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RESUMO

SILVA, Nelson Meireles. Diversidade genética de parasitos do género Haemoproteus
em aves selvagens da Mata Atlantica altimontana e padronizacdo de um protocolo
de extracdo de DNA gendmico a partir de sangue armazenado em cartdes FTA®.
2023. 122p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de Veterinaria,
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

A Mata Atlantica € um dos biomas mais ricos em biodiversidade do mundo e abriga uma
variedade impressionante de aves silvestres. Os parasitos pertencentes ao género Haemoproteus
sdo classificadosna familia Haemoproteidae e ttm comovetoresinsetos hemat6fagos das familias
Ceratopogonidae e Hippoboscidae. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética de
parasitos do género Haemoproteus no bioma Mata Atlantica, nos Parques Nacionais do Caparad
(MG), de Itatiaia e da Serra dos Orgaos (RJ), entre 700 e 2500 metros de altitude. Dentre as 586
aves amostradas, 94 foram positivas para Plasmodium/Haemoproteus, sendo obtida uma
prevaléncia geral de 16,04% (n=94/586). Na anélise filogenética as sequéncias obtidas (38) neste
estudo agruparam-se em 6 clados bem suportados. O clado A foi composto por 10 amostras que
se agruparam em clado exclusivo, tendo como grupo irmao Haemoproteus erythrogravidus. No
clado B, quatro amostras se agruparam no grupo de Haemoproteus erythrogravidus. No clado C,
quatro amostras formaram um grupo exclusivo, tendo como grupo irmdo Haemoproteus
zosteropis. Um total de 13 amostras se agruparam no clado de Haemoproteus nucleocentralis
(clado D), 5 amostras no clado de Haemoproteus paraortalidum (clado E). As linhagens
agrupadas no clado B s6 foram encontradas em Zonotrichia capensis. O clado C foi encontrado
somente a 1500 metros de altitude. Com relacao aos locais amostrados, H. erythrogravidus sé foi
encontrado no PN do Caparad. E ndo houve ocorrénciade Haemoproteus paraortalidum no PN
da Serrados Orgdos. Umaprevaléncia e diversidade genéticarelativamente alta em aves silvestres
foi observada na regido estudada. Atravesdos resultados obtidos neste estudo, enriquecemos o
conhecimento sobre a diversidade global de parasitos do género Haemoproteus em aves
endémicas de diferentes espécies que ocorremem areas altimontanas da Mata Atlantica do Brasil.
A selecdo de um método de extracdo de DNA ideal deve levar em conta fatores como
sensibilidade, consisténcia, rapidez e facilidade de execucéo. A literatura carece de evidéncias
suficientes para apoiar a escolha de um método especifico para extrair DNA de amostras de
sangue total de aves. O objetivo deste trabalho foi padronizar um método de extracdo de DNA
gendmico a partir de sangue de ave selvagem coletado em FTA® Card. Foram testados 5
protocolos, entreeles: o Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen), PureLink® Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen), Salting Out, Hotshot e Fenol-Cloroférmio. Foi realizada a quantificacéo por
espectrofotometria e fluorimetria, anélise da pureza por espectrofotometria, teste de inibicdo por
gPCR e integridade pela eletroforese em gel de agarose. As amostras extraidas através do
protocolo do Kit Comercial “PureLink Genomic DNA Mini” apresentaram caracteristicas
visivelmente melhores quanto aos parametros avaliados comparada comas demais, obtendo entio
melhor resultado e maior eficiéncia. No teste de inibicdo houve um destaque para o kit da
Invitrogen e para 0 método de Salting out que apresentam média de Cq mais baixas (p-valor
0,0568), contudo o kit apresentou valor mais baixo de desvio padréo. Este estudo fornece base
cientifica paraa extracdo de DNA gendmico de alta qualidade a partir de quantidades pequenas
de sangue, quando as amostras sdo armazenadas em cartdes FTA®. Isso é particularmente
benéfico paraa pesquisa com aves, dadaa grande variacao de tamanhos e pesos entre as espécies.
Conclui-se que a padronizagao de protocolos desempenha um papel fundamental na biologia
molecular,uma vez que a extracdo eficiente de material genético é essencial para o sucesso das
analises subsequentes.

Palavras-chave: Hemosporideos; cyt-b; avifauna; anlise filogenética



ABSTRACT

SILVA, Nelson Meireles. Genetic diversity of parasites of the genus Haemoproteus
in wild birds from the high-altitude Atlantic Forest and standardization of a
protocol for genomic DNA extraction from blood stored on FTA® cards.122p. 2023.
Thesis (Master’s degree in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Department of
Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The Atlantic Forest is one of the richest biomes in biodiversity in the world and is home
to an impressive variety of wild birds. parasites belonging to the genus Haemoproteus are
classified in the family Haemoproteidae and have as vectors hematophagous insects from
the families Ceratopogonidae and Hippoboscidae. the objective of this study was to
evaluate the genetic diversity of parasites of the genus Haemoproteus in the Atlantic
Forest biome, in the Caparad (MG), ltatiaia and Serra dos Orgdos (RJ) national parks,
between 700 and 2500 meters of altitude. among the 586 birds sampled, 94 were positive
for plasmodium/Haemoproteus, obtaining an overall prevalence of 16.04% (n=94/586).
in the phylogenetic analysis, the sequences obtained in this study were grouped into 6
well-supported clades. clade a was composed of 10 samples that were grouped into an
exclusive clade, with Haemoproteus erythrogravidus as its sister group. in clade b, four
samples grouped into the Haemoproteus erythrogravidus group. in clade c, four samples
formed an exclusive group, with Haemoproteus zosteropis as the sister group. a total of
13 samples grouped into the Haemoproteus nucleocentralis clade (clade d), 5 samples
into the Haemoproteus paraortalidum clade (clade e). the lineages grouped in clade b
were only found in Zonotrichia capensis. clade c was only found at 1500 meters altitude.
regarding the locations sampled, h. erythrogravidus was only found in the Caparad NP.
and there was no occurrence of Haemoproteus paraortalidum in the serra dos Orgéos NP.
arelatively high prevalence and genetic diversity in wild birds was observed in the studied
region. through the results obtained in this study, we enriched knowledge about the global
diversity of parasites of the genus Haemoproteus in endemic birds of different species
that occur in highland areas of the Atlantic Forest of Brazil. The selection of an ideal
DNA extraction method must take into account factors such as sensitivity, consistency,
speed and ease of execution. the literature lacks sufficient evidence to support the choice
of a specific method to extract DNA from avian whole blood samples. the objective of
this work was to standardize a genomic DNA extraction method. five protocols were
tested, including the Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), Purelink® Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen), Salting Out, Hotshot and Phenolchloroform. and the quantification and
verification of the quality of the extracted genetic material was carried out. the samples
extracted from the “Purelink Genomic DNA Mini” commercial kit showed visibly better
characteristics in terms of the evaluated parameters compared to the others, obtaining
better results and greater efficiency. in the inhibition test, the Invitrogen kit and the salting
out method stood out, which presented lower mean cq (p-value 0.0568), however the kit
presented a lower standard deviation value. this study provides a scientific basis for
extracting high-quality genomic DNA from quantities as small as blood when samples
are stored on FTA® cards. this is particularly beneficial for bird research, given the wide
variation in sizes and weights between species. it is concluded that the standardization of
protocols plays a fundamental role in molecular biology, since the efficient extraction of
genetic material is essential for the success of subsequent analyses.

Keywords: Haemosporidian; cytB; birdlife; phylogenetic analysis
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil ocupa quase metade do territorio da America Latina e € o pais com maior
biodiversidade defaunae flora(RENCTAS, 2017), muitas destasespécies sdo endémicas
do nosso pais, ndo sendo encontradas em nenhuma outra regido. Devido a sua grande
extensao territorial, o Brasil abriga diferentes zonas climaticas e isso favorece a formacédo
de biomas com caracteristicas bastante distintas. De acordo com o IBGE o Brasil abriga
seis tipos de biomas: Amazonia; Mata Atlantica; Cerrado; Caatinga; Pampa; e Pantanal.
Sendoo bioma Mata Atlantica responsavel por ocupar aproximadamente 8% do territorio
latino-americano e em torno de 13% do territorio nacional, sendo que este é o0 bioma com
maior indice de degradacdo. Neste bioma, é estimado que haja ocorréncia de 893 espécies
deaves, sendo 215 endémicas (MMA, 2018). A elevacdo do relevo em algumas areas da
Mata Atlantica é um dos fatores que influencia na heterogeneidade e endemismo de
espécies de aves neste bioma (CHAVES, 2015). E este bioma abriga seis dos dez pontos
mais altos do territorio nacional (IBGE, 2018), localizados mais especificamente nas
regibes da Mantiqueira, Serra do Caparad e Serra do Mar, destacando-se Itatiaia com
2791 metros acima do nivel do mar. Essa variacdo de altitude fornece condicbes
climaticas singulares a essas regides quando comparadas as regides de baixada, areas mais
altas apresentam maior amplitude térmica, limitacdo hidrica e maiores chances de
isolamento geografico. Todos esses fatores citados propiciam adaptagdes das espécies ali
presentes, as variagdes ambientais. Sendo assim, se faz possivel a aplicacdo dateoria de
biogeografia de ilhas, na qual os processos de diversificacdo das espécies que habitam as
montanhas da Mata Atlantica se d&o de maneira similar aos que ocorrem nas ilhas
ocednicas (MACARTHUR & WILSON, 1967). Existem diversos estudos que
comprovam essa teoria em varios organismos e pode ser testada para 0s parasitos
(KITAYAMA, 1996; BARBARA, 2007; POREMBSKI, 1998, VASCONCELOS, 2010,
PRATES, 2017). Contudo, a diversidade de hemosporideos nas areas altimontanas da
Mata Atlantica ainda segue insuficientemente conhecida. Os géneros Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon, sdo os principais hemosporideos aviarios, protozoarios
heterdxenos obrigatdrios que possuem o ciclo biolégico bastante complexo. Que envolve
parte do ciclo no hospedeiro vertebrado e parte dele no hospedeiro invertebrado.
(ATKINSON; VAN RIPPERII, 1991; VALKIUNAS, 2005). Esses parasitos possuem
ampla distribuicdo geogréfica e podem provocar diferentes efeitos deletérios em aves



silvestres (VALKIUNAS, 2005). Os hemosporideos sdo transmitidos por meio de vetores
artrépodes da ordem Diptera (Arthropoda: Insecta: Diptera) (VALKIUNAS, 2005). O
género Plasmodium, agente da malaria aviaria, é transmitido por mosquitos da familia
Culicidae. O género Haemoproteus se divide em dois subgéneros, Haemoproteus,
transmitido por moscas da familia Hippoboscidae (VALKIUNAS, 2005). O género

Leucocytozoon € transmitido por moscas Culicoides e por espécies de familia Simuliidae.

Grande parte do conhecimento sobre 0s aspectos clinicos em aves silvestres ainda
¢ bastante infero quando comparado com o0s observados em aves domeésticas
(VALKIUNAS, 2005), por este motivo se faz necessario aumentar as areas amostradas e
a diversidade de aves, a fim de tentar criar um panorama mais fidedigno sobre a

distribuicdo dos hemosporideos e além disso, gerar conhecimento acerca da diversidade
genética desses hemoparasitos.

O diagnostico molecular se tornou bastante popular nos ultimos anos, e para
garantir melhor eficiéncia do diagndstico, uma etapa de extrema importancia é a extracéo
de DNA. Que precisa estar padronizada para extrair e aproveitar as amostras das mais
diversas origens, tendo como resultado um DNA integro, de boa qualidade. Sendo assim,

se faz necessario conhecer qual é o protocolo de extragcdo que melhor se adequa.

Nas aves, tem-se uma dificuldade a mais na coleta de sangue, devido ao seu
pequeno porte e, por consequéncia, menor volume sanguineo. A quantidade de sangue a
se coletar depende diretamente do tamanho e peso do animal, bem como do estado de
saude geral deste (LUMELJ, 1997). Para a maioria das espécies de aves, é considerado
seguro realizar a coleta de sangue correspondente a aproximadamente 1% ou 2% do peso
corporal (CAMPBELL; ELLIS, 2007).

Quase a totalidade dos protocolos disponiveis para extracdo do DNA a partir de
sangue busca maior rapidez do processo com menores custos, por exemplo: extracdo de
DNA com fenol (ISOLA et al.,1994); extracdo com particulas de silica (BOOM et
al.,1990); extracdo com silica associada a digestdo enziméatica (MESQUITA et al., 2001);
extracdo com fenol e cloroférmio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989);
extracdo alcalina (RUDBECK et al., 1998); e os protocolos sugeridos por fabricantes de
Kits comerciais de extracdo. Estes Gltimos (kits comerciais) apresentam os maiores custos

por amostra, mas tém maior praticidade na obtencdo de amostras de qualidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica € um dosbiomas mais ricos em biodiversidade do mundo e abriga
uma variedade impressionante deaves silvestres. Sua distribuicdo geografica compreende
uma amplitude latitudinal desde as proximidades da Linha do Equador (3°S) até areas
subtropicais (30°S). Ela engloba uma extensdo aproximada de 3.300 quilémetros,
abrangendo uma superficie territorial de cerca de 1.450.000 quildmetros quadrados. A
regido em questdo predomina principalmente no territério brasileiro, com inclusbes em
zonas territoriais da Argentina e do Paraguai, conforme reportado por (SILVA et al, 2004
em 2004; JOLY et al, 2014). O bioma Mata Atlantica ocupa aproximadamente 13% do
territorio nacional e é o mais ameacado. Neste bioma, é estimado que haja ocorréncia de
893 espécies de aves, sendo 215 endémicas (CRBO, 2021; MMA, 2018). Dessa forma, a
Mata Atléntica é reconhecida como um dos 35 hotspots globais para a preservacao,
(MYERS, 2000; MITTERMEIER, 2011). A notavel diversidade de espécies encontrada
nesse ecossistema florestal e a elevada incidéncia de endemismos sdo impressionantes
mesmo quando contrastadas com a maioria das demais florestas tropicais em escala
mundial (MITTERMEIER etal, 2005). A fragmentacéo e a perda de habitat surgem como
desafios significativos que representam ameacas substanciais a biodiversidade
(PUTTKER, 2020).

A elevacdo do relevo em algumas areas da Mata Atléntica é um dos fatores que
influencia na heterogeneidade e endemismo de espécies de aves neste bioma (CHAVES,
2015). E este bioma abriga seis dos dez pontos mais altos do territério nacional (IBGE,
2018), localizados mais especificamente nas regides da Mantiqueira, Serra do Caparao e
Serra do Mar, destacando-se Itatiaia com 2791 metros acima do nivel do mar. Os
mecanismos subjacentes a diversificacdo das espécies nas regides montanhosas da Mata
Atlantica assemelham-se aos processos observados em ilhas oceénicas. Nesse contexto,
o isolamento geografico provocado pelas formacGes montanhosas resulta em limitacdes
na troca genética e, consequentemente, em diferenciagdes entre as populacdes dos
organismos que se encontram isolados. Tal perspectiva encontra respaldo em estudos
como os de MacArthur e Wilson (1967), Kitayama (1996), Barbard (2007), Porembski
(1998), Vasconcelos (2010) e Prates (2017). Alguns estudos resultados destacam as
mudancas na diversidade de aves em diferentes altitudes e fornecem insights sobre os



fatores que influenciam a distribuicdo das espécies (BORGES, 2020; SANTOS, 2019;
MARINI, 2017; VASCONCELOS, 2016; BERGALLO, 2015).

2.2 Ordem Passeriformes

De acordo com Lima (2013), mais da metade das espécies mapeadas da mata
atlantica pertence a ordem dos Passeriformes, os populares passarinhos, grupo que retne
55% das formas conhecidas de aves do planeta. De acordo o autor, existem
aproximadamente 476 espécies de péssaros no bioma. Encontram-se entre 0s membros
dessa ordem aves de dimensdes pequenas e médias. Composta principalmente por
espécies canoras, de porte pequeno e que se alimentam principalmente de sementes, frutos
e pequenos invertebrados, ocupando diversos tipos de ambientes e apresentando
comportamentos distintos. (BEJCEK & STASTNY,2002). As menores representantes
desta ordem sdo da familia Tyrannidae, tendo peso médio de 4 a 5 gramas e medindo
cerca de6,5 a9,8cm de comprimento total. As espécies pertencentes a subordem Tyranni,
em sua maioria, manifestam uma tendéncia ecoldgica voltada para habitats florestais e
arboricolas, demonstrando uma preferéncia alimentar insetivora. Em contraste, as
espécies que compdem a subordem Passeri predominam em ambientes abertos, embora
haja uma diversidade de representantes florestais no grupo (OLIVEIRA, 2018).

