), derivada da espécie aparentada A. tigrinum.
No entanto, apesar de os padrdes de bandas produzidos por Mbol parecerem capazes de
diferenciar as duas sequéncias, existe a possibilidade de que as bandas de 138 e 122 pb
produzidas a partir de TrilA possam ndo aparecer como bandas separadas em géis de agarose
e, como tal, poderiam ser interpretadas como uma Unica banda de 138 pb, resultando em uma
sobreposicdo com o perfil de bandas registrado para A. tigrinum Tig2B. Por essa razdo, foi
procurada uma terceira enzima que pudesse resolver este problema potencial.

A espécie A. sculptum apresentou dois perfis de bandas, ambos distintos dos quatro
padrdes observados para A. cajennense sensu stricto, o que indicou que o alvo COI seria capaz
de diferenciar as duas espécies. No entanto, deve ser considerada a possibilidade que as cinco
sequéncias depositadas como A. cajennense sensu stricto por investigadores do Panam4, podem
ter sido erroneamente identificadas, como sera discutido mais adiante. Além disso, o fragmento
de 658 pb de COI que foi gerado a partir de um genoma mitocondrial (nUmero de acesso
JX573118.1) depositado como derivado de um espécime de A. cajennense sensu lato (de origem
geografica indeterminada) apresentou niveis de similaridade de nucleotideos entre 97,6% e
98,8% com as sequéncias de COI de A. sculptum examinadas neste estudo enquanto o nivel de
similaridade observado com as outras sequéncias depositadas como A. cajennense sensu stricto
foi de apenas 87,8%. Esse resultado sugere que a sequéncia pode ter sido produzida a partir de
um espécime de A. sculptum. Esta hipdtese é reforcada pelo fato da sequéncia JX573118.1 ter
sido depositada antes da descrigdo do complexo A. cajennense sensu lato por Nava et al. (2014).
Devido a incerteza na identificacdo da sequéncia JX573118.1 a mesma ndo foi utilizada nesse
estudo.

A haplotipagem do grande numero de sequéncias disponiveis para 0S carrapatos
pertencentes aos géneros Dermacentor, Haemaphysalis e Rhipicephalus revelou um grau
substancial de polimorfismo de sequéncia e a existéncia de numerosos haplétipos. A digestdo
de amplicons virtuais gerados a partir de representantes de cada haplétipo revelou a existéncia
de multiplos perfis de bandas, que foram registrados e incluidos no banco de dados de
“COlsearcher”. No caso de Dermacentor nitens, 3 perfis de bandas foram registrados para seis
haplotipos. Em relacdo ao género Haemaphysalis, 2 perfis de bandas facilmente diferenciados,
causados pela perda de um Unico sitio de reconhecimento Alul foram registrados entre 0s 3
haplétipos de H. juxtakochi, e dois padrdes de bandas distintos (com diferencas para ambas as
enzimas) foram registrados para os dois haplotipos de H. leporispalustris.

As sequéncias COI derivadas do género Rhipicephalus contiveram 7 hapl6tipos para R.
microplus que geraram cinco perfis de bandas distintos. No entanto, o maior grau de
polimorfismo de sequéncia intraespecificas e variacdo nos perfis de bandas foi registrado para
R. sanguineus, onde um total de 10 haplétipos e 10 padrdes de bandas distintos foram
registrados. O Unico representante do género Ixodes incluido neste estudo foi I. auritulus que
gerou um padrao de bandas unico.

Os 23 padrdes de bandas das espécies de outros géneros foram todos Ginicos e permitiram
a identificacdo diferencial de cada haplétipo de cada espécie. No entanto, a comparacao dos
perfis de bandas dessas espécies de carrapatos com os 65 perfis gerados para as 27 espécies de
Amblyomma, demonstrou que o padrdo de bandas Mic5A de R. microplus pode ser
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erroneamente identificado como A. geayi (perfil Gea2B) e também com A. romitii (perfil
Rom1B).

Os dados apresentados no Quadro 1 e Quadro 2 serviram de base para o médulo
“COlsearcher”. Os resultados da digestao in silico de “amplicons” virtuais de COI produzidos
a partir de sequéncias de outras espécies da familia Ixodidae registradas no Brasil sdo
apresentados no Quadro 3.

Quadro 3. Perfis de bandas produzidos de “amplicons” virtuais (709 pb) de COI utilizando as
enzimas Alul e Mbol para espécies de Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus.

Espécie Perfil Digestdo com Alul Digestdo com Mbol

D. nitens NitlA 414, 295 492, 119, 98

D. nitens Nit2B 295, 243,171 364, 128, 119, 98

D. nitens Nit2A 414, 295 364, 128, 119, 98

H. juxtakochi Jux1A 381, 274,54 252, 240, 119, 98

H. juxtakochi Jux1B 288, 274, 93, 54 252, 240, 119, 98

H. leporispalustris | LeplA 255, 180, 126, 124, 18, 6 492, 77,53, 45, 42

H. leporispalustris | Lep2B 201, 180, 150, 124, 54 364, 128, 98, 77, 42

I. auritulus laulA 159, 156, 150, 124, 87, 21, 12 | 406, 128, 77, 71, 27

R. microplus MiclA 274, 180, 157, 98 406, 175, 128

R. microplus Mic2B 297, 255, 157 406, 128, 98, 77

R. microplus Mic3C 255, 180, 157, 117 483, 128, 53, 45

R. microplus Mic4D 274, 255, 180 483, 128, 98

R. microplus Mic5A 274, 180, 157, 98 406, 128, 77, 53, 45

R. sanguineus SanlA 342, 157, 138, 72 364, 77, 77, 53, 51, 42,
27,18

R. sanguineus San2B 295,217,171 364, 77, 77, 49, 42, 29,
27,18

R. sanguineus San3C 295, 258, 156 441, 77,71, 51, 42, 27

R. sanguineus San4D 243,171,171, 124 364, 98, 77, 77, 51, 42

R. sanguineus San5E 295, 171, 156, 87 364, 77,77,53,51, 45, 42

R. sanguineus SanlC 295, 258, 156 364, 77, 77, 53, 51, 42,
27,18

R. sanguineus San4E 295, 171, 156, 87 364,98, 77, 77,51, 42

R. sanguineus San5A 342, 157,138, 72 364, 77,77,53,51, 45, 42

R. sanguineus San6F 342, 295, 72 492, 77,71, 42, 27

R. sanguineus San7G 342, 156, 118, 72, 21 441,98, 77,51, 42

4.3 Expansao da Plataforma “TickCutter” para inclusido da ferramenta “COIsearcher”

A ferramenta “COlsearcher” foi criada de modo bastante semelhante a ferramenta
“TickCutter 16S” e aproveitou de algumas das solugdes elaboradas para a resolugdo de
problemas encontrados durante o desenvolvimento do médulo 16S. Uma vez que o médulo
“COlsearcher” deve ser considerado como representando uma obra em construcdo ele ainda
ndo ¢ acessivel pelo menu principal de “TickCutter” e por isso, deve ser acessado diretamente
através do link https://tickcutter.wixsite.com/tickcutter/coi.

As faixas de detecgdo estabelecidas para o modulo “TickCutter 16S” funcionam de uma
forma muita eficiente (DE ABREU, 2019), motivo pelo qual as mesmas foram incorporadas na
ferramenta “COlsearcher”. Entretanto, devido ao tamanho maior dos “amplicons” virtuais de
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COl algumas adaptacOes foram necessarias. A primeira alteracdo foi em relagdo as bandas de
500 pb ou maiores, os quais foram agrupadas na faixa “>=50X" pois poucas bandas atingem
esse tamanho e a inclusdo de faixas até 709 pb resultaria em um excesso de op¢des de utilidade
limitada nos menus “dropdown”, o que poderia dificultar o uso da ferramenta por exigir que os
usuarios passem mais tempo vasculhando as diversas opc¢des. A segunda alteracdo referente as
faixas de deteccdo foram em relacdo as bandas menores que 50 pb e inexistentes. A inclusao
desta faixa foi motivada devido a dificuldade de visualizar bandas muito pequenas nos poucos
geéis examinados nas analises de digestao in vitro enquanto. No caso da ferramenta “TickCutter
16S” bandas menores que 70 pb e inexistentes foram agrupadas juntas pelo mesmo motivo (DE
ABREU, 2019). No entanto, mesmo com esses agrupamentos existem 48 opcdes por menu
“dropdown”. Adicionalmente foi tomada a decisdo de manter o método de considerar bandas
com diferenca entre 10 a 19 pb como bandas iguais e a0 mesmo tempo distintas. Apesar de
aumentar a complexidade do banco de dados, observou-se que, assim como no caso do
“TickCutter 16S”, esse método proporcionou maior fluidez ao processo de identificagao.

O banco de dados de “COlsearcher” nao ¢ divulgado por completo ao publico, apenas
algumas colunas aparecem na tabela de “COlsearcher”, enquanto outras sdo ocultadas.
Entretanto, parte do banco de dados pode ser visto nos Quadros 2 e 3, que além de mostrar as
trés colunas visiveis no site também mostra a coluna de grupos finais (padrbes), uma coluna
ocultada no “website”.

Devido as limita¢6es da plataforma Wix, durante a criacdo do banco de dados foi preciso
criar duas colunas contendo o0 nome da espécie. Esta necessidade refletiu o fato de que os bancos
de dados Wix possuem uma coluna irremovivel e com nome e formato imutaveis. Desse modo,
foi considerado preferivel adicionar todas as colunas da planilha mais a coluna permanente. A
coluna para nome da espécie foi feita no formato “Rich text”, uma vez que este formato ¢ o
Unico que suporta letras em italico, enquanto a coluna permanente que recebeu 0s mesmos
nomes sem italico foi aproveitada para organizar os dados em ordem alfabética.

Devido as peculiaridades de como Wix funciona, cada pagina da plataforma possui seu
proprio cddigo JavaScript (além do cédigo HTML usado em toda a plataforma e imutavel pelo
responsavel pelo “site”), de modo que o cddigo da ferramenta “TickCutter 16S” funciona
apenas na pagina daguela ferramenta. De fato, esse foi um dos principais motivos pelo qual foi
necessario criar um codigo especifico para “COlsearcher”. Enquanto um outro motivo foi o
fato de as ferramentas usarem bancos de dados unicos. O codigo da pagina de “COlsearcher”,
que inclui o cédigo da ferramenta principal junto com o cédigo desenvolvido da ferramenta
complementar (sistema empregando as terceiras enzimas requeridas para identificacdo em nivel
de espécie), estad apresentado no Anexo A.

Um dos aspectos mais interessantes, porém, ao mesmo tempo complexo do uso das
ferramentas “TickCutter 16S” e “COlsearcher” ¢ o fato que ambas utilizam dados gerados por
digestdo in silico para interpretacdo de dados oriundos de digestdes executadas in vitro, os quais
possuem bastante variacao na sua interpretacdo dependendo da experiéncia do pesquisador e 0
grau de padronizagéo aplicado na execucdo das diversas etapas experimentais (quantidade de
“amplicon digerido, preparacdo do gel, espessura do gel, aplicacdo das amostras, tempo de
corrida, coloragdo com brometo de etidio). As falhas na execucdo podem ter diversos impactos
sobre a qualidade das imagens dos géis, com esses efeitos sendo particularmente evidentes em
relacdo das bandas menores de 100 bp, que tendem a ficar de dificil interpretacdo. Para reduzir
o possivel impacto destes fatores a versdo atual de “COlsearcher” foi adaptada para incluir a
faixa “<10X ou Nao possui”, onde bandas menores que 100 pb ou inexistentes foram juntadas.
Este aspecto aumentou a complexidade do banco de dados apoOs ser adicionado a
“COlsearcher”. Entretanto, esse novo agrupamento oferece maior flexibilidade ao usuério.
Caso o usudrio tenha como discriminar bandas pequenas (porém nitidas) no gel, ele possui a
opcao de usar seus valores especificos para bandas menores que 100 pb e maiores que 50 pb, o
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que retornard um resultado mais preciso ao usuario, com menos chance de aparecer mais de
uma possivel espécie na identificagcdo (ou seja, menos chance de requerer uma terceira enzima).
Porém, em situacBes onde as bandas ficaram dificeis de enxergar, € possivel agrupar todas as
bandas pequenas na opcao “<10X ou Nao possui”, o que dard um resultado com mais chance
de ter mais de uma espécie, apesar de ter a espécie correta no resultado. Nesses casos, 0 usuario
possui a opcao de repetir o processo (para tentar produzir bandas claras) ou seguir as instrugdes
para a selecdo de uma terceira enzima capaz de fornecer uma identificacdo diferencial da
amostra. Caso 0 usuario ndo consiga chegar a espécie de um exemplar, uma das possibilidades
é que aquele exemplar possua um padrdo de digestdo desconhecido. Por isso, foi adicionado a
pagina instrucdes explicando como enviar a sequéncia daquele espécime para a equipe do “site”
“TickCutter”, que apds avaliagdo ird adicionar o novo padrdo ao banco de dados, dando os
devidos créditos ao responsavel pelo envio da sequéncia. Essas instrucdes foram criadas pelo
doutor Daniel Paiva Barros de Abreu para a ferramenta “TickCutter 16S”.