Adicionalmente, os demonstram uma dieta mais variada, com muitas espécies se
alimentando exclusivamente de frutos e sementes (RICKLEFS, 2002)

2.3 Hemosporideos

Os hemosporideos, pertencentes ao grupo Apicomplexa e a ordem Haemosporida,
sdo protozoarios parasitos cujo ciclo biolégico envolve, parcialmente, células sanguineas
e tecidos de hospedeiros vertebrados (fase assexuada), incluindo anfibios, répteis, aves e
mamiferos, e, parcialmente, tecidos de hospedeiros invertebrados (fase sexuada) -
dipteros hematéfagos - que atuam como vetores (GARNHAM, 1966; PERKINS, 2014).
Os membros dessa ordem compartilnam caracteristicas comuns, tais como o ciclo
bioldgico heteroxeno, no qual a esquizogonia ocorre no hospedeiro vertebrado e a
gametogonia/esporogonia ocorre no vetor; a presenca de macrogametocitos e
microgametécitos, que se desenvolvem de maneira independente nas células do

hospedeiro vertebrado; a presenca de oocineto ou zigoto mdvel no hospedeiro



invertebrado; e esporozoitos sem membrana celular no hospedeiro invertebrado
(GARNHAM, 1966; REMPLE, 2004; VALKIUNAS, 2005).

Com base nessas caracteristicas, juntamente com outras particularidades especificas
de cada taxon dentro desse grupo, a classificacdo sistematica atual categoriza 0s
hemosporideos aviarios em trés principais familias: Plasmodiidae, Haemoproteidae e
Leucocytozoidae. Essas familias incluem, respectivamente, quatro géneros que infectam
aves: Plasmodium, Haemoproteus, Fallisia e Leucocytozoon. Os hemosporideos aviarios
podem ser classificados de acordo com essa taxonomia (VALKIUNAS, ATKINSON,
2020).

Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe: Coccidea (Leuckart, 1879)
Subclasse: Coccidia (Leuckart, 1879)
Ordem: Haemosporida (Danilewsky, 1885)
Familia: Haemoproteidae (Doflein, 1916)
Género: Haemoproteus (Kruse, 1890)
Subgénero: Haemoproteus (Kruse, 1890)

Subgénero: Parahaemoproteus (Bennett,
Garnham & Fallis, 1965)

Familia: Plasmodiidae (Mesnil, 1903)
Geénero: Plasmodium (Marchiafava e Celli, 1885)
Familia: Leucocytozoidae (Fallis & Bennett, 1961)

Género: Leucocytozoon (Berestneff, 1904)

A taxonomia dos hemosporideos, em seus mais de 100 anos de historia, levou em
conta somente a utilizacéo caracteres morfolégicos baseados no conceito da similaridade
morfoldgica para a identificacdo e delimitacdo dasespécies dogrupo (GARNHAM, 1966;
VALKIUNAS, 2005). Nesse contexto, os caracteres dos parasitos observados em
esfregacos sanguineos sob microscopia como: a presenca de merontes e quando presentes
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0 numero de merozoitos nos merontes; o tamanho e a forma dos gametocitos; a presenca
ou auséncia de pigmento de hemozoina; o tipo de célula hospedeira infectada; as
alteracOes causadas pelo parasito nas células infectadas somados a espécie de hospedeiro
infectado e a regido de registro do parasito, serviram de pardmetro para a descri¢do das
espécies de hemosporideos e guiaram a classificacdo taxonémica do grupo durante grande
parte da sua historia (GARNHAM, 1966; PERKINS et al., 2000; VALKIUNAS, 2005;
SA, 2011). Contudo, o aumento de publicacdes de novas espécies baseadas em
similaridade morfologica e principalmente com base nos hospedeiros e locais-tipo
resultou com o passar dos anos em uma superestimacdo da diversidade dos
hemosporideos e uma taxonomia conflituosa e repleta de espécies invalidas gerando
problemas de identificacdo durante mais de um século (PERKINS et al., 2000;
VALKIUNAS, 2005). O salto na sistematica do grupo tem inicio com a implementacao,
dominio e popularizacdo das técnicas de PCR e sequenciamento genético entre 0s
pesquisadores da area (HELGREEN et al., 2004; BRAGA et al., 2011). A partir destas
técnicas novas informacbGes taxondmicas passaram a ser obtidas a partir do
sequenciamento genético de varias espéecies de hemosporideos e comecaram a revelar

diferencas entre as espécies parasitos (BENSCH et al., 2004).

A implementacdo das técnicas de PCR, sequenciamento genético e reconstrucao
filogenética associadas a padronizacdo das sequencias de hemosporideos produzidas,
trouxe avanco para a taxonomia do grupo (BENSCH, et al., 2004; et al., 2009;
HELGREEN etal., 2004;). Problemas como homonimias, sinonimias e iserta sedis foram
resolvidos gerando a reclassificagdo de muitos tdxons de Haemosporida tanto a nivel de
espécie quanto a nivel de Familia (VALKIUNAS, 2005; e IEZHIVA, 2018; et al., 2022;
BENSCH et al., 2009;). Dessa forma a soma de estudos morfoldgicos utilizando as
técnicas classicas e a utilizacdo modernos métodos moleculares e filogenéticos tornou-se
0 “padrdo-ouro” para a deteccdo, identificacdo, classificacdo e descrigdo de novas
espécies para os parasitos do grupo (VALKIUNAS, 2005; BESNCH et al., 2009;
BRAGA et al., 2011; FECCHIO et al., 2020; MANDAL, 2021). Contudo, apesar da
grande contribuicdo dos metodos moleculares para o entendimento da diversidade de
hemosporideos, a popularizacdo em escala global destes métodos em detrimento das
técnicas morfoldgicas tem gerado cada vez mais sequencias genéticas de hemosporideos
aviarios ndo relacionadas as espécies do parasito (BENSCH, 2009). O banco de dados
especifico de Hemosporideos aviarios (Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon)
MalAvi (BENSCH et al., 2009) possui mais de 4787 linhagens do gene cytb destes



parasitos menos de 0,1% das linhagens sdo relacionadas a espécies caracterizadas

morfologicamente.

2.3.1 Género Haemoproteus

Os parasitos pertencentes ao género Haemoproteus sdo classificados na familia
Haemoproteidae. As caracteristicas distintivas desta familia incluem o desenvolvimento
de gametdcitos dentro de eritrdcitos. A reproducdo sexual ocorre em insetos hematofagos
das familias Ceratopogonidae e Hippoboscidae (VALKIUNAS, 2005). O género
Haemoproteus, possui 2 subgéneros que ocorrem em aves: Haemoproteus e
Parahaemoproteus. A divisdo entre os dois subgéneros de Haemoproteus se da pelos
vetores envolvidos na transmissdo: enquanto o subgénero Haemoproteus é transmitido
por moscas da familia Hippoboscidae, o subgénero Parahaemoproteus é transmitido por
mosquitos da familia Ceratopogonidae (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005;
KRIZANAUSKIENE et al., 2013). O subgénero Haemoproteus possui grande parte de
suas espécies associadas a hospedeiros da ordem Columbiforme (pombos), por sua vez o
subgénero Parahaemoproteus possui uma maior diversidade de hospedeiros, sendo
registrado em quase todas as ordens de aves, mas principalmente em Passeriformes
(VALKIUNAS, 2005; e IEZHOVA, 2022). Baseados nos caracteres morfologicos e nas
sequencias do gene cytb dos parasitos sdo reconhecidas atualmente 177 espécies destes
parasitos em diversas espécies de aves domésticas e silvestres (GARNHAM, 1966;
VALKIUNAS, 2005; e IEZHOVA, 2022; BENSCH et a., 2009; DIMITROV et al.,
2014). Assim como os parasitos do género Plasmodium, as espécies do género
Haemoproteus podem ser encontrados em todas as regifes biogeograficas do planeta,
com excecdo da Antartida (VALKIUNAS, 2005; BENSCH et a., 2009).

A gravidadedas infec¢des por Haemoproteus spp. € a presenca de sintomas clinicos
em animais frequentemente estdo associadas a niveis elevados de parasitemia
(GARNHAM, 1966; ATKINSON & VAN RIPER 111, 1991). Houve relatos de surtos
com doencga severa e mortalidade em pombos (Columba livia) devido a infecgdo por
Haemoproteus columbae (RESENDE et al., 2001; SOL et al., 2003).

Recentes descobertas histopatoldgicas mostram que 0s parasitos do género
Haemoproteus podem danificar os ¢rgdos das aves durante o desenvolvimento
exoeritrocitico, incluindo cérebro, coracdo, pulmdes, rins e musculos esqueléticos. 1sso

pode afetar a salde geral das aves, e, portanto, pode ter implicacBes para sua
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epidemiologia e manejo. No entanto, os estudos permanecem insuficientemente
estudados, em parte devido as dificuldades na identificacdo de suas espécies, 0 que é um
obstaculo para uma pesquisa abrangente de biodiversidade (VALKIUNAS & IEZHOVA,
2022).

2.3.2 Ciclo bioldégico de Haemoproteus

O ciclo nos vetores insetos é analogo ao descrito para o género Plasmodium spp.
(Figura 1). Os esporozoitos resultantes da reproducdo sexual e esporogonia nos
hospedeiros invertebrados constituem as formas infecciosas para aves hospedeiras. Apds
a ingestao de sangue, os esporozoitos alojados nas glandulas salivares do vetor entram na
circulagio do hospedeiro vertebrado, multiplicando-se via merogonia para formar
merontes (ou esquizontes) extracelulares contendo merozoitos. Esses merontes séo
frequentemente encontrados nos tecidos pulmonares, esplénicos, hepaticos e renais
(ATKINSON et al; VALKIUNAS, 2005). Algumas espécies de Haemoproteus
apresentam uma esquizogonia secundaria, resultando na formacdo de megalomerontes
nas células endoteliais de capilares, miofibroblastos da musculatura esquelética e
cardiaca. Os megalomerontes em células musculares sdo comparativamente maiores do
que os esquizontes em células hepéaticas. Apds a segunda geracdo de esquizogonia
extracelular, os merozoitos rompem os megalomerontes e infectam eritrocitos, onde se
diferenciam em gametdcitos. Tipicamente, pelo menos duas geracdes de esquizontes
tissulares ocorrem antes da presenca de gametocitos na circulagdo periférica
(VALKIUNAS, 2005).

Durante o ciclo eritrocitico, apenas 0s gametdcitos sdo visiveis, exibindo a
producéo de pigmentos hemozoina (VALKIUNAS, 2005; ATKINSON & VAN RIPER
I11, 1991). Alguns autores consideram as espécies de Haemoproteus mais restritas em
relacdo aos seus hospedeiros vertebrados em comparagdo com outras espécies de
hemosporideos, como aquelas do género Plasmodium (BENNETT & CAMPBELL,
1972; PEIRCE & ADLARD, 2005; SAVAGE & GREINER, 2004).



Figura 1: Representacdo do ciclo biologico de parasitos do género Haemoproteus em
aves. Parte superior vetor (14-21), parte inferior ave (1-13). 1 — esporozoito em células
endoteliais; 2, 3 — merontes exoeritrociticos primarios; 4 — merozoitos em ceélulas
endoteliais; 5, 6 — crescimento e megalomerontes maduros nos musculos esqueléticos,
respectivamente; 7 - merozoitos em eritrocitos; 8 — gametocitos maduros; 9 — merozoitos
na célula reticuloendotelial no baco; 10, 11 — crescimento e merontes maduros no baco,
respectivamente; 12 — merozoitos em eritrocitos; 13 — gametécitos maduros; 14 —
macrogameta; 15 — exflagelacdo dos microgametas; 16 — fertilizacdo do macrogameta;
17 — oocineto penetrando na membrana peritrofica; 18 — oocisto jovem; 19, 20 —
esporogonia; 21 — esporozoitos nas glandulas salivares do vetor. Fonte: Elaborado pelo
autor (Adaptado de VALKIUNAS, 2005).

2.3.3 Diversidade genética e detecdo de Haemoproteus

A familia Haemoproteidae apresenta uma notavel riqueza em termos de numero de
espécies, contandocom 177 espécies de Haemoproteus descritos com base na morfologia
dos gametocitos e nas peculiaridades de sua influéncia nas células hospedeiras
(VALKIUNAS e IEZHOVA, 2022). Paralelamente, foram identificadas 1905 linhagens
genéticas desses parasitos; contudo, apenas 159 delas, correspondendo a 8%, foram

associadas a 76 morfoespécies (banco de dados MalAvi, acesso mais recente em setembro
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de 2023 (BENSCH et al., 2009). Isso sugere uma diversidade de espécies ainda mais

elevada do que inicialmente considerada.

A combinacdo de ferramentas microscopicas e baseadas em PCR se complementam
e ampliam a importancia das pesquisas sobre a diversidade de parasitas hemosporideos,
sendo preferivel, principalmente em estudos envolvendo animais selvagens (LOTTA et
al 2019; BENSCH & HELLGREN, 2020; VALKIUNAS, 2022). A caracterizacao
molecular estd mais avancada para os parasitos de aves passeriformes que se reproduzem
e migram na Europa, sendo mais limitada para os organismos que habitam espécies de
aves tropicais, as quais sdo de dificil acesso para coleta de sangue (VALKIUNAS &
ATKINSON, 2020; BENSCH et al., 2009). Marcadores moleculares especie-especificos
ndo estdo paraa maioria dos Haemoproteus aviarios e atualmente sdo dificeis de desenhar
devido a vasta diversidade genética desses patdgeno. Este € um obstaculo significativo
para o desenvolvimento de pesquisas de biodiversidade de Haemoproteus e outros
hemosporideos (VALKIUNAS, 2022).

A maioria dos parasitos Haemoproteus descritos ainda nao foi caracterizada usando
marcadores moleculares e o desenvolvimento desses marcadores € uma tarefa de extrema
importancia. Isso € especialmente relevante, uma vez que tais marcadores sao
inestimaveis para a identificacdo de espécies de hemosporideos nas fases esporogonicas
e teciduais, que permanecem ndo avaliadas na maioria desses patogenos selvagens
(VALKIUNAS e IEZHOVA, 2022).

Desde de a popularizagdo do uso da PCR para deteccdo de hemosporideos no geral,
a grande maioria dos estudos tém utilizado somente o gene mitocondrial do citocromo b
(cytb) como marcador molecular (HELLGREN, 2004; PACHECO, 2018; OLIVEIRA,
2020; BENSCHetal., 2009, OUTLAW & RICKLEFS, 2014, VALKIUNAS et al.,2017).
Muitas vezes, essas PCRs que tem como alvo regifes conservadas do gene cytb, ignoram
infeccbes mistas simplesmente porque sdo esperados tamanhos de amplicon iguais ou
bastante semelhantes (PEREZ-TRIS e BENSCH, 2005, VALKIUNAS et al., 2006,
MARTINEZ et al., 2009, ZEHTINDJIEV etal., 2012). Uma quest&o sensivel na deteccao
de infecches mistas através da PCR utilizando primers gerais pode ser a afinidade
diferenciada dos primers para diferentes linhagens de parasitos ou a intensidade de
infeccdo por uma dessas linhagens, resultando em baixas concentragdes de DNA e baixa
eficiéncia de amplificacdo (MARZAL et al., 2008).
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2.4 Cartoes FTA

O papel de filtro Flinders Technology Associates (cartdo FTA®) consiste em uma
membrana de celulose a base de algoddo impregnada com um agente caotropico. Esse
agente serve para inativar micro-organismos infecciosos, promover a lise de componentes
celulares e fixar o DNA e/ou RNA dentro da matriz de fibras (WHATMAN, 2006). Os
cartdes FTA tém sido utilizados para coletar diversos tipos amostras, sem a necessidade
de manutencdo de uma cadeia de frio durante o transporte dos mesmos. A aplicacdo dos
cartbes FTA demonstrou notavel eficacia na identificacdo de diversos agentes
patogénicos (ABDELWHAB, 2011; KEELER, 2012; MERINO, 2012; SMITH, 2018;
SCHUMM, 2019). Segundo Thomas et. al., (2022) todos os formatos do FTA Card
existentes capturam &cidos nucleicos das amostras e 0s preservam a temperatura
ambiente, tornando este sistema ideal para coleta de amostras em campo e preservacao
durante o armazenamento e transporte. Para Doveet. al., (2010), o procedimento de coleta

com o cartdo é simples e envolve apenas pressionar aamostra bioldgica no papel filtro do
cartdo e deixar secar ao ar.

2.5 Extracdo de DNA

A extracdo e a purificacdo de acidos nucléicos a partir de diversas amostras
experimentais entre elas, sangue, bactérias, fungos, tecidos vegetais e animais
(DHALIWAL, 2013) é uma etapa fundamental para se obter alta eficiéncia de
amplificagdo nos protocolos que usam a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A
extracdo de DNA inclui basicamente dois procedimentos principais: a lise das células
presentes na amostra e a purificacgdo do DNA. Ap0s a lise das células, o DNA deve ser
separado dosrestos celulares e das proteinas, precipitado e suspenso em volume adequado
de agua ultrapura ou solucdes-tampédo adequadas. As amostras de DNA podem também
ser submetidas a processos de concentracdo e de purificagdo, com afinalidade de se obter
melhores resultados nas amplificacfes. Para cada tipo de amostra, € possivel explorar,
ajustar e otimizar multiplos protocolos, a fim deassegurar a obtencdo de DNA deelevada
qualidade. Uma ampla gama de protocolos estd disponivel, juntamente com uma
diversificada ofertade kits comerciais destinadosa extragdo de material genético, os quais
se adaptama uma variada gama de tipos de amostras (EMBRAPA, 2017). E importante
salientar que, a qualidade e integridade do &cido nucleico isolado afetardo diretamente os

resultados de todas as pesquisas cientificas subsequentes (CSEKE,2004).

11



A avaliacdo da qualidade e concentracdo do DNA extraido pode ser realizada por
meio de eletroforese em gel de agarose. Nesse processo, as amostras de DNA sdo
separadas com base em seus tamanhos moleculares, e as bandas resultantes séo visiveis
qguando o gel é exposto a uma fonte de luz ultravioleta ou a um corante fluorescente. A
concentracdo do DNA pode ser estimada pela intensidade das bandas, sendo que bandas

mais intensas indicam uma maior concentracdo de DNA (COELHO et al. 2004).

As amostras de DNA extraidas no laboratério podem ser avaliadas quanto a sua
concentragdo e a sua pureza por meio da andlise da densidade dptica (DO) em
espectrofotdmetro. A espectrofotometria é uma técnica amplamente utilizada na
quantificacdo de acidos nucleicos, uma vez que permite ndo apenas estimar a
concentracdo de DNA, mas também avaliar a qualidade da amostra com base em razdes
de absorcdo especificas em comprimentos de onda particulares, como a razdo
A260/A280, que indica a pureza do DNA em relacdo a proteinas contaminantes. Essa
técnica fornece informacgdes valiosas para garantir que o DNA extraido seja de alta
qualidade e adequado para aplicagdes subsequentes em laboratérios de biologia molecular
e genética (OLIVEIRA 2007). A relacéo entre a quantidadede DNA e de proteina € usada
como parametro para avaliacdo daqualidade do DNA extraido e, desse modo, a relagéo
A260/A280 pode ser usada para esse fim. Amostras cujos valores dessa relacdo séo

inferiores a 1,8 sugerem contaminacgdo com proteinas (LEE et al. 2010).

A quantificagdlo de DNA usando corantes fluorométricos é frequentemente
consideradamais especifica e precisa em comparacdo com métodosde espectrofotometria
de absorcdo, que sdo geralmente menos especificos (BAIROLIYA, 2022). Um
equipamento que é amplamente utilizado € o Qubit. Segundo informacdes do fabricante,
os fluordmetros Qubit detectam corantes fluorescentes ligados especificamente a
molécula-alvo e podem distinguiro DNA defitaduplado DNA defitasimples ou 0 RNA
integro do degradado, mesmo em quantidades extremamente pequenas ou na presenca de

contaminantes.
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2.5.1 Kit DNeasy Blood and Tissue® (Qiagen)

O uso deste método de extracdo é extremamente popularizado e consolidado no
meio cientifico por diversos motivos, é econdmica, tem procedimentos mais simples e
rapidos que a extracao organica. (TAN, 2009) Porém, o elevado custo faz com que haja
necessidade de se encontrar métodos mais acessiveis. A purificacdo do DNA ¢é feita por
meio do uso de uma coluna que contém fragmentos de silica (coluna de purificagéo).
Inicialmente, o DNA se liga a membrana da coluna de extracdo e depois ele é lavado para
que apresente alta pureza (DHALIWAL, 2013). No final do protocolo, 0 DNA é eluido
com tampéo de eluicdo (ESSER, 2006). A utilizacdo de kits permite a purificacdo do
DNA nas amostras de maneira homogénea e rapida. Este kit tem sido utilizado para
amostras de diversas espécies de maléria e aves em todo o mundo (WOOD et al., 2007;
CASTRO et al., 2011; ATKINSON et al., 2014; YABSLEY et al., 2023; MEISTER et
al., 2023; LYNTON-JENKINS et al., 2023). Este kit pode ser utilizado para isolar DNA
total (gendmico, mitocondrial e de patdgenos) de diversas fontes de amostra, incluindo
tecidos e células animais frescas ou congeladas, tecidos e células fixados em formalina
ou embutidos em parafina, caudas de roedores, sangue, bactérias, leveduras, cabelos,
insetos, entre outros. O DNA purificado pode chegar a até 50 kb de tamanho, e o kit é
eficaz narecuperacdo defragmentos de DNA tdo pequenos quanto 100 pb (DHALIWAL,
2013).

2.5.2 Kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen)

Assim como o kit da Qiagen, este também realiza a purificacdo do DNA através da
coluna de silica. Este kit isola DNA de uma ampla faixa de tamanhos de amostra,
incluindo sangue (por exemplo, de 100 pl a 1 ml), tecidos, células, bactérias, swabs
bucais. Isso proporciona ao usuério flexibilidade, uma vez que um unico kit pode ser
utilizado para isolar DNA de diversas fontes de amostra (DHALIWAL, 2013).

2.5.3 Fenol-Cloroférmio

O procedimento de escolha para a purificacdo de DNA, é a extracéo utilizando fenol
tamponado, um método que demonstra eficAcia na desnaturacdo de proteinas. O
cloroférmio é também empregado como um agente desnaturante proteico na amostra. A

combinagdo defenol e cloroférmio apresenta notéavel eficiéncia na desproteinizacdo, uma
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vez que se baseia na propriedade hidrofébica inerente das proteinas, as quais exibem
afinidade por solventes organicos. As proteinas que foram desnaturadas pelo tratamento
conjunto com fenol e cloroformio segregam-se formando uma camada na interface das
duas fases, separando-se do DNA, que permanece na fase aquosa. A eficacia da extracao
fendlica é sensivel ao pH. O fenol empregado nesse contexto deve manter um pH préximo
de 8,0 (fenol tamponado), uma vez que faixas de pH mais baixo resultam na sedimentagéo
do DNA na interface durante a centrifugacdo. Em pH igual ou superior a 7,0, 0 DNA
mantém-se na fase aquosa; contudo, em pH inferior a 7,0, ocorre sua deshaturag&o,

fazendo-o migrar para a fase organica.

2.5.4 Salting out

E um método rapido, seguro e barato que foi desenvolvido para simplificar o
procedimento de desproteinizacdo. Esse método envolve a precipitacdo das proteinas
celulares por desidratacdo e precipitagdo com uma solucdo saturada de NaCl (MILLER
et al 1988). Uma vantagem deste método é a ndo utilizacdo de solventes organicos
perigosos como fenol e cloroférmio. Porém como ndo é comumente utilizado para na

extracdo de material gendmico de aves, seu desempenho ainda carece de mais estudos.

2.5.5 HotShot

A teécnica HotSHOT (TRUETT et al.,, 2000), uma variacdo do método de lise
alcalina (SAMBROOK eRUSSELL,2001), ¢ um método confidvel, econdmico e simples
de extracdo de DNA que pode ser facilmente adaptado para diversos tipos de amostras.
Uma vantagem adicional é que, por ser uma técnica realizada em tubo Unico, a

probabilidade de contaminacao cruzada é reduzida (SENNE, 2022).

2.6 Falta de padronizagédo

Nos dias atuais, existe uma grande de protocolos bastante consolidados disponiveis
na literatura acerca de extracdo de DNA de uma grande variedade de amostras. Na busca
por um método de extracdo ideal, deve-se levar em consideracfes alguns fatores
importantes como, ser eficiente, reprodutibilidade, rapido e de facil execu¢do (CHACON-
CORTES & GRIFFITHS, 2014). E o ponto mais importante para a escolha de técnica de

extracdo mais apropriada, ela deve ser capaz de fornecer amostras de DNA de qualidade
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e puras, prontas para serem utilizadas em aplicagcbes moleculares (LAHIRI et al, 1992;
BOOM et al 1990; PRICE et al 2009).

Foi realizada uma busca na literatura cientifica disponivel no momento da redacéo
desta dissertacdo, a fim de determinar o melhor método de extracdo adequado a natureza
das amostras utilizadas. Entretanto, ndo ha evidéncias cientificas suficientes que

corroborem com um método especifico de extracdo de DNA de amostras de sangue total
de aves, sobretudo as armazenadas em cartdes FTA®.
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CAPITULO |

3. DIVERSIDADE GENETICA DE PARASITOS DO GENERO
Haemoproteus EM AVES SELVAGENS DA MATA
ATLANTICA ALTIMONTANA
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RESUMO

SILVA, Nelson Meireles. Diversidade genética de parasitos do género Haemoproteus
em aves selvagens da mata atlantica altimontana. 2023. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude
Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

A Mata Atlantica é um dos biomas mais ricos em biodiversidade do mundo e abriga uma
variedade impressionante de aves silvestres. Neste bioma, é estimado que haja ocorréncia de 893
espécies de aves, sendo 215 endémicas. Os parasitos pertencentes ao género Haemoproteus sao
classificados na familia Haemoproteidae. As caracteristicas distintas desta familia incluem o
desenvolvimento de gametocitos dentro de eritrocitos. A reprodugdo sexuada ocorre em insetos
hematofagos das familias Ceratopogonidae e Hippoboscidae. Baseados nos caracteres
morfoldgicos e nas sequencias do gene mitocondrial do citocromo b (cytb) dos parasitos sdo
reconhecidas atualmente 177 espécies destes parasitos em diversas espécies de aves domésticas e
silvestres. A combinacdo das andlises morfoldgicas e aquelas baseadas em PCR se
complementam e ampliam a importancia das pesquisas sobre a diversidade de parasitos
hemosporideos, sendo preferivel, principalmente em estudos envolvendo animais selvagens.
Desde a popularizagéo do uso da PCR para deteccdo de hemosporideos, a grande maioria dos
estudos tém utilizado somente o gene cytb comobarcoding. Asautorizagdes e licencasnecessarias
para a coleta e processamento das amostras foram obtidas junto aos 6rgaos responsaveis. As
coletas foram realizadas em areas de conservagdo, dentro do bioma Mata Atlantica no Parque
Nacional do Capara6 (MG), no Parque Nacional de Itatiaia e no Parque Nacional da Serro dos
Orgaos (RJ), entre 700 e 2500 metros de altitude. As aves foram capturadas por meio de redes de
neblina e todas as aves foram identificadas através dos guias de campo, fazendo-se, a seguir, a
coleta de sangue em FTA® card e soltura das aves. As amostras foram submetidas a reacdo de
gPCR para hemosporideos e as positivas foram submetidasa Nested PCR (nPCR) para posterior
sequenciamento e caracterizagdo molecular. Dentre as 586 aves amostradas, 140 foram positivas
para Plasmodium/Haemoproteus, sendo obtidauma prevaléncia geral de 23,89% (n=140/586).
No total, 38 amostras foram enviadas para 0 sequenciamento. Na analise filogenética as
sequéncias obtidas neste estudo agruparam-se em 6 clados bem suportados. O clado A foi
composto por 10 amostras que se agruparam em clado exclusivo, tendo como grupo irméo
Haemoproteus erythrogravidus. No clado B, quatro amostras se agruparam no grupo de
Haemoproteus erythrogravidus. No clado C, quatro amostras formaram um grupo exclusivo,
tendo como grupo irmdo Haemoproteus zosteropis. Um total de 13 amostras se agruparam no
clado de Haemoproteus nucleocentralis (clado D), 5 amostras no clado de Haemoproteus
paraortalidum (clado E). Foi possivel notar uma preferénciado clado B pela espécie Zonotrichia
capensis. As linhagens agrupadas neste clado foram encontradas somente nesta espécie. Foi
possivel observar influéncia da altitude nas linhagens encontradas neste estudo, sendo o clado C
somente encontradaa 1500 metrosde altitude e foi nessa altura que observamos maior diversidade
genética. Com relacdo aos locais amostrados, H. erythrogravidus s6 foi encontrado no Parque
Nacional do Caparad. E neste estudo ndo foi possivel recuperar linhagens de Haemoproteus
paraortalidum no Parque Nacional da Serrados Orgdos. Todasas outras linhagens demonstraram
estar mais distribuidas. Uma prevaléncia e diversidade genética relativamente alta em aves
silvestres foi observada na regido estudada. Através dos resultados obtidos neste estudo,
enriqguecemos o conhecimento sobre a diversidade global de parasitos do género Haemoproteus
em aves endémicas de diferentes espécies que ocorrem em areas altimontanas da Mata Atlantica
do Brasil.

Palavras-chave: Haemosporida; sequenciamento; cyt-b;
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ABSTRACT

SILVA, Nelson Meireles. Genetic diversity of parasites of the genus Haemoproteus in
wild birds from the Montane Atlantic Forest. 2023. 116p. Thesis (Master’s degree in
Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Department of Epidemiology and Public
Health, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The Atlantic Forest is one of the world's most biodiverse biomes, harboring an impressive variety
of wild birds. In this biome, it is estimated that there are 893 species of birds, with 215 being
endemic. Parasites belonging to the Haemoproteus genus are classified in the Haemoproteidae
family. Distinctive characteristics of this family include the development of gametocytes within
erythrocytes. Sexual reproduction occurs in hematophagous insects from the Ceratopogonidae
and Hippoboscidae families. Based on morphological characters and mitochondrial cytochrome
b (cytb) gene sequences, there are currently 177 recognized species of these parasites in various
domestic and wild bird species. The combination of morphological and PCR-based analyses
complements and enhances the importance of research on hemosporidian parasite diversity,
particularly in studies involvingwild animals. Sincethe popularization of PCR for hemosporidian
detection, the majority of studies have solely used the cytb gene asa barcode. Necessary permits
and licenses for sample collection and processing were obtained from relevant authorities.
Collections were carried out in conservation areas within the Atlantic Forest biome, including the
Capara6 National Park (MG), the Itatiaia National Park, and the Serra dos Orgéos National Park
(RJ), at altitudes ranging from 700 to 2500 meters. Birds were captured using mist nets, and all
birds were identified using field guides. Blood samples were collected on FTA® cards, and the
birds were released. The samples underwent gPCR for hemosporidians, and the positive samples
were subjectedto Nested PCR (nPCR) for subsequent sequencingand molecular characterization.
Out of the 586 sampled birds, 140 tested positive for Plasmodium/Haemoproteus, resulting in an
overall prevalence of 23,89% (n=140/586). A total of 38 samples were sent forsequencing. In
the phylogenetic analysis, the sequences obtained in this study grouped into six well-supported
clades. Clade A consisted of 10 samples that formed an exclusive clade, with Haemoproteus
erythrogravidus as the sister group. In clade B, four samples grouped within the Haemoproteus
erythrogravidus clade. Clade C comprised four samples that formed an exclusive group, with
Haemoproteus zosteropis as the sister group. A total of 13 samples clustered within the
Haemoproteus nucleocentralis clade (clade D), and 5 samples within the Haemoproteus
paraortalidum clade (clade E). There was an apparent preference of clade B for the Zonotrichia
capensis species, as the lineages grouped in this clade were only found in this species. Altitude
was observedto influencethe lineages found in this study, with clade C exclusively foundat 1500
meters above sea level, where greater genetic diversity was observed. Regarding the sampled
locations, H. erythrogravidus was only found in the Caparad National Park. However, this study
could notrecover Haemoproteus paraortalidumsequences in the Serra dos Orgaos National Park.
All other lineages appeared to be more widely distributed. A relatively high prevalence and
genetic diversity of wild birds in the studied region were observed. The results of this study
contribute to our understanding of the global diversity of Haemoproteus parasites in endemic
birds of different species occurring in high-altitude areas of the Brazilian Atlantic Forest.

Keywords: Haemosporida; sequencing; cyt-b;
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3.1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica é considerada um dos cinco principais "hotspots™" globais para a
conservagéo bioldgica (MYERS et al., 2000), devido a sua elevada riqueza de espécies e
taxas de endemismo (RIBEIRO et al., 2009). A topografia da Mata Atlantica contribui
para a elevada taxa de endemismo, devido ao isolamento geografico causado pelas
montanhas, o qual resulta em restri¢des ao fluxo génico e na diferenciagdo de populagdes
de organismos isolados (MACARTHUR e WILSON, 1967; KITAYAMA, 1996;
BARBARA, 2007; POREMBSKI, 1998, VASCONCELOS, 2010, PRATES, 2017).