O comando “.ascending()” adicionado posteriormente ao coédigo de ambas as
ferramentas resolveu o problema de mostrar as espécies fora de ordem alfabética na tabela de
resultados. Antes da adicdo deste comando os resultados eram mostrados em ordem de criacao,
0 que deixava os resultados bastante confuso em situagdes que muitas espécies eram mostradas.

O resultado da avaliacdo do tutorial por alguém fora do pablico-alvo permitiu identificar
e alterar os aspectos do texto que apresentavam frases confusas e/ou ambiguas. Na opinido do
voluntario o texto era claro e facil de seguir. A Unica parte que causou alguma dificuldade foi
em relagdo ao modo como as trés primeiras bandas eram descritas. A mudanca foi de “trés
primeiras bandas em ordem decrescente de tamanho” para “trés primeiras bandas de cima para
baixo no gel”.

Parte da pagina atual de “COlsearcher”, mostrando a ferramenta principal com o
tutorial, os seis menus “dropdown”, os dois botdes ¢ a tabela, se encontra na Figura 1.
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Ferramenta principal

Tutorial:

Etapa 1. Selecione os tamanhos (em pares de bases) das bandas visualizadas em gel de agarose apés digestdo
enzimatica com Alul (primeira, segunda, e/ou terceira banda no gel de cima para baixo);

Observagdo 1. Objetivando ampliar a seguranca da ferramenta de caracterizagdo, os fragmentos determinados in
silico foram convertidos em faixas de interpretagdo mais abrangentes, por isso os campos de selegdo de tamanho
das bandas abaixo possuem um X na casa das unidades.

Observagdo 2. Bandas de tamanhos muito pequenos podem ser dificeis de observar. Por isso a ferramenta agrupa
bandas menores que 50 pares de bases e bandas inexistentes em uma Unica opgdo ("<05X ou N&o Possui").
Entretanto, para géis com bandas fracas recomendamos utilizar a opgao "<10X ou Nao Possui" para todas as bandas
abaixo de 100 pares de bases ou inexistentes. Reduzindo assim a sensibilidade da ferramenta em troca de uma
identificacdo mais segura.

Observagao 3. A ferramenta trata bandas duplas no gel como uma unica banda, ou seja, se por exemplo o gel possuir
duas bandas de por volta de 200 pares de bases coloca-se apenas uma banda desse tamanho na ferramenta.

Etapa 2. Realize o mesmo procedimento da Etapa 1 para os dados referentes a enzima Mbol (primeira,
segunda, e/ou terceira banda no gel de cima para baixo);

Observagdo 4. Caso vocé tenha a sua disposicdo apenas dados de uma enzima de restricdo, mantenha a opgao
“Todos os tamanhos” para as bandas da outra enzima;

Etapa 3. Clique em "Identificar".

Observagédo 5. Caso precise fazer varias identificagoes, é possivel apagar os resultados e tamanhos selecionados da
identificacdo anterior ao clicar em "Limpar".

Primeira banda Aful Segunda banda Alul Terceira banda Alul
Primeira banda v Segunda banda v Terceira banda
Primeira banda Mbol Segunda banda Mbol Terceira banda Mbol

Primeira banda

Segunda banda

Terceira banda

Espécie

Amblyomma aureolatum

Amblyomma aureolatum

Amblyomma auricularium

Amblyomma auricularium

Identificar

Bandas Alul
386, 274, 49
274, 206, 180, 49
156, 144, 124, 99, 99, 87

342,243, 124

Bandas Mbol
364, 128, 98, 77, 42
364, 128, 98, 77, 42
328, 128, 122, 78, 53

406, 128, 77, 53, 45

Figura 1. Imagem da pagina incluida na plataforma “TickCutter” incluindo o tutorial para o

uso da ferramenta principal de COlsearcher.

4.4 Verificacdo com os padrdes de bandas gerados por digestéo in silico

A plataforma “TickCutter” foi projetada para funcionar como uma alternativa flexivel a
identificacdo de espécies baseada em sequenciamento. Nesse contexto, um dos aspectos-chave
do sistema é a capacidade de atualizar constantemente a plataforma, através da introducdo de
novos padrdes de bandas e determinar até que ponto (se houver) novos padrées comprometem
a identificacdo diferencial de espécies. O conjunto de dados presente na versdo atual de
“COlsearcher” foi desenvolvido gradualmente ao longo do projeto o que resultou na execugao
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de varias avaliagbes do conjunto de dados. Assim, os resultados dos testes realizados com os
dados in silico ndo envolveram todos os padrdes de digestdo ou algumas das espécies presentes
atualmente no banco de dados, uma vez que foram adicionados apds a execucao das avaliagdes
in silico.

O primeiro teste foi baseado em apenas 31 amostras. Quando as duas enzimas foram
empregadas em conjunto houve 31 acertos ou seja 100%. Em contraste, os resultados gerados
cortando com uma Unica enzima mostrou-se menos eficiente. Especificamente, foi observado
que a enzima Alul teve 24/31 acertos (77,5%), enquanto Mbol identificou apenas 35,4% (11/31)
das amostras corretamente. O segundo teste foi executado usando um total de 51 amostras.
Neste caso Alul possuiu 32/51 acertos (62,7%), enquanto Mbol identificou 16/35 amostras
(31,3%). Mais uma vez, o uso das duas enzimas em conjunto ofereceu um poder de
discriminacdo superior a digestdo monoenzimatica. Especificamente foi determinado a
capacidade de identificar 92,1% das espécies (47/51). No entanto, esta avaliacdo logo indicou
que o amplo grau de polimorfismo observado nas sequéncias COI causa complicacdes na
identificagdo de algumas espécies, nomeadamente A. geayi (Gea2B) com A. romitii (Rom1B)
e A. longirostre com A. ovale (Ova6B).

Dados parecidos foram registrados durante o desenvolvimento da ferramenta
“TickCutter 16S” (DE ABREU, 2019) e uma solucdo eficiente foi encontrada através da
identificacdo de uma terceira enzima capaz de gerar padr@es distintos para as espécies ndo
identificadas com o sistema de duas enzimas. Detalhes dos achados em relacdo ao uso de
enzimas adicionais serdo apresentados mais em frente.

4.5 Avaliacéo de padroes de bandas produzido por digestéo in vitro

A execucdo e avaliacdo da digestdo in vitro de “amplicons” COI ou 16S representa um
componente chave da plataforma “TickCutter”. Infelizmente, devido as restricdes impostas ao
uso das instalacdes laboratoriais da UFRRJ, em resposta a pandemia de COVID-19, néo foi
possivel realizar o numero de experimentos que seriam necessarios para validar integralmente
a ferramenta “COlsearcher”, especificamente em termos de sua capacidade de identificar
corretamente cada espécie, com base em dados recuperados de digestdes in vitro.

Os padrbes de bandas produzidos apos digestdo in vitro com Alul e Mbol de 48
amplicons representando 22 espécies de carrapatos Amblyomma, 2 amplicons produzidos a
partir de espécimes de H. leporispalustris € um Gnico espécime de R. microplus sdo
apresentados nas figuras 2a a 2d.

Conforme explicado nos Materiais e Métodos, esses foram os Unicos géis produzidos
no decorrer do projeto e, como resultado, varias formas de anélise foram realizadas na tentativa
de aumentar a precisio do processo de identificacdo. E importante notar que esses experimentos
foram conduzidos em paralelo com o desenvolvimento do moédulo “COlsearcher” e, como tal,
0 nimero de sequéncias que puderam ser identificadas foi limitado pela quantidade de perfis de
bandas que estavam presentes no banco de dados “COlsearcher”. As amostras utilizadas nesta
analise foram todas identificadas previamente pelo sequenciamento do 16S rDNA e, em alguns
casos, 0 sequenciamento do amplicon COI também foi realizado.

Em alguns casos, foram produzidas bandas bem separadas para ambas as enzimas, o que
facilitou muito sua analise (como por exemplo A. aureolatum e A. brasiliense, mostrados no
quadrante A nas figuras 2 e 4). No caso de A. brasiliense digerido com Mbol (Fig. 4), duas das
amostras apresentaram banda dupla (com tamanhos de aproximadamente 120 pb, indicado
como quadrante D, que ndo foram separadas pelas condi¢cbes de eletroforese utilizadas). Um
exemplo adicional do fenbmeno de bandas duplas € mostrado na Figura 3, onde ambas as
amostras de A. nodosum apresentaram uma banda dupla de ~190 pb. O quadrante B na figura 2
fornece um exemplo de bandas de menos de 100 pb que ndo puderam ser avaliadas. Em
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contraste, o0 quadrante B mostrado na figura 4 fornece exemplos de bandas de menos de 100 pb
que eram claramente visiveis nas digestdes Mbol de A. longirostre e A. naponense e, como tal,
poderiam ser incluidas nas analises. Exemplos de digestdo parcial, resultando em perfis de
dificil avaliacdo sdo mostrados nos Quadrantes C presentes nas figuras 2, 3 e 4. No caso de
amplicons gerados a partir de A. coelebs e A. romarioi, a digestdo parcial foi registrada para
ambas as enzimas (Figuras 2 e 4). No caso de A. triste, a digestdo parcial foi claramente visivel
para Alul, mas ndo foi detectada quando a mesma quantidade de DNA foi digerida com Mbol.
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Figura 2. Padrdes de banda resultantes da digestdo enzimatica com a endonuclease de restri¢do
Alul em “amplicons” gerados do gene COI (709 pb) de 25 exemplares de carrapatos do género
Amblyomma. Os nomes das espécies examinadas estdo fornecidos na parte superior do gel.
Eletroforese em gel de agarose (2,5% - TBE 0,5x%, 5 volts/cm durante 90 min) com revelacao
em brometo de etidio e mensuracdo de bandas resultantes a partir da analise comparativa com
fragmentos de tamanhos conhecidos presentes nos marcadores de 50 pb e 100 pb (Ladder 1 =
Synapse 50bp ladder M1041/M1042; Ladder 2 = LGC biotec 100 bp ladder). Amplicon =
produto de PCR sem digestdo. Os tamanhos das bandas de referéncia (em pb) estao indicados
no lado direto da imagem. Os quadrantes indicam exemplos de bandas claramente separadas
(A), bandas de menos de 100 pb que ndo podem ser medidas com seguranca (B) e bandas

sugestivas de digestdo parcial (C).
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Figura 3. Padrdes de banda resultantes da digestdo enzimatica com a endonuclease de restri¢do
Alul em “amplicons” gerados do gene COI (709 pb) de 23 exemplares de carrapatos do género
Amblyomma, dois exemplares de H. leporispalustris (marcado como Haemaphysalis sp.) e uma
Unica amostra de R. microplus. Os nomes das espécies examinadas estdo fornecidos na parte
superior do gel. Eletroforese em gel de agarose (2,5% - TBE 0,5x, 5 volts/cm durante 90 min)
com revelacdo em brometo de etidio e mensuracdo de bandas resultantes a partir da analise
comparativa com fragmentos de tamanhos conhecidos presentes nos marcadores de 50 pb e 100
pb (Ladder 1 = Synapse 50bp ladder M1041/M1042; Ladder 2 = LGC biotec 100 bp ladder).
Amplicon = produto de PCR sem digestdo. Os tamanhos das bandas de referéncia (em pb)
estdo indicados no lado direto da imagem. Os quadrantes indicam exemplos de bandas
sugestivas de digestdo parcial (C), e a presenca de bandas ndo separadas de tamanhos