Os hemosporideos aviarios, pertencentes ao filo Apicomplexa e a ordem
Haemosporida, englobam quatro familias distintas, nomeadamente Plasmodiidae,
Haemoproteidae, Leucocytozooidae e Garniidae (VALKIUNAS, 2005). Dentre estas
familias, a Haemoproteidae, representada pelo género Haemoproteus, destaca-se pela sua
elevada diversidade, albergando 177 espécies registadas em varias aves domésticas e
selvagens por todo o mundo (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005; BENSCH et al.,
2009; MANTILLA et al 2016; FERREIRA-JUNIOR et al 2018a; ANJOS et al 2021,
VALKIUNAS et al 2021; IEZHOVA, 2022). O ciclo de vida de Haemoproteus €
heteroxénico, envolvendo uma fase assexuada em eritrocitos e tecidos do hospedeiro
vertebrado (aves), e uma fase sexual em dipteros hematéfagos das familias
Hippoboscidae e Ceratopogonidae (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005). O género
Haemoproteus encontra-se subdividido em dois subgéneros, Haemoproteus e
Parahaemoproteus (BENNETT et al., 1965; GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005),
distinguindo-se com base nas espécies de vetores, sendo o0 subgénero Haemoproteus
transmitido por moscas da familia Hippoboscidae e o Parahaemoproteus transmitido por
mosquitos da familia Ceratopogonidae (VALKIUNAS, 2005; KRIZANAUSKIENE et
al., 2013).

Andlises filogenéticas recentes, baseadas em quatro genes, revelaram que 0s
hemosporideos aviarios podem ser subdivididos em dois clados semelhantes aos do
género Plasmodium. Um dos grupos parasita as aves da ordem Columbiformes e é
transmitido por hipoboscideos, enquanto o outro € transmitido por mosquitos
ceratopogonideos (MARTINSEN et al. 2008). Estas analises recentes corroboram a
proposta de subdivisdo do género feita por Bennett et al. (1965), mantendo os parasitos
transmitidos por hipoboscideos no género Haemoproteus e alocando a maioria das
espécies possivelmente transmitidas por ceratopogonideos no género Parahaemoproteus

(MARTINSEN et al. 2008). Noentanto, atualmente, esta distingao é estabelecida ao nivel
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de subgénero (VALKIUNAS 2005). As revisdes taxondmicas mais recentes deste género
foram realizadas por Peirce (2005) e Valkitinas (2005). Peirce lista 147 espécies
ocorrendo em 72 familias de aves, enquanto Valkilinas sindnima algumas espécies com
base na faixa de hospedeiros e lista 15 espécies a menos que Peirce, deixando 132
espécies validas. Estudos recentes sobre a diversidade genética destes parasitos sugerem
que o verdadeiro nimero de espécies possa ser maior, com multiplas linhagens destes
parasitos a coexistir no mesmo hospedeiro (BENSCH et al. 2000, 2004; RICKLEFSe
FALLON 2002).

Aproximadamente 50% de todas as espécies de Haemoproteus descritas parasitam
aves daordem Passeriformes (VALKIUNAS & IEZHOV A, 2022). Se tem observado que
alguns Haemoproteus de passeriformes tém a capacidade de infectar e gerar gametdcitos
em aves de diferentes familias, todas pertencentes & mesma ordem (KRIZANA U SKIENE
et al, 2006). Isso respalda a informacdo de que as caracteristicas taxondmicas do
hospedeiro ndo podem ser consideradas como o principal traco taxondmico do parasito.
(VALKIUNAS,2002; VALKIUNAS, 2005). As linhagens podem diferir umas das outras
em apenas um unico nucleotideo (por exemplo, uma substituicdo) do gene do citocromo
b mitocondrial (BENSCH et al., 2004; HELLGREN, WALDENSTROM & BENSCH,
2004; BENSCH, HELLGREN & PEREZ-TRIS, 2009; Chagas e outros, 2017). Levando
em consideragdo somente a ordem Passeriformes, 1409 linhagens de Haemoproteus estao
depositadas no banco de dados do MalAvi (BENSCH, 2009), acessado em setembro de
2023. A América do Sul conta com aproximadamente 23,63% de todas as linhagens
encontradas no MalAvi, possuindo 333 linhagens de Haemoproteus.

Dentro deste cenario, o presente estudo visa investigar a diversidade genética de
espécies de Haemoproteus em aves selvagens nas areas montanhosas da Mata Atlantica

brasileira.
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32 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Autorizacdo para coleta de material bioldgico

As autorizagdes e licengas necessarias para a coleta e processamento das amostras
foram obtidas junto aos 6rgaos responsaveis, avaliados e aprovados pelos Comités de
Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro (protocolo n°4863180222) e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacéo sobre
Biodiversidade (SISBIO) (n° 68906-1/2020).

3.2.2 Locais de amostragem

As coletas foram realizadas em areas de conservacdo, dentro do bioma Mata
Atlantica no Parque Nacional do Caparad (20° 26’ 5" S, 41° 47' 2” W) no estado de
Minas Gerais. No Parque Nacional do Itatiaia (22° 22" 31" S, 44° 39’ 44" W) e no
Parque Nacional daSerro dosOrgaos (22°29’ 35" S, 43° 4’ 24" W), ambos localizados
no estado do Rio de Janeiro (Figura 2). Os locais de amostragem sao representados
por regides montanhosas inseridas no bioma Mata Atlantica, onde foram realizadas

coletas de aves silvestres entre 700 e 2500 metros de altitude acima do nivel do mar.

3.2.2.1 Parque Nacional do Caparad

Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima do Parque Nacional do Caparad é do
tipo Cwhb, caracterizando-se por ser clima tropical de altitude, onde o relevo assume
importancia marcante na determinacdo das diferencas de temperatura na area. A
temperatura media anual varia entre os 19°C e os 22°C, com a méxima absoluta
atingindo os 36°C e a minima absoluta 0s 40C negativos nos picos mais altos do
Parque (IBAMA, 1995; IEF/ TURMINAS/ IBAMA/ GTZ/ I1GA, s/datal). A
pluviosidade média varia dos 1.000 aos 1.500mm anuais, atingindo 1.750mm na
porcédo norte doParque. As chuvas concentram-se no trimestre de novembro a janeiro,
qguando ocorrem de 35% a 50% das precipitacbes anuais. O periodo do ano que

apresenta as menores medias pluviométricas € aquele entre junho e agosto, embora
este fator varie em consequéncia do relevo local (IBDF, 1981).
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3.2.2.2 Parque Nacional do Itatiaia

Inserido no Bioma Mata Atlantica e situado na Serra da Mantiqueira entre os
estados de Minas gerais e Rio de Janeiro, o Itatiaia abrange parte do territério dos
municipios de Itatiaia/RJ, Resende/RJ, Itamonte/MG e Bocaina de Minas/MG. Sua
altitude varia de 540 m, proximo ao Vale do Paraiba, a 2.791 m no Pico das Agulhas

Negras, ponto culminante do Estado do Rio de Janeiro e 5° mais alto do Brasil.

3.2.2.3 Parque Nacional da Serra dos Orgéos

A regido da Serra dos Orgdos esté inserida no dominio morfo-climatico Tropical
Atlantico. O clima do Parque é tropical superumido (com 80 a 90% de umidade
relativa do ar), com média anual varia de 13°a 23° C (atingindo valores de 38°C a 5°C
negativos nas partes mais altas) e variagdo pluviométrica de 1.700 a 3.600mm, com
concentracdo de chuvas no verdo (dezembro a margo) e periodo de seca no inverno
(junho a agosto). O Clima, segunda Kdppen, é do tipo Cwb - tropical de altitude, com
uma curta estacdo seca. A dinamica das massas de ar na regido se caracteriza pelo
dominio da Massa Tropical Atlantica na maior parte do ano. Esta massa apresenta
umidade e temperatura relativamente altas. Durante o ano ocorrem entradas da Massa
Polar Antartica, de caracteristica seca e fria. Quando da entrada desta massa, ha um
impacto com a Massa Polar Atléantica e a geracdo de grandes eventos de precipitacao
caracteristicos do Estado do Rio de Janeiro e que geram muitos problemas de
deslizamentos em Teresopolis e Petrdpolis. Um outro fator a afetar a distribuicdo da
precipitacdo € a altitude. Ao atingirem as areas mais elevadas, as massas de ar umidas
encontram um ambiente mais frio, onde a umidade tende a se condensar e precipitar.

Devido a proximidade com o mar o maci¢o rochoso torna-se uma barreira para a
entrada das massas de ar vindas do Atlantico. A umidade destas massas faz das
vertentes deste macico voltadas para o oceano mais Umidas que aquelas voltadas para
0 continente. Isto ocorre porque as massas de ar tendem a perder umidade ao se
encontrarem com 0 macico, gerando chuvas orograficas, ventos imidos ou névoa.
Portanto, ao atingirem as vertentes opostas, as massas de ar vindas do Atlantico ja
perderam boa parte de sua umidade, tornando estas vertentes, em geral, mais secas e

mais suscetiveis a ocorréncia de incéndios.
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Legenda:

Bl Parque Nacional de Itatiaia |
Il Parque Nacional da Serra dos Orgdos
B Parque Nacional do Caparad

S&o Paulo

Minas Gerais

Rio de Janeiro

Espirito Santo|

Fonte de dados: ICMBIO (2023) e IBGE (2020)
Datum: SIRGAS 2000

Elaboragdo: Nelson Meireles da Silva

Data: 30/09/2023
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Fonte de dados: ICMBIO (2023) e IBGE (2020) Legenda:

Datum: SIRGAS 2000 Bl Parque Nacional de Itatisia
Elaboragdo: Nelson Meireles da Silva I Parque Nacional da Serra dos Orgdos
Data: 30/09/2023 Il Parque Nacicnal do Caparad

Figura 2: Mapas de localizacdo das areas de coleta, elaborados no software QGIS 3.3
(Fonte: arquivo pessoal)

3.2.3 Tamanho da amostra de aves
Para a determinacdo do tamanho da amostra foi levado em consideragéo parametros de uma
populacdo infinita para um nivel de prevaléncia esperada de 50%, erro amostral de 5%, de acordo

com Fulgéncio, (2006), utilizando a férmula:

n=p(100 p). d?
(d.p /100)2

Sendo: n = nimero de amostras para estimar a prevaléncia em uma populacdo infinita; p =
prevaléncia esperada; o2 = fator determinante do grau de confianga; d = erro amostral. Assim, serdo

coletados um total minimo de 384 aves.

3.2.4 Coleta e acondicionamento das amostras

As aves foram capturadas por meio de redes de neblina (Figura 3 e 4) com 12
metros de comprimento por 3 metros de altura com 36 milimetros de malha, dispostas
em conjuntos lineares de cinco redes totalizando um transecto de 60 metros, sendo
estendidas desde antes do nascer do sol até o fim do dia e sendo verificadas a cada 15
minutos. As redes foram trocadas de local a cada trés dias a fim deevitar a habituacdo

das aves a armadilha.
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Figura 3: Transectos de redes de neblina montados, nota-se que as redes ficam

camufladas junto a vegetacdo. As redes de neblina ficam quase que imperceptiveis
como Visto na imagem acima (Fonte: arquivo pessoal).

Figura 4: Retirada de aves da rede de neblina e saquinho para transporte seguro dos animais
(Fonte: arquivo pessoal)
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Apos a captura, todas as aves foram identificadas através dos guias de campo
(RIDGELY et al. 2009, SIGRIST, 2014), fotografadas, pesadas e medidas para a
confirmacdo da identificacdo, fazendo-se, a seguir, a coleta de sangue e soltura das
aves. A coleta de sangue foi realizada apds assepsia da regido da veia braquial
esquerda, com posterior puncdo da mesma, sendo realizados esfregacos sanguineos e

0 sangue para biologia molecular foi coletado no FTA® card (Figura 5).

Figura 5: Coleta de sangue através da puncdo da veia braquial para confeccéo de

esfregaco e armazenagem em cartdes FTA® (Fonte: arquivo pessoal)

3.2.5 Deteccéo através do método de esfregaco sanguineo

Para as analises microscopicas, 0s esfregacos sanguineos foram secados ao ar
imediatamente ap6s sua confeccdo e em seguida foram fixados em metanol absoluto
durante 3 minutos. Ap0s a fixagdo em campo os esfregacos sanguineos foram levados ao
laborat6rio e corados com Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemanha) diluido em &gua
destilada na proporcdo de 1:9 durante 40 minutos. A deteccdo dos parasitos nos
esfregacos foi realizada em microscopio de luz Olympus BX-51 (Olympus, Tokyo,
Japan) sendo analisados 100 campos microscépicos em ampliacdo de 1000X para célculo
daprevaléncia e parasitemia. Os valores de prevaléncia foram calculados de acordo com
BUSH et al. (1997).
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3.2.6 Extracdo do DNA gendmico

As amostras foram extraidas utilizando o kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen) seguindo as instrucdes recomendadas pelo fabricante, porém com algumas

modificacdes. Mais detalhessobre as modificacOes realizadas no presente estudos, podem
ser consultados no segundo capitulo desta dissertacao.

3.2.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR)

A reacdo de gPCR realizada neste estudo foi a descrita por Friedl e Groscurth
(2012). Os primers utilizados foram Plasmo474for (5°-
AGGCTAATCTTTTCCGAGAGTCC-3’) e Plasmo558rev (5°-
ACATACTACTGCTTTAGGATGCGAZ’), os quais amplificam espécies dos géneros
Plasmodium e Haemoproteus. A sonda utilizada foi constituidapor um fluoréforo 6-FAM
na extremidade 5’ e por um Quencher QSY (TagMan Probe) localizado na extremidade
3> (5>-AAGCCGACATCGAGGTGCCAAAAC-3’). As solugdes de reacao foram
preparadas com um volume total de 12 uL, contendo: 1U TagMan™ Universal PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific ™, MA, USA), 10 uM de cada primer, 10 uM de
sonda e agua ultrapura e 2 pl. da amostra de DNA. Estas solugdes foram pipetadas em
placas de 96 pogos em duplicata e submetidas a andlise no aparelho de PCR em tempo
real StepOnePlus Real time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA). A reagédo
ocorreu a 50°C por dois minutos e a 95°C por dez minutos, seguida de 45 ciclos de 15
segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C, totalizando uma hora e vinte e trés minutos de
reacdo. Foram consideradas positivas as amostras que obtiveram o valor de Cq < 40
ciclos. Como controle negativo foi utilizado agua ultrapura. O controle positivo utilizado

nas reagdes foi obtido a partir do cultivo celular de Plasmodium gallinaceum, o mesmo
utilizado para a cPCR.

3.2.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested (nPCR)

As amostras foram submetidas a Nested PCR (nPCR) para posterior sequenciamento
e caracterizacdo molecular. Um fragmento do gene mitocondrial citocromo b (cyt-b) foi
amplificado através de nPCR. Na primeira reacdo foram utilizados os primers gerais de
hemosporideos aviarios (Plasmodium spp., Haemoproteus spp. € Leucocytozoon spp.)
HaemFNI (5'-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3°) e  HaemNR3 (5¢-
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ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3%) capazes de amplificar em torno de 618
pares de base (pb) (HELLGREN et al., 2004). O volume final da reagdo foi de25uL e a
concentragdes dos reagentes foi, 1X de Tampé&o de PCR, 1,5U de Platinum™ Tag DNA
Polimerase, 0,4 mM de dNTP, 1,0 uM de cada primer, 3mM de MgCl2 e 2uL de DNA
gendmico daamostra. Para a segunda reacdo foram utilizados os primers especificos para
Plasmodium spp. e Haemoproteus spp., HaemF (5
ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-39) e HaemR2 (5¢-
GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3%), que amplificam aproximadamente 525 pb
do gene cyt-b (HELLGREN et al., 2004). A reacdo de nPCR foi realizada utilizando as
mesmas concentragdes de reagentes da primeira reagcdo, com excec¢ao da concentracgao de
primers que foi modificado para del,0 uM para 0,5 uM. Nas duas reacdes, as condigoes
de termociclagem foram: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C
por 30 segundos, 72° C por 45 segundos e extensdo final a 72°C durante 10 minutos. Em
todas as reacOes, para controle negativo, foi utilizada dgua ultrapura. O controle positivo
foi DNA gendmico extraido de cultivo celular de Plasmodium gallinaceum. As reacdes
foram realizadas no termociclador Applied Biosystems Veriti 96® (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Os produtos da segunda reacdo da nPCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. A corrida do gel foi realizada durante 60 minutos
a 75 volts (5 V/cm). Subsequentemente, o gel foi corado com brometo de etidio (0,4
mg/ml) e visualizado sob luz ultravioleta no fotodocumentador E-Gel® Imager (Life
Technology — ThermoFisher Scientific). Em todos os géis foi adicionado 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen) para garantir que o produto amplificado estava na altura correta.

3.2.9 Purificagdo das amostras

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada utilizando o kit de ExoSAP-IT®

Express PCR Product Cleanup (Thermo Fischer) seguindo as instrugdes do fabricante.

3.2.10 Sequenciamento de um fragmento do gene cyt-b

Os produtos purificados foram sequenciados com 0s mesmos iniciadores utilizados
na segundareacdo danPCR, em ambos os sentidos. O sequenciamento das amostras foi
realizado na plataforma de sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (RJ), sendo
realizado o sequenciamento por eletroforese capilar, método SANGER (SANGER,

1975). Segundo informac6es do site da plataforma, o equipamento utilizado € o ABI 3730
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DNA Analyser, (Life Technologies — Applied Biosystems® e as reagdes foram realizadas
utilizando o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.

3.2.11 Analises filogenéticas

As andlises foram realizadas utilizando dois conjuntos de dados contendo
sequencias genéticas curadas do gene cyt-b de Haemoproteus e as sequéncias obtidas
neste estudo. O conjunto de dados continha 115 sequéncias do gene cyt-b de
Haemoproteus disponiveis no banco de sequéncias MalAvi (BENSCH et al. 2009)
acessado em outubro de 2023. Como grupo externo foram escolhidas sequencias de cinco
espécies de Leucocytozoon (L. mathisi, L. buteonis, L. majoris, L. fringillinarum e L.
polynuclearis) também obtidas através do banco de dados MalAvi. O conjunto de dados
foi alinhado no software MAFFT (KATOH et al., 2019) com opcdes padréo e, em
seguida, inspecionadas visualmente. Apos remover posi¢des mal alinhadas com a
plataforma Gblocks (TALAVERA & CASTRESANA, 2007), obteve-se uma matriz com
aproximadamente 479 pb. A inferéncia das relacbes filogenéticas de Haemoproteus foi
conduzida sob uma analise de Maxima Verossimilhanca implementada no programa
RaxML (STAMATAKIS, 2014), utilizando o modelo GTR + GAMMA + | com 4
categorias gama (TAVARE, 1986; YANG, 1994), que foi escolhido como o melhor
modelo de substituicdo no JmodelTest implementado no MEGA1l (KUMAR et al.,
2016). Os valores de suporte dos clados foram avaliados através do teste de bootstrap

com 1000 réplicas. Sequéncias de Leucocytozoon spp. foram utilizadas como grupo
externo.
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RESULTADOS

3.3

No total, 586 aves foram amostradas e a lista das espécies foram agrupadas em

uma tabela Unica (anexo A). Sendo as familias agrupadas por local de coleta em trés

graficos distintos (Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 7: Gréfico da distribuicdo das familias de aves coletadas no Parque Nacional da

Serra dos Orgdos
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Figura 8: Gréfico da distribuigdo das familias de aves coletadas no Parque Nacional do
Capara0

3.3.1 Analises dos esfregacos sanguineos

Foi registrada a presenca de formas evolutivas de parasitos do género Haemoproteus
nos esfregacos sanguineos de 30 individuos dos 586 amostrados, resultando em uma
prevaléncia de infeccdo por Haemoproteus na populacdo de aves estudada de 5,11%

(n=74/586)
3.3.2 Analise por gPCR

Ja na deteccdo pela PCR em tempo real, 94 amostras foram diagnosticadas como

positivas, obtendo-se uma prevaléncia de 16,04% (n=94/586).
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3.3.3 Andlise por nPCR

A Nested PCR foi capaz de detectar 140 amostras. Dentre estas, 30 amostras que
haviam sido negativas na qPCR, mas positivas no esfregaco sanguineo, ndo amplificaram
na primeira tentativa de amplificagdo pela nPCR. Foi necessario aumentar. Entretanto a
quantidade de DNA na reacdo de 2ul para 4pl, 28 amostras apresentaram positividade

como visto na Figura 9.
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Figura 9: Resultado da nPCR das amostram negativas na gPCR e positivas na lamina.

3.3.4 Anadlise filogenética de Haemoproteus sp.

Asdivergéncias genéticas entre as linhagens utilizadas neste estudo para realizar as
analises filogenéticas estdo listadas na figura 10.

No clado A, as linhagens apresentaram valores de divergéncia entre 7,69% a 8,94%.
Dentro do clado B, onde foram encontradas as linhagens de Haemoproteus
erythrogravidus, o percentual de divergéncia variou entre 8,11% a 8,94%. No clado C, as
linhagens apresentaram valores de divergéncia entre 5,83% a 7,08%. Ja as linhagens
agrupadas no clado D, onde foram encontradas as linhagens de Haemoproteus
nucleocentralis, apresentaram divergéncia genética entre 7,69% e 8,32%. Dentro do clado
E, onde foram encontradas as linhagens de Haemoproteus paraortalidum, as linhagens
apresentaram valores variando de 0 a 0,83%, sendo este 0 grupo com menor divergéncia
genética entre as linhagens.
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Na topologia recuperada através das andlises filogenéticas de 38 amostras (Figura
11), foi possivel observar diferentes linhagens de Haemoproteus isoladas em diferentes
hospedeiros. Na analise filogenética as sequéncias obtidas neste estudo agruparam-se em
6 clados bem suportados. O clado A foi composto por 10 amostras que se agruparam em
clado exclusivo, tendo como grupo irmd@ H. erythrogravidus. No clado B, quatro
amostras se agruparam no grupo de H. erythrogravidus. No clado C, quatro amostras
formaram um grupo exclusivo, tendo como grupo irmdo Haemoproteus zosteropis. Um
total de 13 amostras se agruparam no clado de H. nucleocentralis (clado D), 5 amostras

no clado de H. paraortalidum (clado E). Para melhor visualizacdo das linhagens de cada
clado, estratificamos a arvore filogenética em clados nos anexos deste trabalho.
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Figura 10: Comparacdo par-a-par do Percentual de ldentidade (diagonal inferior) e distancia evolutiva (diagonal superior) de fragmentos de

aproximadamente 479 pb do gene mitocondrial cytb entre diferentes linhagens Haemoproteus spp. obtidas a partir de amostras de amostras de

sangue de aves silvestres. As anélises foram realizadas no software CLC Main Workbeanch v.7.9. A sequéncia LEUALBO1 foi utilizada como

referéncia.
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Figura 11: Reconstrucédo filogenética baseada em um dataset com 477 pares de base da

sequéncia do gene Citocromo b (cytb) de espécies do género Haemoproteus.
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O método de reconstrucao filogenética foi o Maxima Verossimilhanca, utilizando
o0 modelo General Time Reversible + G + 1. O método de Bootstrap com 1000 réplicas
foi utilizado para analisar a associacdo entre 0s agrupamentos.  Sequéncias de
Leucocytozoon spp. foram utilizadas como grupo externo. Todas as andlises
filogenéticas foram conduzidas no software MEGA X. Barra representa 1 substituicao
por posi¢des de 100 nucleotideos.

Aves foram capturadas em trés niveis de altitude, sendo uma categoria <1000
metros, uma de 1500 metros e outra de 2000 metros. Das 38 amostras sequenciadas, seis
linhagens de Haemoproteus sp. foram obtidas de aves capturadas abaixo de 1000 metros,
25 linhagens a 1500 m e sete linhagens a 2000 metros. A partir da distribuicdo de
frequéncia foi possivel observar que abaixo de 1000 metros, 66,7% das linhagens foram
de Haemoproteus nucleocentralis (n=4/6) e 33,3% delas foram as do clado A (n=2/6). Ja
na altura de 1500 metros foi possivel observar todas os clados encontrados neste estudo,
sendo 32% pertencentes ao clado A (n=8/25), 8% do grupo Haemoproteus
erythrogravidus (n=2/4), 16% do clado C (n=4/25), 32% do grupo H. nucleocentralis
(Clado D), (n=8/25) e 4% dogrupo Haemoproteus paraortalidum (Clado E) (n=1/25). Os
outros 8% sdo referentes a duas sequencias de uma nova espécie que no momento da
redacdo desta dissertacdo estavam em processo de publicacdo (Clado F) (JARDIM,
2022). E por fim, na altitude de 2000 metros foi possivel observar que das linhagens
encontradas, 28,6% eram pertencentes ao clado de H. erythrogravidus (n=2/7) 14,3% de
Haemoproteus nucleocentralis (n=1/7) e 57,8% de Haemoproteus paraortalidum

(n=4/7). Vale ressaltar que as amostras que formaram o clado C sé foram encontradas em
1500 metros de altitude (Figura 12).

36



28.6% Haemoproteus erythrogravidus (n=2/7)
2000 metros 14,3% Haemoproteus nucleocentralis (n=1/7)
57,8% Haemoproteus paraortalidum (n=4/7)

32% Clado A (n=8/25)
8% Haemoproteus erythrogravidus (n=2/4)
1500 metros " 16% Clado C (n=4/25)
32% Haemoproteus nucleocentralis (n=8/25)
4% Haemoproteus paraortalidum (n=1/25).
*** 8% nova espécie (JARDIM, 2022).
<1000 metros

Haemoproteus nucleocentralis 66,7% (n=4/6)
Clado A 33,3% (n=2/6)

Figura 12: Estratificacdo altitudinal das linhagens de Haemoproteus spp. encontradas

em aves selvagens nos Parques Nacionais de ltatiaia, a Serra dos Orgdos e Caparad da
mata atlantica dos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais.

Referente as espécies hospedeiras, foi possivel observar uma preferéncia de pela
espécie Zonotrichia capensis por 100% das linhagens de Haemoproteus erythrogravidus
(n=4/4). No clado A foi possivel evidenciar as seguintes espécies: 10% Basileuterus
culicivorus (n=1/10), 10% Myiobius atricaudus (n=1/10), 10% Rhopias gularis (n=1/10),
10% Tachyphonus coronatus (n=1/10); 20% Tangara desmaresti (n=2/10); 20% Tangara
ornata (n=2/10); 10% Tangara seledon (n=1/10), 10% Turdus rufiventris (n=1/10). Ja no
Clado C, 25% das espécies encontradas eram Pachyramphus castaneus (n=1/4), outros
25% de Platyrinchus mystaceus (n=1/4) e 50% Trichothraupis melanops (n=2/4). No
caso do grupo de Haemoproteus nucleocentralis, a distribuicdo de espécies foi de 7,7%
de Chiroxiphia caudata (n=1/13), 7,7% de Drymophila ochropyga (n=1/13), 7,7% de
Hylophilus poicilotis (n=1/13), 7,7% de Lathrotriccus euleri (n=1/13), 7,7% de
Pyriglena leucoptera (n=1/13), 23,1% de Tangara desmaresti (n=3/13), 7,7% de
Tangara seledon (n=1/13), 7,7% de Troglodytes musculus (n=1/13), 7,7% de Turdus
rufiventris (n=1/13) e 7,7% de Zonotrichia capensis (n=1/13). E por fim o grupo de

Haemoproteus paraortalidum foi composto por 40% de Zonotrichia capensis (n=2/5),
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20% de Penelope obscura (n=1/5), 20% de Leucochloris albicollis (n=1/5) e 20% de

Hemitricus diops (n=1/5).

A distribuicdo entre as areas de conservacfes amostradas ocorreu da seguinte

maneira, 14 delas foram do Parque Nacional de Itatiaia, 14 do Parque Nacional do
Caparad e 10 do Parque Nacional da Serra dos Orgdos. A distribuicdo detalhada pode ser

visualizada na tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo das linhagens de Haemoproteus nos locais de coleta

Haemoproteus

erythrogravidus

Haemoproteus

sp. nov.

Haemoproteus
sp. Clado C

Haemoproteus Haemoproteus
sp. Clado A

Haemoproteus

nucleocentralis paraortalidum

Parque

Nacional da

Serra dos 0%

Orgaos
Parque

Nacional de 0%
Itatiaia
Parque

Nacionaldo  100% (n=4/4)

Caparad

50% (n=1/2)

50% (n=1/2)

0%

30.8% (n=4/13) 0% 30% (n=3/10)  50% (n=2/4)

23.1% (n=3/13) 80% (n=4/5) 50% (n=5/10)  25% (n=1/4)

46.2% (n=6/13) 20% (n=1/5) 20% (n=2/10)  25% (n=1/4)
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3.4 DISCUSSAO

O presente estudo foi possivel evidenciar uma prevaléncia geral de 23,89% de
Plasmodium spp. / Haemoproteus spp. (n=14/586) quando associamos dois métodos de
diagndstico, a microscopia Optica e a PCR. Diversos estudos corroboram que a
prevaléncia estimada destes parasitos se mostrou maior quando as duas técnicas foram
utilizadas de forma conjunta e néo isoladas (GARAMSZEGlI, 2010).

No bioma Mata Atlantica, Sebaio et al. (2010) analisou esfregagos sanguineos de
436 aves a fim de verificar se a prevaléncia de hemoparasitos nestes animais estaria
relacionada a fragmentacdo do habitat. Os autores encontraram uma prevaléncia de 12,4%
de hemosporideos.

Fecchio e colaboradores 2017, coletaram 2.661 amostras no bioma amazonico e
obtiveram prevaléncia de apenas 2,4%. No cerrado, Fecchio (2011) encontraram
prevaléncia de 10,8% para Haemoproteus e 3,6% para Plasmodium. Apesar de varios

trabalhos desenvolvidos no bioma Mata Atlantica, as areas de maior altitude ainda sdo
insuficientemente exploradas.

Rodriguez-Hernandez et al. (2021) avaliam a distribuicdo de hemosporideos em
diferentes niveis de altitude, obtendo prevaléncia geral de 32,3%. Neste estudo realizado
no Mexico, as areas de coleta variaram de locais a nivel do mar até 2800 metros de
altitude. Em resumo, os resultados obtidos por Santiago-Alarcon e Marzal (2020)
sugerem que parasitos do género Haemoproteus estdo amplamente distribuidos e que os
habitats de altitude média a elevada com temperaturas mais frias proporcionam condicoes
ambientais adequadas para esses parasitos.

De forma geral, nos nossos resultados, a gPCR foi mais sensivel quando comparada
a analise de esfregaco, sendo capaz de detectar mais amostras positivas. Valkilinas e
colaboradores, 2008 destacam o fato de que os exames de esfregacos de sangue muitas
vezes subestimam a prevaléncia da infeccédo, sobretudo quando a intensidade da infeccéo
é baixa sendo a PCR nestes casos, mais sensivel. Além de disso, outros estudos
demostram a sensibilidade das andlises moleculares. (RICHARD et al. 2002;
WALDENSTROM et al. 2004; GARAMSZEGI 2010). Nossos resultados corroboram

com os demonstrados por estes autores.

39



Apesar da popularizacdo do uso da PCR em tempo real em vérias areas, sua
aplicacdo para hemosporideos aviarios ainda esta restrita a determinacao de parasitemia.
(BENTZ, 2006; ZEHTINDJIEV, 2008; KNOWLES, 2011). Friedl, e Groscurth, 2012
relata que seu uso ainda é pouco explorado como ferramenta de triagem em larga escala
para DNA de hemosporideos em amostras de sangue de aves. A pesquisa desenvolvida
por Bell e colaboradores (2015) foi responsével por desenvolver uma nova reacdo de
gPCR capaz de detectar trés géneros de hemosporideos (Plasmodium, Haemoproteus e
Leucocytozoon), mesmo em amostras com coinfecgdo. Além disso, também se mostrou
tdo efetiva quanto os protocolos de PCR e nPCR ja amplamente utilizados na deteccéo
destes parasitos. Como neste estudo somente utilizamos a nPCR para confirmacdo das
positivas na triagem da qPCR ndo foi possivel avaliar se ha diferenca entre as duas

técnicas.

Em contrapartida, outros autores relatam que a PCR pode gerar falsos negativos
especialmente em aves com baixa parasitemia e em casos de coinfeccOes, reforcando a
necessidade de também realizar um exame microscopico (VALKIUNAS et al. 2006,
2009b, MARTINEZ et al. 2009, ZEHTINDJIEV et al. 201 1). No estudo de Valkitinas e
colaboradores (2009a), o exame microscopico foi mais sensivel do que a PCR para a
deteccdo de coinfeccBes. Outros autores também destacaram a concordancia na
prevaléncia deinfecgdo entre anélises moleculares e morfoldgicas (PERKINSe SCHALL
2002, KRIZANAUSKIENE et al. 2006, 2010, HELLGREN et al. 2007, PALINAUSKAS
et al. 2007, VALKIUNAS et al. 2008, 2009a, 2014, BRAGA et al. 2011).