semelhantes (D).
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Figura 4. Padrdes de banda resultantes da digestdo enzimatica com a endonuclease de restri¢do
Mbol em “amplicons” gerados do gene COI (709 pb) de 25 exemplares de carrapatos do género
Amblyomma. Os nomes das espécies examinadas estdo fornecidos na parte superior do gel.
Eletroforese em gel de agarose (2,5% - TBE 0,5x%, 5 volts/cm durante 90 min) com revelagdo
em brometo de etidio e mensuracdo de bandas resultantes a partir da andlise comparativa com
fragmentos de tamanhos conhecidos presentes nos marcadores de 50 pb e 100 pb (Ladder 1 =
Synapse 50bp ladder M1041/M1042; Ladder 2 = LGC biotec 100 bp ladder). Amplicon =
produto de PCR sem digestdo. Os tamanhos das bandas de referéncia (em pb) estdo indicados
no lado direto da imagem. Os quadrantes indicam exemplos de bandas claramente separadas
(A), bandas de menos de 100 pb que puderam ser medidas com confianca (B), bandas sugestivas
de digestéo parcial (C) e a presenca de bandas ndo separadas de tamanhos semelhantes (D).
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Figura 5. Padrdes de banda resultantes da digestdo enzimatica com a endonuclease de restri¢do
Mbol em “amplicons” gerados do gene COI (709 pb) de 23 exemplares de carrapatos do género
Amblyomma, dois exemplares de H. leporispalustris (marcado como Haemaphysalis sp.) e uma
Unica amostra de R. microplus. Os nomes das espécies examinadas estdo fornecidos na parte
superior do gel. Eletroforese em gel de agarose (2,5% - TBE 0,5x, 5 volts/cm durante 90 min)
com revelacdo em brometo de etidio e mensuracdo de bandas resultantes a partir da analise
comparativa com fragmentos de tamanhos conhecidos presentes nos marcadores de 50 pb e 100
pb (Ladder 1 = Synapse 50bp ladder M1041/M1042; Ladder 2 = LGC biotec 100 bp ladder).
Amplicon = produto de PCR sem digestdo. Os tamanhos das bandas de referéncia (em pb)
estdo indicados no lado direto da imagem.

Um total de cinco avaliacbes diferentes foram realizadas com os quatro géis. Os
resultados dessas andlises refletem o ponto do projeto em que foram conduzidos (por
dependerem do numero de perfis de bandas que foram incluidos no banco de dados
“COlsearcher” naquele momento). Pelo mesmo motivo cada avaliagdo utilizou apenas amostras
pertencentes a espécies depositadas no banco de dados naquele momento, apesar de cada
enzima possuir 51 amostras nos geis.

A primeira avaliacdo resultou na identificagdo bem sucedida de 14 das 37 amostras
testadas (37,8%), quando os dados das duas enzimas foram incluidos no teste (os dados de
digestdo in vitro de exemplares das espécies A. brasiliense, A. cajennense sensu stricto, A.
coelebs, A. geayi, A. longirostre, A. naponense, A. oblongoguttatum, A. ovale, A. parkeri, A.
romitii, A. triste e A. varium ndo resultaram em uma identificagdo, uma vez que poucos dados
de digestdo in silico estavam disponiveis naquele momento do estudo para essas espécies).
Observando os erros de identificacéo foi notado que a maioria dos erros se devem a presenca
de uma banda nos perfis obtidos com uma das enzimas, geralmente Mbol, que possui tamanho
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levemente diferente do que estava incluido no banco de dados e com isso fogem da faixa de
deteccdo da ferramenta. Em outros casos uma das enzimas (amostra 41 — A. romitii na digestéo
por Mbol, figura 5) ou ambas (amostra 11 — A. coelebs, amostras 26 e 27 — A. oblongoguttatum
e amostra 28 — A. ovale) possuem todas as bandas com tamanhos diferentes dos valores presente
no banco de dados de “COlsearcher” e em um caso (amostra 33 — A. parkeri, figura 5) uma
amostra possuia apenas duas bandas, enquanto que todos os padrées identificados daquela
espécie, através de analises in silico, possuem trés bandas.

Conforme sugerido anteriormente € possivel que os erros foram causados pela existéncia
de perfis de digestdo ndo conhecidos presentes nos géis e provavelmente pela qualidade inferior
dos géis de Mbol, que possuem diversas bandas de fraca intensidade e de dificil visualizacédo
qguando com menos de 100 pb. No entanto, foi considerado que o principal fator para o baixo
numero de identificacbes com duas enzimas resultou-se pelo uso das bandas presentes nos dois
marcadores de peso molecular para medigdo das bandas dentro do programa GelAnalyzer.
Neste contexto, o marcador de peso molecular de 100 pb ndo apresentou bandas claras em
ambos os géis (Figuras 4 e 5), e no caso do gel 2 (Figura 5) o marcador de 50 pb foi
essencialmente inatil.

Um outro fator que possivelmente impactou nos resultados foi a deciséo de néo ter usado
a opcdo “RF calibration mode” presente no programa GelAnalyzer. Para determinar até que
ponto esse fator estava causando problemas a segunda avaliagéo foi executada usando a opgéo
“RF calibration mode”. Contrariamente ao esperado, o uso dessa ferramenta resultou em menos
sucesso que obtido na primeira avaliacdo. Especificamente, as duas enzimas em conjunto
identificaram 10/37 (27%), um valor quase igual ao registrado usando apenas Mbol (9/37) na
primeira avaliagdo. Devido estas dificuldades a deciséo foi tomada para executar uma terceira
avaliacdo manual empregando o programa Powerpoint e evitar o uso de “RF calibration mode”
nesses geis.

Mais uma vez a mudancga no método, ndo resultou numa melhoria significativa. Assim,
0 uso dos dados para ambos as enzimas resultaram em 10/37 (27%) acertos. Esses dados foram
interpretados como uma consequéncia da inexperiéncia do operador no uso desta técnica e a
impossibilidade de receber treinamento presencialmente.

Na quarta avaliacdo a estratégia empregada foi o uso de apenas um dos marcadores
moleculares (o ladder Synapse 50bp ladder M1041) como fonte das bandas de referéncia para
o programa “GelAnalyzer” e também o uso de apenas duas bandas. Esta abordagem resultou
em uma pequena melhoria nos resultados (apesar da hipdtese que a inclusdo da terceira banda
deixaria “COlsearcher” mais especifico). Com base nesta observagao a decisdo foi tomada de
criar a faixa de agrupamento de bandas menores que 100 pb e inexistentes em uma Gnica op¢ao
na ferramenta, conforme relatado anteriormente. Nessa avaliacdo as duas enzimas em conjunto
resultaram em 13/37 (35,1%) acertos. Apesar do nimero de identificacfes em nivel de espécies
continuar longe do ideal, os resultados foram considerados em concordancia com os dados
registrados previamente in silico, onde a enzima Alul gerou um numero de acertos superior a
Mbol, porém inferior a quantidade de acertos registrados quando as enzimas foram usadas em
combinacgdo. Entre os possiveis motivos para o ainda baixo sucesso na identificacdo obtida na
quarta avaliacdo, estdo a existéncia de perfis de bandas desconhecidos, a dificuldade de
interpretar amostras onde ocorreu digestdo parcial e a alta semelhanca entre alguns padrdes
gerados in vitro onde a uso de uma terceira enzima seria necessario para produzir uma
identificacdo diferencial. Além disso, foi considerado possivel que diferengas na mobilidade
das bandas presentes nos marcadores de peso molecular, em comparacdo as bandas presentes
nas amostras testes, introduziram uma distor¢do na interpretacdo dos padrées, tanto para o
programa “GelAnalyzer” quanto para um operador tentando avaliar os géis manualmente com
Powerpoint. Uma solugao para este problema foi proposta dentro do modulo “TickCutter 16S”,
através do uso de bandas presentes em algumas das amostras testes (previamente sequenciadas
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e assim de tamanho garantido) como bandas de referéncia, em vez das bandas presentes nos
marcadores de peso molecular.

A quinta e ultima avaliacdo foi conduzida usando a estratégia de amostras testes como
fonte das bandas de referéncia, e incorporou um maior nimero (43) de perfis de digestdo que
nos testes anteriores. Esta combinagdo de mudancas resultou num aumento na quantidade de
identificacGes corretas quando as duas enzimas foram combinadas. Assim, a enzima Alul gerou
11/43 (25,5%) acertos, Mbol acertou apenas 3/43 (6,9%), e as enzimas em conjunto acertaram
26/43 (60,4%) amostras. Apesar de o resultado ainda ser longe do ideal, essa avaliacao foi a
Unica onde mais que a metade das amostras foram identificadas e foi visto como oferecendo o
caminho a ser seguido e aprimorado em futuras anélises in vitro. Vale a pena ressaltar, que tais
anélises ndo foram possiveis devido as restrigdes impostas pela pandemia COVID-19.

As amostras que nao foram capazes de ser identificadas podem ser divididas em quatro
grupos. Primeiro, teve uma espécie (A. dubitatum) para qual ndo existe sequéncias de COI
depositados em nenhum banco de dados (incluindo o banco do LBioMol). Em segundo teve
espécies identificadas por sequenciamento do gene 16S (assim sem confirmagdo da sequéncia
COl), onde um ou mais exemplares geraram um padrdo de bandas in vitro, que foi distinto dos
perfis identificados pelas andlises in silico. Um exemplo deste fendmeno foi A. brasiliense
digerido com Mbol (amostra 6 no gel 4). O terceiro grupo se refere especificamente aos perfis
de A. cajennense sensu stricto do Panama, devido a possibilidade/probabilidade de esses perfis
ndo representarem esta espécie. O quarto e maior grupo foi formado por espécies que geraram
perfis de digestdo altamente similares e que assim necessitaram do uso de uma terceira enzima
para conseguir uma identificacdo em nivel de espécie. Detalhes deste grupo estdo apresentados
abaixo.

4.6 ldentificacdo de enzimas alternativas (terceiras enzimas) para complementar os perfis
de bandas geradas por Alul e Mbol

O uso da primeira técnica elaborada para a assimilacdo de conjuntos de perfis (gerados
com Alul e Mbol) que nio puderam ser separados por “COlsearcher”, resultou na identificacéo
de seis conjuntos. Estes conjuntos, foram (1) A. nodosum (Nod1B) e A. calcaratum (Cal1C);
(2) A. parvum (Parv5D e ParvlA) e A. naponense (NaplA e Nap2A); (3) A. triste (TrilA) e A.
tigrinum (Tig2B); A. geayi (Gea2B) e A. romitii (Rom1B); (4) A. longirostre (LonlA) e A.
ovale (Ova6B); (5) A. latepunctatum (Lat1A) e A. auricularium (Auri2B e Auri2C) e (6) A.
auricularium (AurilA) e A. parvum (Parv2B).

Conforme explicado nos Materiais e Métodos a segunda abordagem aplicada na
identificacdo de conjuntos que necessitam de uma terceira enzima foi mais elaborada e
cautelosa que a primeira e consequentemente assimilou um total de 8 conjuntos, os quais
incorporam um namero maior de possiveis conflitos. Os resultados empregando a segunda
técnica para examinar os 65 perfis de bandas identificados para Amblyomma (através de
digestdo com Alul e Mbol) e exame posterior dos 23 perfis (também por digestdo com Alul e
Mbol) de outros géneros de carrapatos estdo apresentados na Tabela 3. As enzimas identificadas
como sendo capazes (com uma unica exce¢do), de fornecer uma identificacdo diferencial de
cada conjunto também estéo incluidos na Tabela 3. No caso do conjunto 7, uma identificacéo
foi possivel usando mais de uma enzima. Assim, A. auricularium (AurilA) e A. parvum
(Parv2B), sdo separados usando as enzimas Taql ou Bccl. Vale a pena ressaltar que a selecéo
das enzimas ficou limitada as disponiveis nos estoques do LBioMol.
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Tabela 3. Detalhes dos conjuntos de padrdes de bandas que precisaram de uma terceira enzima

para permitir uma identificagdo em nivel de espécies usando a ferramenta “COlsearcher”.

Padrdes confundiveis entre si, formando o Conjunto 1

Espécie Padrdo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
A. parvum Parv4D Mspl 270, 228,112, 99
A. romitii Roml1A Mspl 600, 109
Conjunto 2
Espécie Padréo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
Mspl 340, 270, 99
A. parvum ParvaD e ParviA Mspl 270, 228, 112, 99
Mspl 337, 273,99
Mspl 273, 228, 109, 99
A. naponense NaplA e Nap2A Mspl 600, 109
A. tigrinum Tig2C e Tig2D Mspl 366, 343
Conjunto 3
Espécie Padrdo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
A. tigrinum Tig2B Mspl 366, 343
A. triste TrilA Mspl 463, 246
Conjunto 4
Espécie Padréo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
A. geayi Gea2B Taql 614, 95
A. romitii Rom1B Taql 446, 263
R. microplus Mic5A Taql 525, 95, 89
Conjunto 5
Espécie Padrdo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
Ddel 644, 65
A. longirostre LonlA Ddel 494, 150, 65
Ddel 494, 215
A. ovale OvatB Ddel 494, 150, 65
A. tigrinum TiglA Ddel 381, 278, 50
A. parvum Parv3A Ddel 709 (Né&o digere)
Conjunto 6
Espécie Padrdo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
A. humerale Huml1B Mspl 441, 268
A. nodosum Nodl1lA Mspl 337, 239, 70, 63
Conjunto 7
Espécie Padrdo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
A. auricularium AurilA Taql 374, 263,72
A. parvum Parv2B Taql 446, 263
Conjunto 7 (enzima alternativa)
Espécie Padréo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
A. auricularium AurilA Bccl 404, 305
A. parvum Parv2B Bccl 345, 305, 59
Conjunto 8
Espécie Padrdo com Alul e Mbol Enzima Bandas formadas
A. brasiliense BralA Mspl 600, 109
A. sculptum SculA Mspl 343, 210, 156
Mspl 499, 210




Conforme mostrados na Tabela 3, as enzimas recomendadas para permitir a resolucéo
dos perfis conflitantes foram as seguintes: (1) Mspl para conjuntos 1, 2, 3 e 6; (2) Tagl para
conjunto 4; (3) conjunto 5 usando Ddel e (4) conjunto 7 empregando Bccl ou Tagl. No caso do
conjunto 5, a enzima de restricdo Ddel foi incapaz de separar completamente as sequéncias de
A. longirostre (todas com o mesmo perfil com Alul e Mbol) de A. ovale (Ova6B). Apesar de
nosso desejo de trabalhar exclusivamente com enzimas ja disponiveis no LBioMol, uma busca
usando outras enzimas incluidas em NEBcutter V2.0 foi executada, mas falhou na identificacéo
de uma enzima capaz de ultrapassar este problema. Além disso, foi observado que a enzima
Ddel ndo corta o grupo de A. parvum (Parv3A) também presente no conjunto 5. Isso foi visto
como uma complicacdo adicional para este conjunto, uma vez que a analise baseada na ndo
digestdo pode ser considerada ndo ideal, pois a falta de digestdo poderia ser o resultado de
algum problema no preparo da amostra e ndo da falta de um local de ac¢&o da enzima.

Como um total, a incluséo da terceira enzima foi considerada muito eficaz. Assim, 86/88
perfis (agrupados com base nas bandas geradas com Alul e Mbol) foram identificados em nivel
de espécie. A Unica excecdo, que resultou por causa de um polimorfismo presente em uma unica
sequéncia derivada de A. longirostre, serviu como uma alerta da possivel fragilidade de um
sistema construido na técnica de PCR-RFLP e reforcou a necessidade de continuamente
atualizar os bancos de dados através da adigdo de novas sequéncias.

A capacidade do mddulo “COlsearcher” de discriminar entre os varios géneros de
Ixodidae com apenas uma identificagdo conflitante (entre R. microplus, A. geayi e A. romitii),
que foi resolvida através do uso da enzima Tagl, representou um excelente resultado. No
entanto, deve ser notado que o banco de dados do “COlsearcher” nao inclui faixas para
discriminar bandas acima de 500 pb. Assim, a completa separacdo entre R. microplus e A. geayi
ndo foi possivel ao usar a ferramenta. Porém, dado a extensa variagao entre as bandas maiores
(614 pb em A. geayi e 525 pb em R. microplus) presente em cada perfil, foi considerado
provavel que esta limitacdo seja facilmente resolvida observando a posi¢do das bandas em
relacdo a amostra “ladder” no gel.

4.7 Expansao do modulo “COlsearcher” para permitir identificacio em nivel de espécie
empregando uma terceira enzima

A adicdo de um novo banco de dados a pagina de “COlsearcher”, para permitir a
avaliacdo de digestdo com uma terceira enzima através de uma ferramenta auxiliar, foi
executado de uma forma semelhante ao processo descrito anteriormente para a ferramenta
principal. A aparéncia da ferramenta nova, junto com seu tutorial, dentro da plataforma
“TickCutter” estd apresentada na Figura 3. O fato de que as duas ferramentas sdo apresentadas
separadamente, mas ha mesma pagina, ndo afetou o desempenho delas. Neste contexto, apesar
da ferramenta complementar depender do resultado da ferramenta principal para a selecdo do
conjunto no menu “dropdown”, ela foi desenvolvida pensando-se na anotagdo do resultado
obtido no primeiro passo pelo usuario. Com base neste resultado o usudrio seria direcionado
para o tutorial onde teria como selecionar a(s) enzima(s) apropriada(s) para executar a digestao
in vitro e posteriormente introduzir seus achados na ferramenta complementar.
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Ferramenta complementar

Essa ferramenta tem o propdsito de resoclver problemas de identificagao que nao puderam ser resolvidos utilizando
apenas duas enzimas, desse modo essa ferramenta oferece a possibilidade de usar uma terceira enzima na
identificagdo. Os problemas de identificagéo foram agrupados em grupos que podem ser visualizados abaixo:

Grupo 1: Amblyomma parvum e Amblyomma romitii. Solucionado com Mspl.

Grupo 2: Amblyomma naponense, Amblyomma parvum e Amblyomma tigrinum. Solucionado com Mspl.

Grupo 3: Amblyomma tigrinum e Amblyomma triste. Solucionado com Mspl.

Grupo 4: Amblyomma geayi e Amblyomma romitii. Solucionado com Tagl.

Grupo 5: Amblyomma longirostre, Amblyomma ovale, Amblyomma parvum e Amblyomma tigrinum. Solucionado
parcialmente com Ddel.

Grupo 6: Amblyomma humerale e Amblyormma nodosum. Solucionado com Mspl.

Grupo 7: Amblyomma auricularium e Amblyomma parvum. Solucionado com Beel ou Tagl.

Grupo 8: Amblyomma brasiliense @ Amblyomma sculptum. Solucionado com Mspl.

Tutorial:

Etapa 1. Selecione o grupo que deseja identificar (baseando-se na identificagdo com Aful e Mbol e na descrigédo dos
grupos acima);

Etapa 2. Selecione a enzima que deseja usar nesse grupo (essa etapa € obrigatéria mesmo que o grupo seja
solucionado por apenas uma enzima, como no caso do grupo 1 por exemplo);

Etapa 3. Selecione os tamanhos (em pares de bases) das bandas visualizadas em gel de agarose apds digestao
enzimatica com a enzima escolhida (primeira, segunda, e/ou terceira banda no gel de cima para baixo);

Observagdo 1. Objetivando ampliar a seguranga da ferramenta de caracterizagao, os fragmentos determinados in
silico foram convertidos em faixas de interpretagdo mais abrangentes, por isso os campos de sele¢ao de tamanho
das bandas abaixo possuem um X na casa das unidades.

Observagdo 2. Bandas de tamanhos muito pequenos podem ser dificeis de observar. Por isso a ferramenta agrupa
bandas menores que 50 pares de bases e bandas inexistentes em uma Unica opgao ("<05X ou Néo Possui").
Entretanto, para géis com bandas fracas recomendamos utilizar a opgéo "<10X ou N&o Possui" para todas as bandas
abaixo de 100 pares de bases ou inexistentes. Reduzindo assim a sensibilidade da ferramenta em troca de uma
identificagdo mais segura.

Observagado 3. A ferramenta trata bandas duplas no gel como uma Unica banda, ou seja, se por exemplo o gel possuir
duas bandas de por volta de 200 pares de bases coloca-se apenas uma banda desse tamanho na ferramenta.

Etapa 4. Clique em "ldentificar".

Observagéo 4. Caso precise fazer varias identificagoes, é possivel apagar os resultados e tamanhos selecionados da
identificacdo anterior ao clicar em "Limpar”.

Grupo Enzima
| Grupo v | | Enzima v |
Primeira banda Segunda banda Terceira banda
| Primeira banda ~ | I Segunda banda ~ | | Terceira banda ~ |
Espécie Enzima Bandas
Amblyomma auricularium Tagl 374,263, 72
Amblyomma auricularium Beel 404, 305
Amblyomma brasiliense Mspl 600, 109
Amblyomma geayi Tagl 614,95

N3&o foi possivel caracterizar o seu exemplar?

A detecgd@o de novos padrdes de corte pode ocorrer em decorréncia de espécies nao consideradas em nosso banco
de dados (novas espécies ou espécies nédo reportadas previamente no Brasil), ou resultado do polimorfismo do alvo
molecular considerado. Saiba como contribuir com a atualizagdo de nossa ferramenta de identificagdo aqui ou fale
conosco pelo e-mail: tickeutter @ gmail.com.

Figura 6. Imagem da pagina incluida na plataforma “TickCutter” incluindo o tutorial para o
uso da ferramenta complementar do modulo “COlsearcher” para identificagdo através do uso
de uma terceira enzima.
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4.9 Atualiza¢ao da Ferramenta “TickCutter 16S”

Um dos aspectos centrais da plataforma “TickCutter” ¢ a capacidade de atualizar os
bancos de dados continuamente para identificar novos perfis de digestdo e de determinar qual
seria 0 possivel impacto destes em relacdo ao poder discriminatorio da ferramenta. A
atualizagdo do modulo “TickCutter 16S” resultou na identificacdo de 35 novos padrdes de
bandas procedentes de 78 das 363 sequéncias de 16S rDNA depositados para carrapatos da
familia Ixodidae no GenBank de 06/09/2019 até 08/03/2021. Estes padrbes foram gerados
através de digestdo in silico de “amplicons” virtuais e em seguida comparados com os perfis
existentes no banco de dados da ferramenta “TickCutter 16S” (DE ABREU, 2019), para
identificar novos perfis e avaliar possiveis conflitos na identificacdo em nivel de espécies.
Quatro dos perfis pertencem a especies do género Ixodes (Ixodes bocatorensis, Ixodes
catarinensis, Ixodes paranaensis e Ixodes spinosus), que ndo foram incluidas previamente na
ferramenta por serem espécies novas ou reinstauradas (LABRUNA et al., 2020; ONOFRIO et
al., 2020). No caso da espécie Ixodes lasallei, a nova sequéncia depositada no GenBank
originou no Brasil e aumentou o nimero de representantes deste espécies para trés, sendo que
houve apenas um perfil de bandas para a espécie.

Os outros novos padrBes de bandas foram gerados para as espécies: A. dissimile (2
perfis), A. longirostre (1 perfil), A. ovale (8 perfis), A. parkeri (1 perfil), A. parvum (1 perfil),
Haemaphysalis juxtakochi (2 perfis), Haemaphysalis leporispalustris (3 perfis), Ixodes amarali
(1 perfil), Ixodes auritulus (3 perfis), Ixodes loricatus (1 perfil), Rhipicephalus microplus (3
perfis) e Rhipicephalus sanguineus (4 perfis). A introducdo dos novos perfis ndo interferiu no
funcionamento da ferramenta, que manteve o poder discriminatorio registrado anteriormente.
Porém, foi notado que conforme observado previamente, os padrbes registrados para 0s
membros do género Ixodes ndo permitiram uma identificacdo em nivel de espécie para vérias
espécies que ficaram registradas com Ixodes spp.