Um dado interessante é que algumas amostras foram positivas no esfregaco
sanguineo, no entendo negativas na gQPCR. No estudo de Tostes et al. (2015), também
houve amostras positivas na microscopia, mas negativas na PCR. Onde atribuiram essa
negatividade ao fato de que as heméacias de aves serem nucleadas e por consequéncia as
amostras extraidas destes animais geram maior concentracdo de DNA, podendo inibir a
PCR gerando falsos negativos. Esses achados corroboram com o0s descritos por
Palinauskas et al. (2013b). Porém, em nossas andlises, fizemos a padronizacdo da
concentracdo de DNA das amostras em 60ng/ul e acredita-se que a negatividade na PCR
ndo tenha sido causada pelo excesso de material genético. Além desses, outros estudos
também apresentaram resultados similares em suas pesquisas (BEADELL et al., 2004;
VALKIUNAS et al., 2006; CANNELL et al., 2013). Entretanto, este ndo pareceu ser o
caso em nosso estudo, ja que nossas amostras foram extraidas com qualidade excelente e

guardadas de maneira adequada. SO sendo retiradas no freezer na hora de pipetar elas na
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reacdo e jaeram guardadas, além disso, as amostras foram armazenadas em cartdes FTA®
e s extraidas pouco antes das analises de PCR serem iniciadas. Outro ponto importante
levantado por Valkiunas et al. (2006) € o fato de que infecgdes mistas podem acabar

resultando na amplificagdo preferencial do DNA do parasito com maior nivel de
parasitemia.

As nossas amostras que foram negativas na gPCR e positivas no exame
microscopico, foram submetidas a alguns testes utilizando diferente concentracGes de
DNA das aves na nPCR. Ao todo foram conduzidos trés testes e com exce¢do de duas

amostras, todas se mostram positivas quando aumentamos a quantidadede DNA utilizado
para 4ul. Acredita-se que neste caso pode ser por conta da baixa parasitemia.

Ademais, acredita-se que haja grande variabilidade genética em hemosporideos nas
areas de montanhas da Mata Atlantica e que os primers utilizados na gPCR nestes estudos
talvez ndo tenham sido capazes amplificar essas linhagens ainda desconhecidas pela
comunidade cientifica. Dito isso, ¢ de suma importancia que utilizem primers que

amplifiquem regiGes de diferentes genes € necessaria, porque um unico gene pode ser
insuficiente para o diagnostico.

As linhagens agrupadas no Clado A, este composto por 10 amostras. Sedano-Cruz
et al. (2019) fizeram um estudo na Ilha de Gorgona na Colémbia envolvendo a
variabilidade genética de hemoparasitos na ilha. Com niveis diferentesde identidade, as
linhagens encontradas no presente estudo (BASCULO1, TURRUF01, TANORNOL,
TANSELO02, TACCORO01, MYOATRO01, TANDESO4, TANDESO5) obtiveram maior
proximidade a sequéncia MF990727.1 depositada no GenBank. Com TACCORO1,
MYOATRO01, TANDESO04 apresentando maior porcentagem de 99,80% de identidade. A
linhagem TANORNO2 apresentou 99.58% de identidade com a sequéncia MT724554
depositada por Fecchio et al. (2021). E a linhagem RHOGULO01 apresentou percentual de
identidade de 100% com a linhagem MT724554 descrita por estes autores. Porém as

linhagens agrupadas neste clado parecem ainda ndo estar associadas a nenhuma
morfoespécie caracterizada.

As linhagens agrupadas no clado B formaram um grupo irm@o com as linhagens do
clado A. Em estudo desenvolvido por Mantilla e colaboradores em 2016, foi descoberta
de uma nova espécie de Haemoproteus na Mata Atlantica intimamente relacionado a
Haemoproteus coatneyi. Neste estudo, vérias espécies de aves foram coletadas no

Equador e na Coldbmbia, porém esta nova espécie chamada de Haemoproteus

41



erythrogravidus, so foi observada na espécie Zonotrichia capensis. Este estudo corrobora
com os achados do presente estudo, jA que s6 conseguimos observar presenca de H.
erythrogravidus na espécie Z. capensis. Das quatro linhagens encontradas, todas elas

foram oriundas de deste espécies, ndo sendo encontradas em nenhuma outra.

Marzal et al. (2015) avaliaram que este parasito também esta distribuido em outras
populacbes de Z. capensis no Peru. Por conta da similaridade morfoldgica entre H.
coatneyi e a entdo nova espécie H. erythrogravidus, acreditava-se que as linhagens
encontradas em seus estudos eram pertencentes a espécie mais consolidada. Jones e
colaboradores 2013, avaliaram a presenca de hemosporideos em diferentes niveis de
altitude do Peru, demonstrando positividade para hemosporideos em altitudes de até
<4000 metros acima do nivel do mar. Os autores relatam um pico de infecéo no transecto
de 2000 metros. Nossos achados mostraram que das quatro aves parasitadas por H.
erythrogravidus, duas foram capturadas a 1500 metros e duasa 2000 metros de altitude,

sendo um resultado bastante similar ao encontrado por Marzal et al (2015).

Clado C foi composto por 4 sequéncias, tendo como grupo mais préximo o grupo
de Haemoproteus zosteropis. As sequéncias TRIMEL02, PLAMYS01, TRIMELO1
apresentaram 98,39%, 98,99% e 98,05% de identidade, respectivamente, com a sequéncia
GU252004 descrita por WALSTROM e OUTLAW (2016). Ja a PACCASO1 apresentou
99,12% de percentual de identidade com a sequéncia KU364576.1 depositada no
Genbank por. Neste estudo o autor relata que esta sequéncia esta intimamente relacionada
a espécie Haemoproteus tartakovskyi e formaum clado mais generalista. Até o momento
as linhagens agrupadas neste clado também ndo foram associadas a nenhuma

morfoespécie.

O clado D foi composto de 13 amostras que se alinharam intimamente ao grupo de
Haemoproteus nucleocentralis, essa espécie foi descrita por Anjos e colaboradores, 2021.
Neste estudo, a nova espécie de Haemoproteus foi descrita em Tangara desmaresti do
Parque Estadual da Serra do Mar, no estado de Séo Paulo. Até o momento da redagdo
desta dissertacdo, de acordo com as informagbes presentes no banco de dados MalAvi
(acessado em outubro de 2023), esse é o0 Unico relato de ocorréncia desta espécie a nivel
mundial. Em nossa pesquisa, trés parques nacionais diferentes foram amostrados, e no
Parque Nacional da Serra dos Orgéos foram encontrados 4 individuos parasitados por
Haemoproteus nucleocentralis, todos pertenciam a espécie T. desmaresti. Levando
somente este parque em consideracdo neste estudo, poderiamos sugerir a possibilidade
desta espécie de parasito ser especifica a essa espécie. Porém, quando analisamos 0s
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outros locais amostrados, outras espécies de passeriformes também apresentaram
linhagens que se agruparam no mesmo clado. No Parque Nacional de Itatiaia s6 foram
sequenciadas 3 amostras e nenhuma delas era pertencente a espécie encontrada por Anjos
(2021). As amostras oriundas do Parque Nacional do Caparad, seguiram 0 mesmo padréo
de Itatiaia, dentre as seis linhagens que se agruparam ao clado de H. nucleocentralis,
nenhuma das espécies era T. desmaresti. Ainda ndo se tem conhecimento cientifico
disponivel na literatura para afirmar se essa nova espécie de hemosporideo esta
amplamente distribuida ou ndo. Neste clado a maioria das sequéncias obteve percentual
de identidade com sequéncias MT724554.1 depositada por Fecchio et al. (2021) e
MF990727.1 depositada por Sedano-Cruz et al. (2019).

Clado E foi composto por Haemoproteus paraortalidum, uma linhagem
relativamente nova descrita por Ferreira-Junior et al. (2018a) em Aburria jacutinga cativa
do CRAX - Sociedade de Pesquisa da Fauna Silvestre em Contagem, MG. Os autores
relatam ainda que esta mesma sequéncia ja havia sido encontrada por MOTTA et al.
(2013), neste mesmo local e na mesma espécie. Alem de ter sido detectada por Lacorte et
al. (2013) em dois individuos de Tolmomyias flaviventris amostrados na cidade de
Aracruz (ES). Em nosso estudo, foi encontrado um individuo parasitado por
Haemoproteus paraortalidum, este pertencente também integrante daOrdem Galliformes
e familia Cracidae (FERREIRA-JUNIOR et al. 2018a) contudo a espécie amostrada aqui
foi Penelope obscura. Sendo esse o primeiro relato de ocorréncia desta em territorio
nacional. A linhagem que esta intimamente ligada a H. paraortalidum é adeH. ortalidum,
esta Ultima a Unica espécie de Haemoproteus relatada parasitando cracideos sendo
caracterizada a nivel morfolégico e molecular por Chagas et al. (2017). Estudo
desenvolvido por Freitas et al. (2023) encontrou presenga tanto de H. paraortalidum
quanto de H. ortalidum numa subespécie de Penelope obscura e estes achados
corroboram os achados de Chagas et al. (2017). Na Amaz6nia peruana em estudo
envolvendo aves terrestres, Gonzalez-Olvera et al 2022 encontrou sequéncias

correspondentes a H. paraortalidum e H. ortalidum.

Além da espécie de cracideo amostrada em nosso estudo, também observamos
ocorréncia de H. paraortalidum em outras espécies, Leucochloris albicollis, Zonotrichia
capensis e Hemitricus diops, estas ainda sem relatos de ocorréncia na literatura

disponivel. Sendo este o Unico relato presente na literatura em territorio nacional.

Nossas sequéncias LEUALBO1 e HEMDIOOQ1 apresentaram percentual de
identidade de 99,37% com a sequéncia de H. paraortalidum encontrado por Ferreira-
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Junior et al. (2018a) e a encontrada por Lacorte et al. (2013). Ja a PENOBSO01 apresentou
99,16%, a ZONCAPOG apresentou de tendo 99,58%, ZONCAPQ7 contou com 99,79%
sendo este 0 maior percentual de encontrado para esse clado.

No clado F se encontram duas amostras que néo serdo discutidas nesta dissertacao,
pois estdo em processo de publicacdo (JARDIM, 2022).

Levando em consideracdo as altitudes de nossas amostras foram coletadas e 0s
dados fornecidos pela construcéo da arvore filogenética, foi possivel perceber uma certa
tendéncia de algumas espécies. Um fato interessante a ser salientado é que as linhagens
que se agruparam no clado C, s6 estavam presentes a 1500 metros de altitude, ndo sendo
encontradas em nenhuma outra altitude amostrada no presente estudo. E foi nessa altitude
que houve maior diversidade genética de Haemoproteus spp, encontramos representantes

de todos os clado mencionados neste estudo.

Esses achados podem estar relacionados com a distribuicdo dosvetores (Valkiunas,
2005) relatam que existe uma faixa de gradiente de distribuicdo de vetores de
hemosporideos e com isso amostragem em diferentes niveis de altitude podem favorecer
a deteccdo destes parasitos. Rooyen et al. (2013) relatam que a prevaléncia de
Haemoproteus vai aumento de acordo com a elevacdo do relevo, mas tende a diminuir a
niveis maiores que 2000 metros. DOUSSANG et al. (2019) relatam que a prevaléncia de
Plasmodium aumentou em altitudes mais baixas, enquanto a prevaléncia de
Haemoproteus aumentou em altitudes mais elevadas.

Clark et al. (2014) demonstrou que houve uma tendéncia para 0s hotspots
continentais de diversidade aviaria terem estimativas mais altas de riqueza de linhagem
em comparagdo com 0s nao-hotspots aviarios e areas oceédnicas para Haemoproteus spp.
Corroborando com nossos achados, onde houve uma grande variabilidade de linhagens
para a espécie.

Gonzélez-Quevedo et al. (2016) encontraram prevaléncias mais altas de
Haemoproteus em altitudes mais elevadas com temperaturas mais frias. No total, os
resultados sugerem que o0s parasitos Haemoproteus estdo amplamente distribuidos
(SANTIAGO-ALARCON e MARZAL, 2020) e que os habitats de altitude média e

elevada com temperaturas mais frias proporcionam condic¢Ges ambientais adequadas para
0 ciclo de vida desses parasitos.

44



35 CONCLUSAO

O presente estudo forneceu conhecimento acerca da diversidade genética de
Haemoproteus sp. em aves selvagens de areas de diferentes unidades de conservacéo na
Mata Atléntica da regido sudeste do Brasil. Através desse, foi possivel evidenciar a
presenca de novas linhagens algumas j& descritas a nivel de espécie e outras que ainda
ndo foram relacionadas a nenhuma morfoespécie conhecida. Algumas das linhagens
encontradas neste estudo foram encontradas em espécies de aves diferentes daquelas que

0 parasito foi inicialmente descrito.
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CAPITULOII

4. PADRONIZACAO DE UM PROTOCOLO DE EXTRACAO
DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGUE
ARMAZENADO EM CARTOES FTA®
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RESUMO

SILVA, Nelson Meireles. Padronizacdo de um protocolo de extracdo de DNA
gendmico a partir de sangue armazenado em cartdes FTA®. Capitulo | Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

O cartdo FTA®é uma matriz de celulose impregnadacomum agente caotrépicousado para coletar
amostras bioldgicas e permite coletar amostras sem refrigeracdo durante o transporte. Diversos
protocolos e Kits estdo disponiveis para extragdo de DNA, mas a qualidade do DNA isolado
influencia diretamente os resultados da pesquisa subsequente. A selegdo de um método de
extragdo de DNA ideal deve levarem conta fatores como sensibilidade, consisténcia, rapidez e
facilidade de execugdo. A literatura carece de evidéncias suficientes para apoiar a escolha de um
método especifico para extrair DNA de amostras de sangue total de aves. Foram realizados testes
de padronizacéao de extracdo de DNA a partir dos cartdes FTA®. Sangue de Codorna doméstica
(Coturnix coturnix coturnix) foi coletado e 3uL desse foram adicionados a cartbes FTA®
previamente cortados com punchs estéreis de 3mm. Foram testados 5 protocolos diferentes, cada
um com 15 replicatas. Foram eles o Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen), PureLink® Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen), Salting Out, Hotshot e Fenol-cloroférmio. A partir de cada extracdo
foi realizada a quantificacéo e verificacdo da qualidade do material genético extraido, utilizando
aparelhoscomo o Nanodrop® e Qubit® e eletroforese em gel de agarose. No Nanodrop, o Kit da
Qiagen apresentou médiade 84,05 ng/uL e valores de AD ;501260 € AD 2601230 tiveram média de
1,88 e 2,06 respectivamente. JAno Qubit 2.0 a média foi de 42,15 ng/pL. O kit da Invitrogen
dispds de 89,19 ng/uL de média e média dos valores de AD 25260 € AD 260230 foram 1,90 e 2,43,
respectivamente, j& no Qubit foi de 73,25 ng/pl. No método HotShot sé foi possivel quantificar
atravésda fluorimetria (Qubit2.0), tendomédiade 6,48 ng/uL. Saltingout teve como média 33,35
ng/uL no Nanodrop, enquanto 0s valores AD ;50260 € AD 2601230 tiveram média de 1,99 e 1,62 e no
Qubita média foide 18,31 ng/uL. O Fenol-cloroférmio obteve de média 6,06 ng/uL de DNA e
os valores de AD ;50160 € AD 260123 fOram 5,67 e 1,49, respectivamente. No Qubit a média foi de
4,43 ng/uL. Na eletroforese, todas os métodos apresentaram bandas de integras e sem arraste,
com excecdo do método de HotShot onde néo foi possivel visualizar material genético. As
amostras extraidas protocolo do Kit Comercial “PureLink Genomic DNA Mini” apresentaram
caracteristicas visivelmente melhoresquantoaos parametros avaliados comparada comas demais,
obtendo entdo melhor resultado e maior eficiéncia, porém no teste de inibigdo houve um destaque
para o kit da Invitrogen e do método de Salting out pois ambos apresentaram médias de Cq mais
baixa (p-valor 0,0568). Porém o Kit apresentou menor valor de desvio padrdo, sendo entio o
protocolo indicado nesse estudo, podendo ser utilizado parareacgdes posteriores como a PCR As
amostras extraidas protocolo do Kit Comercial “PureLink Genomic DNA Mini” apresentaram
pureza, concentracéo e integridade do DNA gendmico de aves visivelmente melhores quanto
comparado com os demais métodos, obtendo entdo melhor resultado e maior eficié ncia, sendo,
portanto, o protocolo indicado nesse estudo. Este estudo fornece base cientifica paraa extragdo
de DNA gendmico de alta qualidade a partir de quantidades tdo pequenas quanto 3 pL de sangue
de aves, quando as amostras sdo armazenadas em cartdes FTA®.