Os ultimos resultados de destaque em relacdo a atualizacdo do banco de dados dos
carrapatos Ixodidae, sdo os registrados em relacdo a espécie A. ovale onde foi registrada a
existéncia de 8 novos perfis de bandas, aumentando a quantidade de padrfes para 12. Devido
ao amplo grau de polimorfismo presente nas sequéncias de 16S, esta espécie tem sido destacada
como uma possivel fonte de perfis conflitantes, os quais podem ser resolvidos através de
digestdo com a enzima Xbal (DE ABREU, 2019). Digestao das novas sequéncias depositadas
para esta espécie com Xbal identificou duas sequéncias (MK792953.1 do padrdo Oval D1 e
MN171341.1 do padrdo Oval_J1) que foram imunes a acdo desta enzima.

A plataforma “TickCutter” foi desenvolvida orginalmente com o intuito de permitir a
identificacdo de carrapatos da familia Ixodidae, com énfase nos membros do género
Amblyomma, devido a predominancia deste género nas infestacGes de aves silvestres, 0s quais
representam o foco das investigacdes desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa. No entanto,
ficou Obvio que para virar uma ferramenta de valor para todos os acarologistas brasileiros seria
necessario a ampliacdo da plataforma atraves da inclusdo de perfis de bandas procedentes de
sequencias de 16S rDNA depositados no GenBank por espécies da familia Argasidae. Um total
de 75 sequéncias (na forma de “amplicons” virtuais), representando 22/25 das espécies de
Argasideos reconhecidos no Brasil foram avaliadas in silico com Dral e Vspl, resultando na
identificacdo de 31 perfis, apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Padrdes de bandas geradas através de digestdo in silico com as enzimas Dral e Vspl
de “amplicons” virtuais de sequencias de 16S rDNA derivadas de 22 espécies da familia

Argasidae.
Argasideos Bandas formadas por digestéo (pb)
Espécie Padréo Dral Vspl
Antricola delacruzi AdelA 199, 92, 67, 58, 23, 17, 17 Né&o digere
Antricola guglielmonei AgulA 201,92, 67,57, 23, 17, 17 284,190
Argas miniatus AmilA 200, 138, 48, 29, 17, 17 206, 151, 92
Nothoaspis amazoniensis ~ Naml1A 160, 125, 115, 30, 17, 17, 12 N&o digere
Ornithodoros brasiliensis ~ ObrlA 191, 133, 48, 38, 30, 17, 17 N&o digere
Ornithodoros capensis OcaplA 172,92, 69, 46, 30, 23, 17,17, 9 N&o digere
Ornithodoros capensis OcaplB 202, 92, 69, 45, 23, 17,17, 10 Né&o digere
Ornithodoros cavernicolous OcavlA 204, 115, 102, 23, 17, 16 Né&o digere
Ornithodoros cerradoensis  OcelA 201, 122,98, 17,17, 15 Né&o digere
Ornithodoros faccinii OfalA 185, 161, 63, 30, 21, 17 351, 126
Ornithodoros fonsecai OfonlA 188, 92, 58, 30, 26, 23, 22, 19, 17 323, 152
Ornithodoros fonsecai OfonlB 172,102, 92, 30, 23, 22, 17, 16 322, 152
Ornithodoros guaporensis ~ OgulA 171, 98, 74, 65, 30, 17, 17 Né&o digere
Ornithodoros hasei OhalA 172,124, 115, 30, 17, 17 323, 152
Ornithodoros kohlsi OkolA 202, 124,115, 17, 17 Né&o digere
Ornithodoros marinkellei  OmalA 133, 124, 92, 56, 30, 17, 17, 6 Né&o digere
Ornithodoros marinkellei  OmalB 189, 124, 98, 30, 17, 17 Né&o digere
Ornithodoros marinkellei  OmalC 313, 98, 30, 17, 17 Né&o digere
Ornithodoros mimon OmilA 239,199, 17, 17 259, 213
Ornithodoros mimon OmilB 199, 115, 103, 21, 17, 17 259, 213
Ornithodoros mimon Oomi2B 199, 115, 104, 21, 17, 17 381, 92
Ornithodoros mimon Omi3C 203, 124, 115, 17, 17 324, 152
Ornithodoros peropteryx OpelA 201, 197, 44, 17, 17 308, 168
Ornithodoros rietcorreai OrilA 172, 98, 66, 58, 30, 17, 17, 17 239, 236
Ornithodoros rietcorreai OrilB 172, 125, 115, 30, 17, 17 240, 236
Ornithodoros rondoniensis  OronlA 190, 142, 98, 30, 17 286, 191
Ornithodoros rostratus OroslA 173,125, 48, 30, 23, 22, 20,17,16 261, 168, 45
Ornithodoros rostratus Oros2A 173, 125, 48, 30, 23, 22, 20, 17, 16 306, 168
Ornithodoros saraivai OsalA 170, 115, 79, 43, 30, 17, 16 Né&o digere
Ornithodoros setosus OselA 172,125, 115, 30, 17, 17 384, 92
Ornithodoros tabajara OtalA 235, 98, 57,53, 17, 17 385, 92

Uma avaliacdo destes perfis em comparacdo ao banco de dados referente a familia
Ixodidae, revelou que 24 padrdes ndo foram identificados (retornaram resultados em branco)
pela ferramenta “TickCutter 16S”, mostrando que eles ndo teriam nenhum impacto sobre o
poder discriminatorio do modulo. No entanto, sete padrGes de seis espécies (Antricola
guglielmonei, Ornithodoros capensis, Ornithodoros guaporensis, Ornithodoros kohlsi,
Ornithodoros marinkellei e Ornithodoros mimon) geraram problemas de identificagdo com
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perfis dos seguintes carrapatos da familia Ixodidae: A. coelebs, A. geayi, A. tigrinum,
Dermacentor nitens, H. leporispalustris, I. auritulus e R. microplus. Detalhes dos perfis
conflitantes estdo apresentados na Tabela 5. Devido a necessidade de executar uma analise
mais profunda sobre estes perfis, com o intuito de achar solu¢Ges para os problemas de
identificacdo e o fato de que varias sequencias ndo sao digeriveis com a enzima Vspl, a decisdo
foi tomada a néo incluir os perfis dos Argasideos no banco de dados no momento.

Tabela 5. Perfis de digestdo gerados por carrapatos da familia Argasidae que geraram
identificagBes conflitantes com membros da familia Ixodidae.

Argasideos conflitantes com Ixodideos

Argasideo Padréo Ixodideo
Antricola guglielmonei AgulA A. parkeri (Park B2)
Ornithodoros capensis OcaplA A. tigrinum (Tigr_Ale Tigr_B1)
R. microplus (Micr_B2)
OgulA A. geayi (Geay_C3),

Ornithodoros guaporensis

A. tigrinum (Tigr_Ale Tigr_B1)
R. microplus (Micr_B2)

Ornithodoros kohlsi OkolA I. auritulus (laur_E1)
Ornithodoros marinkellei OmalC D. nitens (Nite_Al)

Ornithodoros mimon OmilA H. leporispalustris (Lepo_Al)

Ornithodoros mimon OmilB A. coelebs (Coel Al)
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5 DISCUSSAO

E notavel o avanco da medicina veterinaria no diagnostico e tratamento das doencas
infectocontagiosas e parasitarias nas ultimas décadas (HOWSON et al., 2017; HOLM et al.,
2019; NZELU; KATO; PETERS, 2019). Atualmente, a deteccdo e diagnostico de agentes
etiologicos contam com varios métodos laboratoriais, além de informages sobre os sintomas e
histdricos clinicos (PAULINO et al., 2021; VIEIRA et al., 2019; KHAN; ZAHOOR, 2018;
ROSTAMI etal., 2018; PRIBUL et al., 2017). O advento da era da biologia molecular na década
de 1950 e o posterior surgimento de novas tecnologias, teve impactos altamente positivos em
quase todas as areas da biologia e revolucionou o estudo das ciéncias veterinarias,
particularmente em relacdo ao diagndstico de doencas e tipagem genética de patdgenos e
parasitos. A descoberta da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em 1985 (SAIKI et al., 1985)
e o desenvolvimento do método de Sanger para sequenciamento de DNA na década de 1970
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), foram avangos marcantes que transformaram todos
0s campos das ciéncias de vida e agrarias. A importancia e relevancia da PCR em particular, é
em parte devido as melhorias subsequentes (por exemplo, PCR em tempo real) e as
modificacGes para adaptar o método para objetivos diversos, que vao desde sequenciamento de
genomas completos a rapida deteccdo de agentes patogénicos e quantificacdo de cargas
parasitarias e virais. Além disto, gracas as melhorias nas técnicas de sequenciamento e a criacdo
de bancos de dados de DNA especificos como, por exemplo o GenBank, o potencial de
sequenciamento em grande escala empregando sequéncias que sao filogeneticamente
relevantes, resultou na quantificacdo e caracterizacdo de uma gama de parasitos e patdgenos
como demonstrado em varios estudos (PEIXOTO et al.,, 2021; VAN DIJK et al., 2018;
EMAMEH et al 2018; JEX; GASSER; SCHWARZ, 2019; LUZ et al., 2017).

A necessidade de estudar a vida selvagem como fonte potencial de patdgenos zoon6ticos
e/ou de parasitos e microrganismos capazes de causar doencas em animais domésticos
(principalmente animais de producgdo), ganhou maior destaque como resultado da pandemia de
COVID-19 (PERVEEN; MUZAFFAR; AL-DEEB, 2021; LAWLER; ALLAN; BAXTER,
2021). A ameaca percebida de agentes zoonoticos com potencial pandémico (especificamente
gripe aviaria e outros virus respiratorios, incluindo os coronavirus), foi a principal motivacao
por trds do renascimento do antigo conceito de satde unica em 2004 (OSTERHAUS et al.,
2020). O conceito de saude Unica também destacou a necessidade de abordar os riscos
associados as doencas emergentes transmitidas por vetores, que mostraram um crescimento
explosivo durante o século 21 e representam uma ameaca real e atual a satde humana e animal
em muitas regides do globo, mas principalmente no mundo em desenvolvimento (FABURAY,
2015: LEAL FILHO et al., 2018; PETERSEN; BEARD; VISSER, 2019). Como foi claramente
demonstrado pelo surgimento do SARS-CoV-2 em 2019, a ciéncia moderna tem a capacidade
de responder de forma rapida e eficaz (através do desenvolvimento de testes de diagndstico,
terapias e vacinas) assim que um novo patdgeno for identificado (NOWAKOWSKA et al.,
2020; DAHLKE et al., 2021). Assim, embora ainda considerado pela OMS como uma ameaga
significativa para a humanidade, particularmente as popula¢Ges ndo vacinadas do mundo em
desenvolvimento, o impacto do SARS-CoV-2 em termos de mortalidade e ruptura econémica
foi reduzido, com a transi¢cdo de pandemia para endemia considerada por especialistas como
provavel ate o final de 2022 (TORJESEN, 2021).

Investimentos na caracterizagdo genética de patdgenos potenciais sem considerar 0s
fatores ecologicos s6 podem esperar fornecer uma percepcao limitada e técnica, em vez de
holistica, do problema das doencgas infecciosas e parasitarias emergentes (BONILLA-
ALDANA; DHAMA; RODRIGUEZ-MORALES, 2020). Esta importante licdo deve ser
aprendida, principalmente por pesquisadores localizados em paises de baixa e média renda,
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incluindo o Brasil, onde a necessidade de desenvolver e conduzir programas de vigilancia
eficazes para doengas existentes e potenciais € criticamente importante, mas onde 0s recursos
para realizar a pesquisa basica e aplicada necessaria para validar esses programas € inadequada
(DE VRIES et al., 2021).

A pandemia de COVID-19 demonstrou claramente ao mundo que a ameaca de doencas
emergentes, algumas com potencial pandémico é real e provavel de ocorrer com maior
frequéncia como consequéncia dos impactos negativos exercidos sobre 0 meio ambiente como
resultado de atividades antrépicas (WILKE; BENELLI; BEIER, 2021; LAWLER; ALLAN;
BAXTER, 2021). Também ilustrou claramente que o conceito de saude Unica pode ser o Unico
caminho viavel através do qual a ciéncia pode tentar desenvolver efetivamente o0s recursos
necessarios para se preparar para futuras epidemias e pandemias de origem zoonética (FERRI;
LLOYD-EVANS, 2021; KANAMORI; BABA; WEBER, 2021). Além disso, o COVID-19
revelou que o desenvolvimento de medidas para prever e prevenir futuras pandemias sera
significativamente mais desafiador do que simplesmente se preparar para lidar com um
problema assim que ele surgir (KHOR; HEYMANN, 2021).

A necessidade de programas eficazes e em larga escala para a vigilancia de reservatorios
de vida selvagem de grupos prioritarios de patdgenos (por exemplo, gripe aviaria) tem sido o
cerne das estratégias de preparacdo empregadas pela OMS durante as duas primeiras décadas
do século XXI (HOOD et al., 2021). No entanto, é evidente que esses programas devem ser
complementados com investimentos significativos em pesquisa basica, realizada na interface
homem-vida selvagem, para fornecer dados sobre os riscos de surgimento de doengas ainda
desconhecidas de importancia para a saide humana ou que possam impactar sobre a satde dos
animais de producdo, resultando em riscos para a seguranga alimentar (SHAW,
CATTERUCCIA, 2019; DE THOISY et al., 2021; BROOKS et al., 2021).

As doengas transmitidas por carrapatos que afetam os seres humanos ndo sao um tema
prioritario de saude para a maioria das nacdes do mundo desenvolvido e sdo ainda menos nos
paises em desenvolvimento. No entanto, como foi revelado pelo surgimento e subsequente
expansdo da doenca de Lyme na América do Norte, as doencas transmitidas por carrapatos e
originarias da vida selvagem podem se tornar graves problemas de salde publica
(MATTINGLY; SHERE-WOLFE, 2020). Devido a sua importancia econémica, as doencas
transmitidas por carrapatos que afetam os animais de producdo recebem uma parcela
substancial do investimento em pesquisa parasitolégica na América Latina. Em contraste, com
a possivel excecdo da pesquisa sobre febre maculosa (causada por Rickettsia rickettsii), o
financiamento disponivel para investigar o potencial de surgimento de ameacas a salude por
carrapatos associados a animais selvagens tem sido tradicionalmente muito limitado e prevé-se
que seja ainda mais reduzido no mundo pés COVID-19, onde é provavel que o financiamento
para a vigilancia de doencas emergentes de origem zoonética seja focado na ameaca oferecida
pelos virus respiratorios (FACCINI et al., 2020; CARLSON et al., 2021).

Em resposta a esse dilema, nosso grupo de pesquisa iniciou um plano em 2016, que
buscou examinar a possibilidade de desenvolver um método alternativo para complementar a
identificacdo baseada em sequenciamento, de carrapatos associados a animais silvestres
(principalmente aves silvestres) no Brasil. A necessidade de desenvolver tal estratégia foi
motivada em resposta aos cortes drasticos no financiamento da pesquisa que comecaram em
2015 e infelizmente continuam até os dias atuais (MAGNUSSON et al., 2018; ANGELO, 2019;
IDROVO; MANRIQUE-HERNANDEZ; FERNANDEZ NINO, 2021). O impacto dessa crise
financeira foi sentido por todos os cientistas brasileiros, mas foi particularmente prejudicial
para os pesquisadores que empregaram métodos moleculares em suas investigacdes. Como
resultado da falta de fundos, o uso de sequenciamento para identificacdo rotineira de carrapatos
imaturos foi essencialmente impossibilitado pelos custos envolvidos.

51



O resultado do nosso esforgo de pesquisa foi o desenvolvimento da plataforma
“TickCutter”, um sistema “on-line” construido sobre o conceito de inovacdo frugal (DE
ABREU, 2019), que consiste basicamente em encontrar novas aplicacdes de menor custo para
tecnologias existentes como alternativa ao uso de tecnologias novas, mas inacessiveis
(HINDOCHA et al., 2021). A tecnologia empregada no sistema “TickCutter” ¢ o PCR-RFLP
(método de baixo custo desenvolvido na decada de 1990). O método pode processar
confortavelmente até 100 amostras por semana a um custo 97% menor do que 0 uso de servi¢os
de sequenciamento fornecidos por terceiros. A tecnologia é facil de usar (a plataforma fornece
tutoriais) e acessivel, pois a maioria dos laboratorios que realizam pesquisas basicas de biologia
molecular possuem a infraestrutura necessaria para realizar PCR, digestdo de restricdo de
“amplicons” e eletroforese em gel. A andlise dos padrdoes de bandas pode ser realizada
manualmente ou usando “software” de bioinformatica gratuito (GelAnalyzer). A plataforma ¢
adaptével, sendo a atualiza¢do do conjunto de dados simples e pode receber médulos adicionais
baseados em alvos moleculares alternativos, conforme demonstrado no projeto atual.
Adicionalmente os dados gerados pelos usuérios sdo facilmente transferiveis entre laboratorios.
A plataforma também possui a vantagem de ndo ser necessario a identificacdo de todas as
amostras nas ferramentas, pois € provavel que muitas amostras apresentem o mesmo perfil,
desse modo identificar apenas um exemplar permitira identificar todas as amostras com perfil
idéntico, reduzindo o tempo para identificacdo de todas as amostras. Entretanto, no caso de o
exemplar necessitar de terceira enzima para sua caracterizacdo é recomendado digerir com
terceira enzima todas as amostras com aquele perfil, para confirmar se de fato pertencem a
mesma espécie.

A ferramenta de identificagdo da familia Ixodidae baseada em 16S rDNA foi submetida
a um extenso processo de validacdo em 2 etapas, que confirmou seu elevado potencial como
método para identificacdo em nivel de espécie (DE ABREU, 2019). No entanto, o sistema nao
esta isento de limitacdes, algumas das quais estdo ligadas a peculiaridades associadas ao uso do
gene 16S rDNA como alvo para PCR, mas também porque o conjunto de dados carece da
inclusdo de perfis de bandas derivados de carrapatos Argasideos. O objetivo geral do presente
trabalho foi encontrar formas de corrigir essas limitagdes.

A primeira etapa do processo de atualizagdo da ferramenta “TickCutter 16S” foi
tecnicamente simples e envolveu a coleta de novas sequéncias de 16S rDNA depositadas para
carrapatos da familia Ixodidae no GenBank, seguida da produgdo de “amplicons” virtuais,
digestéo in silico e insercao dos perfis de bandas no banco de dados da ferramenta. A influéncia
potencial dos novos padrdes sobre o poder discriminatorio da ferramenta foi posteriormente
avaliada. A segunda fase da atualizacdo envolveu as mesmas etapas acima, com excecdo da
adicdo ao banco de dados, mas utilizou sequéncias derivadas de carrapatos da familia
Argasidae. A decisdo de ndo incluir sequéncias da familia Argasidae na versao original da
ferramenta foi motivada pela observacdo de que relatos de carrapatos moles em associagdo com
aves silvestres no Brasil sdo extremamente raros. Dessa forma, considerou-se improvavel que
interferissem na identificacdo de carrapatos Ixodidae. No entanto, relatérios (RAMOS et al.,
2015) da associacgédo de Ornithodoros mimon com aves silvestres em diferentes regides do Brasil
questionaram a validade de nossa suposi¢do. Assim, a adaptacdo da ferramenta para incluir
dados de Argasideos passou a ser considerada essencial, apesar da capacidade de diferenciacdo
das familias Ixodidae e Argasidae a partir de caracteres morfoldgicos.

A introducdo dos novos padrdes de bandas registrados para Ixodidae aumentou o
tamanho do banco de dados, sendo este efeito mais notavel no caso de espécies do género
Ixodes. Conforme observado em nosso trabalho anterior, os dados de sequenciamento para 0s
membros deste género sao escassos em comparagao com os outros géneros da familia Ixodidae.
A descoberta mais significativa da atualizacdo foi a constatacdo de que a incluséo de novos
padrdes de bandas ndo reduziu o poder discriminatorio da ferramenta “TickCutter 16S”. No
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entanto, um achado secundario importante (que estendeu as observacGes anteriores) foi o fato
de que os perfis de bandas produzidos para especies do género Ixodes ndo foram capazes de
diferenciar efetivamente essas espécies, resultado em casos de identificacdo apenas a nivel de
género. Pesquisas futuras se concentrardo na identificacdo de potenciais terceiras enzimas
capazes de resolver essa limitacdo. A possibilidade de que o uso de um Gnico alvo (mesmo
quando cortado com 2 enzimas) néo fosse capaz de produzir identificagdes definitivas em nivel
de espécie foi sugerida como uma possivel fraqueza potencial (DE ABREU, 2019) e foi a
principal motivacéo para os experimentos realizados com o Marcador COI no projeto atual.

E interessante notar que o valor da PCR-RFLP como um método eficiente e de custo-
beneficio para o nivel de espécie de carrapatos Haemaphysalis para ajudar no monitoramento
de Haemaphysalis longicornis foi relatado em 2020 por pesquisadores dos EUA (THOMPSON
et al., 2020). O sistema desenvolvido nesse estudo foi baseado no uso do marcador 16S, (com
um sistema envolvendo o uso de COI ndo sendo completado), cada um digerido com uma Unica
enzima (Dral para 16S e Alul para COI). Uma diferenca notavel entre esse estudo e
“TickCutter” ¢ observada na escolha de Thompson et al. (2020) em utilizar apenas a enzima
Dral na digestdo de 16S e apenas Alul na digestdo de COI, enquanto “TickCutter 16S” utiliza
Dral e Vspl como enzimas principais e outras enzimas como terciarias (DE ABREU, 2019),
com a mesma abordagem sendo observado em “COlsearcher”.

Os resultados da andlise realizada com as sequéncias coletadas de Argasidae
demonstraram que a maioria dos perfis de bandas foram Unicos e que ndo impactaram na
capacidade da ferramenta “TickCutter” em identificar corretamente os carrapatos Ixodidae. No
entanto, seis perfis (incluindo 2 produzidos a partir de O. mimon) foram caracterizados como
geradores de identifica¢fes conflitantes com espécies da familia Ixodidae. Como foi sugerido
para os carrapatos do género Ixodes, pesquisas futuras se concentrardo na identificacdo de
enzimas alternativas que poder&o resolver os dados conflitantes. Permitindo assim a adicéo
dessa familia no banco de dados de “TickCutter 16S”. No entanto, é pertinente observar que
uma solucdo mais simples para este problema poderia ser alcangada através de modificagcdes no
protocolo utilizado para a eletroforese (concentracdo do gel e tempo de corrida) dos
“amplicons” 16S produzidos como etapa inicial dos experimentos de digestdo in vitro,
anteriormente a digestdo com enzimas de restricdo. Neste contexto, os amplicons produzidos a
partir dos carrapatos Argasideos tém tamanho de 470 a 480 pb, enquanto os dos Ixodidae sdo
de 450 a 460 bp. Essa pequena diferenca de tamanho seria dificil de detectar usando o protocolo
padrdo para confirmar a amplificacdo das amostras, mas seria facilmente visivel se usando géis
com 2% de agarose e aumentando o tempo de eletroforese para 75 minutos. A incluséo dessas
informacodes sera adicionada ao tutorial no site “TickCutter” e sera implementada como o novo
protocolo padronizado em nosso laboratério.