Palavras-chave: material genético, kit comercial
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ABSTRACT

SILVA, Nelson Meireles. Standardization of a protocol for genomic DNA extraction
from blood stored on FTA® cards. Chapiter 1. 2023. Thesis (Master’s degree in
Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

The FTA® card is a matrix of cellulose impregnated with a chaotropic agent used for collecting
biological samples, allowing for sample collectionwithout refrigerationduring transport. Various
protocols and kits are available, but the quality of the isolated DNA directly influences the results
of subsequentresearch. The selection of an ideal DNA extraction method should take into account
factors such as sensitivity, consistency, speed, and ease of execution. The literature lacks
sufficient evidence to support the choice of a specific method for extracting DNA from whole
bird blood samples. Standardization tests for DNA extraction from FTA® cards were performed.
Domestic Quail (Coturnix coturnix coturnix) blood was collected, and 3L of it were added to
FTA® cards that had been previously cut with sterile 3mm punches. Five different protocols were
tested, each with 15 replicates, including the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), PureLink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), Salting Out, Hotshot, and Phenol-Chloroform methods.
After each extraction, quantification and verification of the quality of the extracted genetic
material were performed using instruments such as Nanodrop® and Qubit®, as well as agarose gel
electrophoresis. In the Nanodrop, the Qiagen kit had an average of 84.05 ng/ul, with average
valuesof AD 280/260and AD 260/230at 1.88and 2.06, respectively. In the Qubit 2.0, the average
was 42.15 ng/ul. The Invitrogen kit had an average of 89.19 ng/ul, with average values of AD
280/260and AD 260/230at1.90and2.43, respectively. In the Qubit, theaverage was 73.25ng/ul.
The HotShot method could only be quantified using fluorimetry (Qubit 2.0), with an average of
6.48. Salting Out had an average of 33.35 ng/ul in the Nanodrop, with AD 280/260 and AD
260/230 values averaging 1.99 and 1.62, and an average of 18.31 ng/ul in the Qubit. Phenol-
Chloroformyielded an average of 6.06 ng/pl of DNA, with AD 280/260 and AD 260/230 values
of 5.67 and 1.49, respectively. In the Qubit, the average was 4.43 ng/ul. Inthe electrophoresis, all
methods showed high-quality bands, except for the HotShot method, where genetic material was
not visible. The samples extracted using the Commercial Kit "PureLink Genomic DNA Mini"
protocol exhibited visibly better characteristics regarding the evaluated parameters compared to
the others, thus achieving better results and greater efficiency. However, in the prevention test,
the Invitrogen kit and the Salting out method stood out as both had lower Cq averages (p -value
0.0568). Yet, the kit presented a lower standard deviation value, making it the protocol indicated
in this study and can be used for subsequent reactionssuch as PCR. Therefore, this protocol is
recommended in this study and can be used for subsequent reactions such as PCR. This study
provides a scientific basis for the extraction of high-quality genomic DNA from quantities as
smallas 3 pL of bird bloodwhen samplesare stored on FTA® cards. This s particularly beneficial
for avian research, given the significant variation in sizes and weights among species. In
conclusion, protocol standardization plays a crucial role in molecular biology since efficient
extraction of genetic material is essential for the success of subsequent analyses.

Keywords: genetic material, molecular diagnosis,
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41 INTRODUCAO

Na coleta de sangue de aves, surgem desafios adicionais devido ao tamanho
reduzido desses animais e, consequentemente, ao volume sanguineo limitado. A
quantidade de sangue a ser coletada esta diretamente relacionada ao tamanho e peso da
ave, assim como asua condicao geral de satde, conforme destacado por LUMEIJ (1997).
Emrelacdo a maioria das espécies de aves, considera-se seguro realizar a coleta de sangue
correspondente a aproximadamente 1% ou 2% do peso corporal (CAMPBELL e ELLIS
2007).

Os métodos de extracdo de DNA seguem alguns procedimentos comuns com o
objetivo de alcancar a efetiva ruptura das células, desnaturacdo dos complexos
nucleoproteicos, inativacdo de nucleases e outras enzimas, remogdo de contaminantes
biologicos e quimicos e, por fim, precipitacdo do DNA. (TAN et al, 2009). Muitos
protocolos foram publicados com relagdo ao isolamento de DNA a partir do sangue
(ANGELINI et al, 2002; ALBARINO, 1994, PARZER, 1994; ROBBINS et al 1995,
RUDBECK, 1998). Alguns desses protocolos aplicaram enzimas e solventes organicos
para obter DNA de alta qualidade, livre de inibidores de PCR, engquanto outros, incluindo
procedimentos de precipitagdo salina, visaram obter rendimentos de DNA mais elevados
(CASTELLA et al, 2006; CATTANEO et al, 2007). Assim, alguns protocolos sdo
dispendiosos e consomem tempo, (NASIRI, 2005) enquanto outros comprometem a
qualidade do DNA (EL BALI et al, 2014; CHACON-CORTES et al 2012; SANTOS et
al, 2010).

Os cartdes FTA sdo matrizes de filtro tratadas quimicamente para extracdo e
armazenamento de DNA (AYEetal., 2011; LANGE etal., 2014; LIANG et al., 2014). O
cartdo FTA tem sido utilizado para a extragdo rotineira de acido nucleico a partir de
sangue total, células vegetais, células de cultura de tecidos e microrganismos. Ele
imobiliza 0o DNA para produzir uma estrutura semelhante a uma teia ao redordas matrizes
de filtro e protege 0 DNA da oxidacdo, nucleases, danos causados pela radiacdo UV ou
contaminagdo microbiana (BECKETT et al., 2008). Os detritos celulares, inibidores e
produtos quimicos estabilizadores podem ser facilmente lavados com um tampédo de
lavagem (GOLDSBOROUGH e FOX, 2006). O DNA pode ser armazenado na forma de
manchas secas de sangue total por pelo menos 7,5 anos em temperatura ambiente,
eliminando assim a necessidade de equipamento de centrifugacdo e refrigeracéo

(PEZZOLI et al., 2007). Portanto, com a técnica simples de armazenamento, o cartdo
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FTA pode ser enviado para os laboratérios para analise subsequente por meio de servigo

postal regular, tornando-os uma ferramenta muito atraente para a coleta de amostras nos
trabalhos a campo (LANGE et al., 2014; LIANG et al., 2014).

Saber a quantidade e a qualidade do DNA extraido é requisito para alcancar o nivel
desejado de reprodutibilidade, precisdo e eficiéncia de muitas das técnicas utilizadas na
biologia molecular. Como diretriz pratica, preparacdes de DNA com uma razdo
(A260/A280) entre 1.7 e 2.0. Na quantificacdo de DNA em eletroforese em gel de
agarose, as amostras de boa qualidade formam bandas integras, enquanto amostras
degradadas ou com presenca de moléculas de RNA apresentam rastros ao longo do gel.
A quantificacdo e feita pela comparacdo entre a intensidade da banda das amostras

extraidas e o marcador de massa molecular (Ladder) (LEI, 2012).

A padronizagdo assegura que os procedimentos sejam realizados de maneira
uniforme, minimizando a variabilidade entre diferentes laboratérios e experimentadores.
Isso € crucial para permitir comparagdes precisas entre estudose replicacdo deresultados.
Protocolos padronizados reduzem o tempo e 0S recursos necessarios para otimizar
constantemente os métodos de extracdo. Uma vez estabelecido um protocolo eficiente, o
trabalho subsequente pode ser executado de maneira mais eficaz. Em resumo, a
padronizacdo da extracdo de DNA é uma prética essencial para a pesquisa cientifica,
promovendo consisténcia, reprodutibilidade e qualidade dos resultados. Dessa forma, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a concentracdo, pureza e integridade do DNA
obtido a partir do sangue coletado de aves selvagens em FTA © Card através dos métodos
de Fenol Cloroférmio, Hotshot, Salting Out, DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen®) e

PureLink Genomic DNA mini Kit (Invitrogen®)
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42 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Autorizacdo para coleta de material bioldgico

As autorizacdes e licengas necessarias para a coleta e processamento das amostras
foram obtidas junto aos 6rgdos responsaveis, avaliados e aprovados pelos Comités de
Etica em Experimentagdo Animal (CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro (protocolo n° 4863180222) e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo sobre
Biodiversidade (SISBIO) (n° 68906-1/2020).

4.2.2 Amostragem

Para que a escolha do protocolo de extracdo fosse mais fidedigna a natureza das
amostras, foram feitos testes de padronizacdo de extracdo de DNA a partir dos cartdes de
FTA®. Para esta padronizacdo, foi coletado sangue de Coturnix coturnix coturnix
(Codorna doméstica) através da puncdo da veia cefalica e 3uL deste sangue foram
adicionados a cartdes de FTA® previamente cortados com auxilio de punchs estéreis de
3mm (Figura 1). Ao todo, 75 cartes foram impregnados com o sague daave, sendo 15
deles para cada método de extracdo de DNA. Ao todo foram testados cinco protocolos
diferentes, sendo dois Kkits comerciais e trés métodos manuais. Dentre os métodos
escolhidos para extracdo de DNA estdo, o Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen),
PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), Salting Out, Hotshot e Fenol-

Cloroférmio.
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Punch de
3mm

Figura 13: llustracdo dofluxo de atividadesfeitos para se realizar a padronizacéo (Fonte:

Elaborado pelo autor pelo Biorender®).

4.2.3 Processamento inicial

Um ponto importante para a padronizacao, antes de cada protocolo, as amostras
foram preparadas da mesma maneira, elas foram submetidas a um processamento inicial
em um disruptor de células e tecidos — L-BEADER 6 (Loccus, Sdo Paulo). As amostras
foram acondicionadas em tubos de rosca de 2 mL junto com trés beads de aco inoxidavel
e acrescidas de 200 puL de Tampdo Fosfato Salino (PBS) e foram submetidas a 2 ciclos
de 1 minuto sob agitacdo de 3400 rpm para que os cartdes fosses dissolvidos e assim
pudessem ser transferidos para um novo tubo de 2,0 mL. Esse processo foi realizado para
diminuir o tempo de incubacdo das amostras e para descartar a necessidade de se fazer

incubacdo overnight.

4.2.4 Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen)

No novo tubo contendo o conteudo dos FTAs dissolvidos, foi pipetado 20 puL de
proteinase K (20mg/mL), junto com 200 pL da solu¢do Tampao AL. As amostras foram
bem homogeneizadas por vortex e entdo incubadas no termobloco sob agitacdo a 650rpm
e a 56°C por 1 hora e 30 minutos (aqui houve modificagdo no protocolo original que
sugere incubacdo de apenas 10 minutos). Terminado o tempo de incubacdo, foi
adicionado 200 pL de etanol gelado (100%) e as amostras foram novamente bem

homogeneizadas por vortex. As amostras foram entdo transferidas para as colunas
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DNeasy Mini colocada em um tubo de coletor de 2 mL. Feito isso, foram centrifugadas a
6000 x g durante 1 minuto e o tubo coletor foi descartado. As colunas foram colocadas
em um novo tubo coletor, foram adicionados 500 pL. do Tampao AWI1. Feito isso, as
amostras foram novamente centrifugadas a 6000 x g durante 1 minuto e o tubo coletor foi
descartado. As colunas foram colocadas em novo tubo coletor, adicionados 500 pL de
Tampdo AW?2 e centrifugadas por 3 minutos a 20.000 x g. Os tubos coletores foram
descartados e coluna transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, onde
o DNA extraido seria armazenado. O DNA foi eluido adicionando 30 pL. de tampao AE

ao centro da membrana da coluna, incubado durante 1 minuto a temperatura ambiente
(25°C) e entéo centrifugado por 3 minutos a 8.000 x g.

4.25 Kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen)

No tubo de 2mL, foram adicionados 20uL de Proteinase K (20mg/mL), e 20uL de
RNase A. As amostras foram homogeneizadas por inversao e incubadas em temperatura
ambiente por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 200uL de tampdo Genomic
Lysis/Binding, com posterior homogeneizacdo em vortex. Uma vez homogeneizadas, as
amostras foram incubadas no termobloco sob agitacdo a 650rpm e a temperatura de 56°C,
durante 1 hora e 30 minutos (Aqui também houve alteracdo no tempo de incubacao a fim
deser ter um resultado mais comparavel com o do outro kit). Feito isso, foram adicionados
200uL de etanol gelado (100%) e as amostras foram vortexadas até sua homogeneizacao.
O lisado foi entdo adicionado a coluna de silica contendo tubo coletor, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. O tubo coletor foi
descartado e as colunas foram adicionas em novos tubos coletores. O passo seguinte foi
adicionar 500uL dasolucdo Wash Buffer 1 (AW1), seguido de centrifugacdo a 10.000 x
g por 1 minuto a temperatura ambiente. Novamente o tubo coletor foi descartado e
adicionado um novo a coluna. Em seguida, foram adicionados 500uL da solugdo Wash
Buffer 2 (AW2), as amostras foram centrifugadas a 18.000 x g por 3 minutos a
temperatura ambiente, descartando o tubo coletor. A coluna foi entdo transferida para um
novo microtubo de 1,5 mL. Por dltimo foram adicionados 30 puL de Genomic Elution
Buffer, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugadas

a 18.000 x g por 3 minutos a temperatura ambiente.
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4.2.6 Salting Out

Em um microtubo de 2mL, foram adicionados200 pL dasolucédo de lise (400 mM
de NaCl; 20 mM de tris=HCI com pH 8; 10 mM acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), e Dodecil sulfato de sédio (SDS) 1%. Acrescido de 20 uL de proteinase k (150
mg/ml) a cadatudoe incubados durante 1 hora e 30 minutos em estufa a 60 °C. Terminado
0 periodo de incubacédo, foram adicionados 220 uL. de5 M de NaCl e as amostras foram
centrifugadas a 19.000 x g durante 20 minutos. Aproximadamente, 400 uL do
sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo de 1.5 mL, onde foi adicionado
0 mesmo volume de isopropanol em cadaum deles. As amostras foram incubadas a -20°C
durante 1 hora e depois centrifugadas por 20 minutos a 19.000 x g. Na sequéncia, 0
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol gelado 70%,
centrifugados por 5 min a 19.000 x g. O etanol foi descartado e os tubos foram invertidos
na bancada para secagem por aproximadamente 1 hora. Ap6s secagem, as amostras foram

eluidas com 30 uL de tampé&o de eluigéo.

4.2.7 HotSHOT

Foram adicionados 75 pL da solucdo de lise (25 mM NaOH; 0,2 mM EDTA; 40
mM tris—HCI pH 8) e incubadas a 95°C por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram
levadas ao freezer -20 °C por 5 minutos e entdo foram centrifugadasa 19.000 x g por 5
minutos. O contetdo foi transferido para um novo microtubo, onde foi adicionado 75 pl
da solucdo de neutralizacdo (40 uM tris-HCI pH 8). Vale ressaltar que este método de
extracdo ndo apresenta etapas de lavagem e o material genético fica pronto para ser

utilizado logo ap0s a etapa de neutralizacao.

4.2.8 Fenol-Cloroférmio
Protocolo retirado do site do fabricante dos cartdes FTA®

Em microtubo de 2 mL, foram adicionados 500 uL do tampao de extragdo (10 mM
de Tris-HCI pH 8.0; 10 mM EDTA pH 8.0; 100 mM de cloreto de sodio; e SDS 2%) e 20
uL de proteinase K (20mg/mL). Os microtubos foram vortexados até homogeneizar e
incubados a 56° por 1 hora e 30 minutos sob agitacdo a 650rpm. Em seguida, foi
adicionado o mesmo volume (870 pL) de fenol pH 8.0, levados ao vortex e centrifugados

por 10 minutos na velocidade méaxima em microcentrifuga 16.000 x g. O sobrenadante
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foi transferido para um novo tubo contendo 500 puL de cloroférmio, 0s tubos foram
vortexados vigorosamente e entdo centrifugados por 10 minutos sob velocidade maxima.
Na sequéncia, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo 50 uL de
acetato de sddioa 3 M e pH 5.2. Para precipitacdo do DNA foram adicionados 800 pL de
etanol 100%, vortexadas e as amostras foram deixadas no freezer a -20 °C durante 1 hora
e 30 minutos. A recuperacdo do DNA foi feita por centrifugacdo por 10 minutos na
velocidade méaxima e descartando o sobrenadante. A lavagem do pellet formado foi feita
com 1 mL deetanol 70% e centrifugadospor 10 minutos na velocidade maxima. Os tubos

foram invertidos na bancada para secagem do pellet e as amostras foram eluidas em 30
puL de TE.