O componente principal do projeto envolveu a expansao da plataforma “TickCutter”
para incluir dados de PCR-RFLP baseados em perfis de bandas gerados pela digestdo de
“amplicons” de tamanho 709 bp produzidos a partir do gene COI. No entanto, deve-se ressaltar
que, conforme explicado na revisdo de literatura, esse marcador molecular ndo tem sido
amplamente adotado pelos acarologistas brasileiros, que preferem o marcador 16S rDNA e,
guando necessario, utilizam a sequéncia 12S rDNA como alternativa, por exemplo, nos casos
quando a amplificacdo do marcador priméario ndo for bem sucedida (GUGLIELMONE et al.,
2003; LABRUNA et al., 2009; NAVA et al., 2010; MARTINS et al., 2019; ONOFRIO et al.,
2020). Como resultado dessa distorcdo, o numero de sequéncias COIl depositadas para
exemplares brasileiros de Ixodidae é limitado. Da mesma forma, praticamente ndao ha
sequéncias de COI depositadas para as 25 espécies de carrapatos Argasideos reconhecidas no
Brasil.

A luz dessas limita¢des, o desenvolvimento da nova ferramenta “COlsearcher” foi
iniciado com base na andlise de 65 padrfes de bandas gerados a partir de 281 sequéncias
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depositadas para membros do género Amblyomma e posteriormente complementado com 23
perfis de bandas derivados da analise de 570 sequéncias depositadas para outros membros da
familia Ixodidae. Em comum com a ferramenta “TickCutter 16S”, o novo mddulo foi projetado
para combinar perfis de bandas, gerados atraves da digestdo in silico de “amplicons” virtuais
com duas enzimas, neste caso Alul e Mbol.

Apesar de conter um nimero menor de perfis de bandas, a ferramenta de dupla enzima
“COlsearcher” produziu um ntimero maior de identificagdes conflitantes do que havia sido
observado com a ferramenta “TickCutter 16S”. Ainda, ¢ importante destacar que, com excecao
de um padrdo de A. ovale e algumas sequéncias de A. longirostre, 0 uso de uma terceira enzima
foi capaz de superar essa limitacdo. Apesar de representar um resultado altamente satisfatério,
deve-se lembrar que esta analise foi preliminar e limitada a perfis gerados in silico. Além disso,
ha alguns aspectos que devem ser cuidadosamente considerados.

A primeira questdo a ser examinada é a composic¢ao do banco de dados em termos do
nimero de sequéncias por espécie, que foram utilizadas para estabelecer o poder
discriminatorio da ferramenta. Nesse contexto, grande parte das espéecies de Amblyomma foi
representada por apenas uma ou duas sequéncias, sendo muitas das sequéncias originarias de
outros paises que ndo o Brasil. Em contraste, outras espécies (por exemplo, A. parvum e A.
triste) foram super-representadas no banco de dados de sequéncias. No entanto, no caso dessas
espécies, uma quantidade razoavel das sequéncias foi depositada para exemplos de carrapatos
brasileiros (18/49 e 26/51 respectivamente).

Adicionalmente, 0 uso de sequéncias originadas de outros paises pode afetar
negativamente o banco de dados ao introduzir padrdes ndo observados em territério brasileiro.
Esse fendmeno foi observado com A. romitii, em que as duas sequéncias usadas sdo de paises
diferentes (Brasil e Guiana Francesa) e cada uma possui um padréo proprio. Entretanto, devido
ao baixo nimero de sequéncias depositadas do Brasil, foi tomada a decisdo de incluir
sequéncias de outros paises considerando a possibilidade de compartilharem padrdes com
Brasil.

Um fator adicional que ndo pode ser negligenciado foi o tamanho em pares de bases de
muitas das sequéncias que foram coletadas em bancos de dados publicos. A regido flanqueada
pelos “primers” LepF e LepR (usados nesse estudo) tem tamanho de 658 pb, com o “amplicon”
(incluindo “primers”) tendo um tamanho padrdo de 709 pb. As bases de dados GenBank e
BOLD recomendam que as sequéncias sejam depositadas apos a remocado das sequéncias de
“primers” e, de fato, apenas uma pequena parte das sequéncias coletadas incluiu alguns
nucleotideos “extras” derivados dos “primers”. Este erro foi facilmente resolvido pela remogao
dos pedagos de “primers” para produzir fragmentos de 658 pb, aos quais as sequéncias de
“primers” LepF e LepR foram introduzidas para produzir “amplicons” virtuais de 709 pb. O
mesmo procedimento foi usado com as sequéncias que foram depositadas como fragmentos de
658 pb. No entanto, devido a variacdes na qualidade da sequéncia e/ou uso de “primers” que
amplificavam regides internas aos “primers” LepF/LepR, a maioria das sequéncias teve
tamanho inferior a 658 pb. Como resultado, foi necessario estender essas sequéncias para 658
bp, para permitir a producao de “amplicons” virtuais. Infelizmente, ndo foi possivel realizar
uma analise de polimorfismo entre sequéncias nas extremidades 3' e 5' e a identificacdo de sitios
reais ou possiveis para as enzimas Alul e Mbol nessas regides para a maioria das espécies para
as quais as sequéncias COI estavam disponiveis devido ao baixo numero de sequéncias para a
espécie e, como tal, a validade dos “amplicons” virtuais pode ser questionada. O exemplo mais
extremo disso foi o caso de A. triste e, consequentemente, de A. tigrinum. A maioria das
sequéncias disponiveis para ambas as espécies foi depositada no GenBank como parte de um
estudo que examinou a variagdo genética no complexo Amblyomma maculatum (LADO et al.,
2018). No entanto, essas sequéncias foram geradas usando “primers” que flanqueiam uma
regido de 527 pb (que é interna a regido de 658 pb) e, como tal, nenhuma sequéncia completa
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esteve disponivel no GenBank para desenvolver um modelo de "preenchimento final".
Evidentemente, dado o grande nimero de sequéncias, teria sido imprudente simplesmente
descartar essa fonte de dados. Felizmente, uma sequéncia completa (658 pb), produzida a partir
de um espécime brasileiro de A. triste esta disponivel no banco de dados do LBioMol e foi
usada como molde para produzir sequéncias virtuais de 658 pb através da adi¢do de 77
nucleotideos no terminal 5' e 54 nucleotideos para a extremidade 3' das sequéncias mais curtas.
A adicdo subsequente das sequéncias de “primers” resultou na producdo de “amplicons”
virtuais que foram digeridos com as enzimas Alul e Mbol.

No caso de A. tigrinum uma sequéncia incompleta (KU302505), de 605bp de tamanho,
foi gerada por pesquisadores bolivianos usando o “primer” LepF e 0 “primer” reverso
empregado no estudo de Lado et al., (2018). Esta sequéncia foi completa no terminal 5', mas
faltou 54 nucleotideos no terminal 3'. Na auséncia de um fragmento completo (658 pb) para A.
tigrinum, optou-se por preencher a extremidade 3' com 54 nucleotideos obtidos da sequéncia
completa de A. triste, resultando na construcdo de um amplicon hibrido. As demais 8 sequéncias
de A. tigrinum tem originalmente 527 nucleotideos de tamanho e foram preenchidas nas
extremidades com os primeiros 74 nucleotideos da sequéncia boliviana e com os 54
nucleotideos derivados de A. triste. Embora longe de ser ideal, esta estratégia foi considerada
de valor dada a escassez de sequéncias COI.

Um segundo grupo de padrdes de bandas que devem ser avaliados com cautela sdo
aqueles que foram depositados como originarios de A. cajennense sensu stricto. Em um caso a
localizagdo geografica ndo foi fornecida e no caso das cinco sequéncias depositadas por
pesquisadores do Panam4, as amostras foram depositadas antes a avaliagdo do complexo A.
cajennense sensu lato (NAVA et al., 2014). Os achados de Nava et al., demonstraram que a
espécie A. cajennense sensu lato era de fato um complexo de 6 espécies, cada uma com uma
distribuicdo geogréfica especifica, em toda a regido neotropical. Como resultado, todas as
sequéncias depositadas antes de 2014 foram descritas como originarias de A. cajennense sensu
lato. Esses achados de Nava et al., 2014 representaram um marco para a acarologia latino-
americana e demonstraram muitas das limitagfes da identificacdo de carrapatos com base
apenas na caracterizacdo morfoldgica. Assim, ao utilizar sequéncias depositadas anteriores a
2014, e imprescindivel dispor de dados relativos a localizacdo geogréafica precisa onde o
carrapato foi coletado. Isso é particularmente importante para pesquisadores brasileiros, onde
A. cajennense sensu stricto e a espécie reinstaurada A. sculptum (Nava et al., 2014) apresentam
padrdes de distribuicdo distintos em todo o pais, com niveis muito limitados de sobreposi¢édo
em locais altamente especificos (MARTINS et al., 2016). Com base nos dados de Nava et al.,
(2014), A. cajennense sensu stricto ndo existe no Panama, mas o membro do complexo
encontrado naquele pais é a espécie A. mixtum. Como sequéncias de A. cajennense sensu stricto,
essas possuem um perfil Gnico, o que reforca que provavelmente ndo sejam de A. cajennense
sensu stricto, embora ndo seja uma prova definitiva, uma vez que individuos da mesma espécie
em regides diferentes podem sofrer variagdes ambientais diferentes e apresentar diferenca no
perfil devido a polimorfismo nas sequéncias. Com base em uma pesquisa do BLAST, observou-
se que as espécies panamenhas apresentaram niveis elevados de similaridade de sequéncias
(98,5 a 99%), com sequéncias depositadas como A. mixtum originarias de Cuba e da Colémbia.
Um alto nivel de similaridade (99,8%) também foi registrado em comparagdo com a sequéncia
MT549811, depositada em 2021 por pesquisadores chineses como originaria de um espécime
A. cajennense sensu lato coletado de um hospedeiro animal ndo identificado durante um
processo de quarentena (A. cajennense sensu lato é exético na China, motivo pelo qual essa
sequéncia ndo foi incluida no presente trabalho) e mais uma vez foi quase certamente
identificado erroneamente. Em conjunto, a confusdo em torno desse complexo é um problema
académico, mas também uma preocupacao para a saude publica e animal, devido ao papel dos
membros desse complexo como vetores de uma variedade de parasitos e patdgenos.
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Quando observado objetivamente, fica evidente que o maior obstaculo para o
desenvolvimento de programas eficazes de vigilancia molecular para carrapatos na América
Latina sdo as limitagGes, tanto quantitativas quanto qualitativas, nos conjuntos de dados de
sequéncias existentes. No entanto, resolver isso exigira investimento sustentavel em projetos
de sequenciamento em um momento em que o financiamento para ciéncia esta em um nivel
historicamente baixo.

Um componente chave de qualquer método de deteccdo/vigilancia é a validagdo. A
ferramenta “TickCutter 16S” foi validada usando padrdes de bandas gerados in vitro (separados
em géis de agarose), obtidos de “amplicons” 16S (principalmente de espécies de Amblyomma
coletadas de aves selvagens). O processo de validacdo foi executado em duas etapas,
primeiramente os “amplicons” previamente sequenciados foram digeridos in vitro e os padrdes
de bandas resultantes foram identificados para confirmar a precisdo e reprodutibilidade dos
protocolos de analise. Na segunda etapa, o processo foi invertido e os “amplicons” foram
identificados com base nos padrées de bandas antes de serem identificados via sequenciamento
(DE ABREU, 2019).

Infelizmente, devido as limitagbes impostas em resposta a pandemia de COVID-19, ndo
foi possivel realizar uma validag¢ao profunda da ferramenta “COlsearcher” usando a abordagem
descrita acima. No entanto, alguns pontos interessantes surgiram da limitada experimentacao
in vitro que foi realizada no presente estudo. Em primeiro lugar, parte das amostras testadas in
vitro (identificadas pelo sequenciamento de 16S rDNA) produziram os padrbes de bandas
previstos e foram identificados corretamente pela nova ferramenta. Em segundo lugar, o uso de
marcadores de peso molecular comercialmente disponiveis como bandas de referéncia ndo
forneceu o grau de precisdo necessario para garantir identificacdes precisas em nivel de espécie.
Observagdes semelhantes foram registradas durante o desenvolvimento do médulo “TickCutter
16S” (DE ABREU, 2019). Uma solugdo para esse problema foi encontrada na utilizacdo de
bandas de tamanho conhecido geradas a partir de amplicons COI que foram sequenciados.

Um terceiro resultado, e totalmente esperado, foi a observacdo de perfis de bandas
detectados in vitro para algumas espécies (por exemplo, A. brasiliense) que divergiram dos
padrdes registrados para essas espécies com base na analise in silico de amplicons virtuais. Um
problema que, em outras situacdes, seria facilmente contornado pelo sequenciamento da
amostra. De acordo com as recomendagdes incluidas no moédulo “TickCutter 16S” ¢
posteriormente no modulo “COlsearcher”, amostras geradoras de padrdes de bandas nao
presentes no conjunto de dados devem ser sequenciadas e enviadas para a equipe da plataforma
para incluséo no conjunto de dados. Neste contexto, a obrigatoriedade de atualizacdo constante
da base de dados da plataforma “TickCutter” e a avaliacdo dos possiveis impactos dessas
atualizagdes representam uma das caracteristicas mais fortes do sistema.

Apesar das inimeras dificuldades associadas a execu¢do de um projeto de investigacéo
no decurso de uma pandemia global, sem acesso a um laboratdrio, os dados gerados foram
considerados extremamente relevantes e sem davida contribuirdo para o objetivo a longo prazo
de melhoria da plataforma “TickCutter”. Em primeiro lugar, a expansdo do modulo 16S com
novas sequéncias para Ixodidae confirmou a robustez do sistema, mas ao mesmo tempo
destacou a potencial fragilidade de um sistema onde um Unico polimorfismo pode alterar a
validade de uma identificacdo em nivel de espécie. Como na maioria das pesquisas, muitas
vezes sao os dados que ndo correspondem completamente aos resultados hipotéticos que servem
de motivacgéo para elucidar as causas dos dados conflitantes e desenvolver solucGes. Espera-se
que a capacidade de examinar os dados divergentes em estudos futuros servira para fornecer as
solucdes necessarias para validar totalmente o sistema.

E importante afirmar que a plataforma “TickCutter” nio foi desenvolvida como meio
de erradicar completamente o uso de identificacdo baseada em sequéncia, sua propria existéncia
e melhorias continuas dependem de sequéncias. Tampouco foi intencdo utilizar a plataforma
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como substituto da caracterizacdo morfoldgica. Nesse contexto, todos os carrapatos utilizados
nos estudos in vitro foram inicialmente identificados morfologicamente em nivel de género e
no caso de adultos em nivel de espécie.

A ferramenta “COlsearcher” mostra-se significativamente promissora como método
complementar para identificagdo de carrapatos em nivel de espécie em situacfes em que a
analise de sequéncias de 16S néo € possivel ou inconclusiva. A principal limitagdo do sistema
é a falta de um conjunto de dados robusto de amplicons completos (658 pb) e o pequeno nimero
de sequéncias que foram depositadas por pesquisadores brasileiros. Pesquisas futuras devem
ter como objetivo reverter essa situacdo. No entanto, dada a predilecdo dos pesquisadores
brasileiros pelo uso do 16S rDNA como marcador molecular de escolha, e a crise financeira em
curso, parece provavel que a resolucdo dessa deficiéncia ndo seja produzida em um futuro
proximo.

A pandemia de COVID-19 destacou muitas das deficiéncias na forma como a pesquisa
sobre doencas infecciosas emergentes é realizada. Devido a pandemia foi possivel constatar
que, para serem eficazes, todos os dados sobre a evolugcdo de uma doenca endémica ou
pandémica devem ser disponibilizados de forma livre e completa a comunidade cientifica. Esses
dados devem ser compartilhados, assim como os detalhes de como os dados foram produzidos,
e essas informacdes devem ser disponibilizadas sem a necessidade de aguardar a aprovacdo dos
estudos para publicagdo por meio do processo tradicional de revisdo por pares empregado em
publicacdes cientificas. Isso foi claramente exemplificado pelo crescimento exponencial do
namero de artigos em relacdo ao COVID-19 que foram produzidos na forma de pre-prints, 0
que resultou na concretizacao do conceito de revisdo por pares pela comunidade cientifica em
tempo real, como alternativa ao processo lento de revisao por pares tradicional, conduzido ao
longo de semanas ou meses por um editor e dois ou trés revisores. Por um lado, pode-se
argumentar que essa transi¢ao sera apenas temporaria e que nasceu da necessidade de lidar com
uma emergéncia global. Além disso, dificilmente se estendera na mesma escala a outras areas
de pesquisa, incluindo o estudo de doencas transmitidas por carrapatos. Por outro lado, os
beneficios 6bvios do compartilhamento de dados provavelmente se tornardo um componente
estabelecido da pesquisa sobre doencas emergentes. A plataforma “TickCutter” foi
desenvolvida para se tornar uma ferramenta interativa, e as melhorias introduzidas neste estudo
contribuirdo para o objetivo de longo prazo do nosso grupo de pesquisa, que é estabelecer o uso
da tecnologia econémica de PCR-RFLP como um componente central de programas de
vigilancia, executadas em escala larga, de doencas transmitidas por carrapatos no Brasil.

A parasitologia da fauna silvestre € vista como um tdpico altamente relevante, que
aborda as ameacas a saude na interface homem-animal-ecossistema (OTRANTO et al., 2021).
No caso especifico das doengas parasitarias dos animais silvestres no Brasil, nosso
conhecimento sobre a distribuicao, bioecologia, interacbes parasito-hospedeiro e impacto sobre
a saude humana e animal ainda é fragmentado. Para resolver esta situacdo, nestes tempos de
austeridade fiscal, serd necessario maximizar o retorno de cada centavo investido. O presente
projeto visou fazer exatamente isso, construindo sobre uma plataforma sélida de producéo de
pesquisa gerada na ultima década, utilizando infraestrutura e conhecimento adquiridos através
de investimentos em ciéncia pela sociedade brasileira. Em vez de tentar fornecer dados de baixa
reprodutibilidade e de dificil validagao empregando abordagens “high-tech” que, por motivos
de custo, s6 podem ser aplicadas ao exame de um nimero limitado de amostras, o estudo tentou
fornecer dados reproduziveis e validados de alta qualidade, gerados através da aplica¢do de um
método molecular “low- tech”.

6 CONCLUSAO
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O banco de dados de “TickCutter 16S” foi atualizado com éxito, sem redugdo da sua
capacidade de identificacdo, o que permitird a correta identificacdo a nivel de espécie de
diversas espécies de ixodideos brasileiros pela ferramenta “TickCutter 16S”.

A percepcao dos problemas de identificagdao em “TickCutter 16S” causados pela familia
Argasidae e pelo género Ixodes ira nortear pesquisas futuras no LBioMol.

Apesar da necessidade de testes posteriores envolvendo um maior nimero de amostras,
o modulo “COlsearcher” se mostrou suficientemente capazes de identificar Ixodideos
brasileiros, principalmente aquelas pertencentes ao género Amblyomma, esse fator combinado
com a expansdo para englobamento de outros géneros de ixodideos permitird que
“COlsearcher” seja usado como alternativa a ferramenta “TickCutter 16S” em casos de dificil
amplificacéo do alvo 16S rDNA.
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ANEXQOS

A — Cadigo de “COlsearcher”.
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ANEXO A - Cddigo de “COlsearcher”.

I/ Essa parte é 0 que permite trabalhar com os dados dos bancos de dados
import wixData from "wix-data";
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$w.onReady(function () {
/I Write your JavaScript here
/I To select an element by ID use: $w("#elementIiD")
/I Click "Preview" to run your code
// Essa parte do codigo é automatica do site e ndo tem funcionalidade nesse cédigo

b

/I Ao clicar no botéo é feito uma busca no banco de dados a partir de valores selecionados pelo
usuério
export function buttonl_click(event) {
// Busca no banco de dados COI os valores presentes em cada dropdown
wixData.query("COI")
.ascending("title™)
/I Primeiro termo em roxo € a coluna pesquisada e o segundo termo roxo qual dropdown
contém
/I o valor selecionado pelo usuério
.contains("primeiraBandaAlul”, $w("#dropdown4").value)
.contains("segundaBandaAlul", $w("#dropdown10").value)
.contains(“'terceiraBandaAlul”, $w(* #dropdownl1").value)
.contains("primeiraBandaMbol™”, $w("#dropdown12").value)
.contains(*'segundaBandaMbol”, $w("#dropdown13").value)
.contains("terceiraBandaMbol", $w("#dropdown14").value)
/' inicia a busca
find()
// mostra na tabela abaixo apenas as linhas que contém os valores da busca nas colunas
certas
.then(res => {
$w("#tablel").rows = res.items;
ok
}

/I Seleciona valores especificos em cada dropdown e realiza uma busca com esses valores
export function button2_click(event) {
/I Primeiro termo roxo é o dropdown e o segundo termo é o valor que sera selecionado no
dropdown
$w(#dropdown4’).value = "Primeira banda";
$w(#dropdown10").value = "Segunda banda™;
$w(#dropdownll').value = "Terceira banda™;
$w(#dropdown12").value = "Primeira banda";
$w(#dropdownl3').value = "Segunda banda";
$w(#dropdown14’).value = "Terceira banda";
/I Busca no banco de dados COI os valores presentes em cada dropdown
wixData.query("COI")
.ascending(“title™)
/I Primeiro termo em roxo € a coluna pesquisada e o segundo termo roxo qual dropdown
contém
/I o valor selecionado pelo usuério
.contains("primeiraBandaAlul”, $w("#dropdown4").value)
.contains(“'segundaBandaAlul”, $w("#dropdown10").value)
.contains("'terceiraBandaAlul”, $w("#dropdownl11").value)
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.contains("primeiraBandaMbol™”, $w("#dropdown12").value)
.contains("segundaBandaMbol", $w("#dropdown13").value)
.contains("terceiraBandaMbol", $w("#dropdown14").value)
/l inicia a busca
find()
/I mostra na tabela abaixo apenas as linhas que contém os valores da busca nas colunas
certas
.then(res => {
$w("#tablel").rows = res.items;
ok
}

/I Ao clicar no botdo é feito uma busca no banco de dados a partir de valores selecionados pelo
usuario
/I na ferramenta complementar
export function button3_click(event) {
// Busca no banco de dados COI os valores presentes em cada dropdown
wixData.query("COI3enzima™)

.ascending("title™)

/I Primeiro termo em roxo € a coluna pesquisada e o segundo termo roxo qual dropdown
contém

/I o valor selecionado pelo usuario

.contains("grupo”, $w("#dropdownl").value)

.contains(“enzima", $w("#dropdown15").value)

.contains("primeiraBanda”, $w("#dropdown16").value)

.contains("segundaBanda”, $w("#dropdown18").value)

.contains("'terceiraBanda”, $w("#dropdown20").value)

/[ inicia a busca

find()

/I mostra na tabela abaixo apenas as linhas que contém os valores da busca nas colunas
certas

.then(res => {
$w("#table2").rows = res.items;
b
}

/I Seleciona valores especificos em cada dropdown e realiza uma busca com esses valores na
ferramenta
/I complementar
export function button4_click(event) {

/I Primeiro termo roxo é o dropdown e o segundo termo é o valor que sera selecionado no
dropdown

$w(#dropdownl’).value = "Grupo";

$w(#dropdownl5').value = "Enzima";

$w('#dropdown16').value = "Primeira banda";

$w(#dropdownl8").value = "Segunda banda";

$w(#dropdown20'").value = "Terceira banda";

// Busca no banco de dados COI os valores presentes em cada dropdown

wixData.query("COI3enzima™)

.ascending("title")
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/I Primeiro termo em roxo € a coluna pesquisada e o segundo termo roxo qual dropdown
contém

I/ o valor selecionado pelo usuério na ferramenta complementar

.contains("grupo”, $w("#dropdownl").value)

.contains("enzima", $w("#dropdown15").value)

.contains("'primeiraBanda”, $w("#dropdown16").value)

.contains(""segundaBanda", $w("#dropdown18").value)

.contains(“terceiraBanda", $w("#dropdown20").value)

I inicia a busca

find()

/I mostra na tabela abaixo apenas as linhas que contém os valores da busca nas colunas
certas

.then(res => {

$w("#table2").rows = res.items;

b
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