4.2.9 Quantificacdo e avaliacdo de qualidade das amostras

Para determinar a concentracdo e a qualidade do DNA extraido, foram utilizadas
duas metodologias, a espectrofotometria e a fluorimetria. Através da espectrofotometria,
a concentracdo e qualidade das amostras foram analisadas utilizando o Nanodrop
(ThermoFisher) e as razfes entre as leituras das absorbancias 260/280nm também foram
obtidas. Apenas com uma ressalva que as amostras oriundas do método de HotShot néo
foram possiveis de serem quantificadas neste equipamento. J& atraves do método
fluorimétrico, a concentracdo do DNA foi determinada no equipamento Qubit 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) utilizando o kit Qubit dsDNA BR assay, seguindo as

recomendagdes do fabricante.

4.2.10 Eletroforese em gel de agarose

Com o objetivo de avaliar a integridade do DNA extraido por todos os métodos, 40
ng do DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%. A corrida do gel foi
realizada durante 60 minutos a 75 volts (5 V/cm). Subsequentemente, o gel foi corado
com brometo de etidio (0,4 mg/ml) e visualizado sob luz ultravioleta no
fotodocumentador E-Gel® Imager (Life Technology — ThermoFisher Scientific). Em
todos os géis foi adicionado 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). O DNA extraido por
todos os métodos foram submetidos as mesmas condicGes de eletroforese, coloracéo e

visualizagdo em transiluminador UV.
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4.2.11 Teste de inibicdo através da qPCR

O teste de inibicdo foi realizado adicionando ao qPCR um DNA exdgeno
proveniente da clonagem de Babesia vogeli, conforme descrito por Baneth et al. (2009).
Uma curva de diluicdo (5:1) foi construida utilizando DNA extraido de E. canis com uma
concentragdo de 60 ng/ul. O penultimo ponto de amplificacdo desta curva com uma
concentracdo de DNA de 7 x 10-3 ng/ul foi usado para realizar o teste de inibi¢do. Os
valores de quantificacdo dociclo (Cq) dosensaios de gPCR realizados com o DNA obtido
a partir dediferentes protocolos deextracdo foram comparados entre si. O ensaio de qPCR
foi realizado em um volume total de 12 pl, utilizando: 1x SYBR Green® Master Mix
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA), 0,5 mM do mix de iniciadores, 3 ul de DNA
exdgeno ¢ lul de DNA de codorna adicionado ao qPCR para avaliar a presenca de
inibidores na reacdo. As reacdes de qPCR foram realizadas no sistema de PCR em tempo
real StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As condigdes de
termociclagem utilizadas foram 95°C por 20 segundos para desnaturacéo inicial, 40 ciclos
a 95°C por 1 segundos e 60°C por 20 segundos. A linha de limiar foi padronizada entre
as placas de gPCR.

4.2.11.1 Criacdo do controle positivo de B. vogeli

Em uma padronizagdo de técnica de qPCR, é necessario ter abundancia de
controle positivo para realizar todas as rea¢fes de validacdo da técnica, e que ele seja
estavel, além de cada amostra ter uma quantidade de cdpias conhecida, calculada por um
meétodo que apresente uma margem de erro minima. Portanto, foi utilizado o método de
clonagem de um fragmento amplificado de DNA contendo o alvo de interesse com um
vetor plasmidial (Pgem®-T), inserido em uma linhagem de E. coli (DH5-alfa) em um
meio agar LB contendo ampicilina, X-Gal e IPTG para diferenciacdo das coldnias

positivas para o plasmideo modificado.

4.2.11.2 Obtencdo da amostra positiva para B. vogeli.

A amostra positiva para B. vogeli foi cedida gentilmente pela integrante da
equipe do laboratorio LABVET (UFRRJ) Dra. Agatha Xavier. A amostra havia sido
coletada de um animal com historico de infestacéo por carrapatos e queixa de inapeténcia,
prostracdo e urina escura, sendo observadas mucosas ictéricas no exame fisico e
constatada anemia grave ao realizar o hemograma do mesmo, assim como a visualizagado

direta do protozoario no esfregaco sanguineo. Uma aliquota de 200 ul da amostra de
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sangue foi submetida a extracdo de DNA utilizando o aparelho de extracdo automatica
Extracta®16 (Loccus do Brasil, Cotia, Sdo Paulo, Brasil), obtendo-se uma amostra de

DNA que foi entdo congelada a -20 ° C até o proximo passo.

4.2.11.3 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Todos os iniciadores foram desenhados manualmente através do alinhamento
das sequéncias do gene que codifica para a subunidade 18S do RNA ribossomal de B.
Vogeli (18S rRNA)no programa MEGA11®: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
version 11 (Tamura, Stecher, and Kumar 2021) obtidas pelo Genbank com os cédigos de
acesso AY371194.1, AY371195.1 e AY371196.1. Foram escolhidos trechos de 18 a 30
pares de base com um residuo de citosina ou guanidina na extremidade 3’ ¢ com a
temperatura de anelamento entre 55 e 60° C, e que ndo gerassem estruturas secundarias
nem se anelassem com eles mesmos ou com 0 seu par correspondente, sendo essas
caracteristicas analisadas atraves do programa Integrated DNA Technologies
OligoAnalyzer (RRID: SCR_001363).

4.2.11.4  Amplificagdo do gene de interesse

Os iniciadores para esta reacdo (Forward 3’-TTGCTGACCCCTTCAGG-5’ e
Reverse 3’-GGAAAAGCCACAGTCCG-5’) foram utilizados para amplificar um
fragmento de 636 pb do gene 18S rRNA de B. vogeli em uma reacdo de PCR
convencional com volume total de 25 pl, contendo 2,5 pL de Tampédo 10X Platinum®
Taq DNA Polymerase, 2,0 uL de cloreto de magnésio a 2,5 mM, 1 pL de dNTPsa 2,5
UM, 1,25 uL dasolucdo de trabalho contendo os dois primers a 10 pmol/uL, 0,2 uL de
Platinum® Taq DNA Polymerase 5 U/uL (Invitrogen, Life Techologies, Carlsbad,
California, USA), 16,05 pL de agua ultrapura para PCR e 2 pL da amostra de DNA. As
condicdes de termociclagem foram: pré-aquecimento a 94° C por cinco minutos, 40 ciclos
constituidos por trés etapas, a primeira de 94° C por um minuto, a segunda de 53° C por
um minuto e 15 segundos e a terceira de 72° C por um minuto e 30 segundos, seguidos

de uma etapa final de alongamento de sete minutos a 72° C.

4.2.11.5 Awvaliacdo e purificacdo do produto amplificado

Para avaliar a eficacia dareacdo, um volume de 5 pL do produto final de cada
amostra foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% utilizando um tampé&o de
corrida Tris-Acetato EDTA (TAE) (0,5X = 20 mM de Tris-base, 10 mM de acido acético;

57



0,5 mM de EDTA — pH 8) em voltagem constante de 5 V/cm durante 45 minutos. A
determinacdo dos tamanhos dos produtos foi feita através da comparagdo visual com
marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder, cddigo 13-4007-01, LGC tecnologia,
Sdo Paulo, Brasil). Os géis foram corados através de submersdo em brometo de etidio
(0,5 pg/mL) durante dez minutos, submergidos em agua durante 30 minutos, depois
observados e digitalmente registrados em transiluminador. O volume restante foi
purificado com o kit comercial Wizard SV Geland PCR Clean-Up System da Promega e

imediatamente utilizado na reacdo de ligacdo com o vetor Pgem®-T.

4.2.11.6 Clonagem em vetor plasmidial

O processo de clonagem com o kit PGem®-T Vector Systems (Promega,
Madison, Wisconsin, EUA) requer a amplificacdo de um fragmento de DNA contendo a
regido de interesse para a reacao a ser padronizada através de uma enzima que tenha agdo
de adenilacdo (adicdo de um residuo de adenosina mono fosfato, AMP) no fragmento
amplificado, como a Tag DNA Polimerase. Essa condigao existe pois o vetor linearizado
dokit possui umresiduo de timina livre em cada uma de suas extremidades, possibilitando
a ligagdo do inserto ao vetor na presencga da enzima T4 ligase.

A reacdo de ligacdo foi realizada utilizando o kit T4 DNA Ligase da Transgen
Biotech de acordo com as instrugfes do fabricante (anexo). A reagédo foi realizada em
duas etapas no termociclador. A primeira, durante trés horas a 15° C e a segunda a 4° C

até o dia seguinte.

4.2.11.7 Transformacdo de bactérias E. coli DH5-alfa

O produto da reacédo de ligacao foi utilizado em seguida para a transformacéo
de bactérias E. coli eletrocompetentes, sendo adicionados 2 ul da reacdo a 50 ul de um
concentrado de bactérias previamente produzido e armazenado em glicerol a -80° C. Essa
preparacdo foi pipetada em uma cubeta de eletroporacdo e colocada no aparelho de
eletroporacdo por micropulso da Bio-Rad®. Apos receber o pulso, adiciona-se a cubeta
800 ul de meio SOC decrescimento bacteriano, homogeneiza-se com uma pipeta de 1000
ul e aspira-se o contetdo, colocando-o rapidamente em um tubo falcon, que por sua vez

é colocado em um agitador a 37° C durante uma hora.
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4.2.11.8 Preparo do meio solido e incubagdo

Durante esse periodo, foi preparada 50 ml de ums solucdo de LB solido,
adicionando 50 ul de Xgal a 50 mM, 50 ul de IPTG a 100 mM e 50 ul de ampicilina a
100 mg/ml, sendo este Ultimo reagente adicionado apds a solucdo de LB sélido ter
esfriado a uma temperatura suportavel ao toque, pois esse reagente é termolabil. Esse
meio é em seguida vertido igualmente em duasplacas de petri estéreis. Apés a incubacao,
150 ul do contetdo do tubo falcon €é pipetado nas duas placas de petri com o meio LB
solido adicionado deampicilina, X-Gal e IPTG. Asplacas foram seladas com esparadrapo
e incubadas em uma estufa a 37° C com a placa contendo o meio virada para cima até o

dia seguinte.

42119 Selegédo

No dia seguinte, as placas foram retiradas daestufae o crescimento bacteriano
foi avaliado. O plasmideo inserido nas bactérias contém um gene para resisténcia a
ampicilina. Este plasmideo se encontra linearizado antes da reacdo de ligacdo, e a
integracdo de um fragmento de DNA ao plasmideo impede a expressdo do gene para a
beta-galactosidase, conferindo a cor branca para a colonia. Se o plasmideo se fechar na
reacdo de ligacdo sem o fragmento, 0 gene para a galactosidadse se integra e a bactéria
transformada passa a ter capacidade de degradar o X gal, conferindo a cor azul a colénia.
Portanto, para propagar as coldnias brancas, € utilizada uma ponteira de 10 ul,
encostando-a na colénia selecionada e transferindo-a para um tubo falcon contendo 5 mi
de meio LB liquido com 5 ul de ampicilina a 100 mg/ml. Selecionou-se ao menos trés
colénias que foram propagadas em tubos falcon distintos que foram incubados em um
agitador a 37° C até o dia seguinte (GREEN e SAMBROOK, 2019).

4.2.11.10 Extracdo de DNA plasmidial e confirmacéo através de cPCR

O meio de cultura foi submetido a extracdo de DNA plasmidial com o kit High
Pure Plasmid Isolation Kit® (Roche, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil). Para a confirmacgéo
dapresenca dofragmento deinteresse ao plasmideo, foi realizada uma PCR convencional
com 0s mesmos iniciadores e nas mesmas condicdes utilizadas para obter o fragmento

utilizado para a clonagem.
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4.2.11.11 Quantificagdo do DNA plasmidial

Para quantificagdo daamostra de DNA obtida da extragdo de DNA plasmidial,
foi utilizado um método de fluorescéncia relativa com o aparelho Qubit® (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachussets, EUA). O valor de quantificacdo obtido foi colocado

na férmula com o objetivo de estabelecer o niUmero de moléculas na amostra analisada.

4.2.11.12 Linearizacdo do plasmideo

Devido a formacdo de estruturas secundarias do plasmideo (HIGGINS e
VOLOGODSKII, 2016), foi necessaria suaa linearizacdo com uma enzima de restricdo
Pdml (Xmn 1) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets, EUA) para garantir
a exposicdo do alvo na reacdo de qPCR. A reacdo de restricdo foi realizada segundo as
instrucdes do fabricante, utilizando 500 ng de DNA plasmidial, e incubando a 37 ° C por

3 horas e a4 ° C por uma hora.

4.2.11.13 Teste de sensibilidade dos iniciadores

A amostra foi diluida de acordo com o calculo de cdpias acima para que

chegasse a uma concentracdo de uma copia por microlitro na dltima diluigdo

4.2.12 Anélise estatistica

A média dos valores de Cq, da quantificacdo do Nanodrop® e do Qubit® de cada
método de extracdo foi testada através do método de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Student-Newman-Keuls, admitindo um erro de 5%. A distribuicdo dos dados foi avaliada

pelo teste de normalidade, Lilliefors e os dados foram nao paramétricos.
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43 RESULTADOS

Foram extraidas 75 amostras de sangue de codorna domestica armazenado em
cartdes FTA®. Sendo 15 replicatas testadas para cada um dos métodos de extracdo de
DNA gendmico utilizados no presente estudo. Os métodos testados foram, o Kit DNeasy
Blood & Tissue (Qiagen), PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), Salting Out,
Hotshot e Fenol-Cloroférmio. As extracbes de DNA realizadas com os Kits comerciais
foram relativamente mais faceis e rapidas de serem realizadas, pois quase todos 0s
ingredientes ja estdo presentes dentro dos kits. Além disso, por utilizarem coluna
diminuem as chances de se descartar o pellet formado no tubo como no caso das extrages
manuais. As amostras extraidas através dos protocolos manuais foram mais trabalhosas,
pois requerem preparo prévio dos reagentes utilizadas e os mesmos precisam ser feitos
com bastante cuidado. Com excec¢do do HotShot, Salting out e Fenol-Cloroférmio

apresentaram tempo de execucdo bastante superior quando comparados os Kits

comerciais.

4.3.1 Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen)

As amostras extraidas com o Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) mostraram
valores de concentracédo entre 40,1 ng/uL e 124 ng/uL, tendo como media 84,05 ng/uL e
desvio padrdo de 22,9. Enquanto que os valores AD 2801260 € AD 2607230 tiveram média de
1,88 e 2,06 respectivamente. Ja na quantificacdo realizado pelo Qubit, a média foi de
42,15 ng/uL e desvio padrdo de 12,6. Todos os valores detalhados podem ser analisados

na tabela 2.

4.3.2 Kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen)

As amostras extraidas utilizando o PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen)
apresentaram valores de concentragdo entre 41,1 e 140,6 ng/uL, dispondo de 89,19 ng/uL
de média e desvio padrdo de 27,6. A média dos valores de AD 2801260 € AD 2607230 foram
1,90 e 2,43, respectivamente. A média de quantificacdo no Qubit foi de 73,25 ng/uL e
desvio padrédo de 54,2 (Tabela 3).
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4.3.3 HotSHOT

As amostras extraidas com este protocolo HotShot ndo foram avaliadas a partir da
espectrofotometria pois as amostras extraidas por esse método ndo podem ser
quantificadas pois ndo ha etapa de eluicdo nesse método, sendo impossivel entéo calibrar
adequadamente o equipamento para analise da extracdo por essa técnica. Sendo assim, s6
foi possivel quantificar através da fluorimetria (Qubit 2.0), tendo média de 6,48 ng/uL e
desvio padrédo de 5,16 (Tabela 4).

4.3.4 Salting Out

As amostras extraidas com o protocolo Salting Out mostraram valores de
concentracdo entre 40,1 ng/pL e 124 ng/uL, tendo como média 33,35 ng/uL e desvio
padrdo de 71,7. Enquanto os valores AD 2s0/260 € AD 2607230 tiveram média de 1,99 e
1,62, respectivamente. Ja na quantificacdo realizado pelo Qubit, a média foi de 18,31

ng/uL e desvio padrdo de 12,1, todos os valores detalhados podem ser analisados na
tabela 5.

4.3.5 Fenol-Cloroférmio

Finalmente, as amostras extraidas utilizando o protocolo de Fenol-Cloroférmio,
apresentaram valores de concentracdo entre 1,7 e 10,7ng/uL dispondo de 6,06 ng/uL de
média e desvio padrdo de 2,42. A média dos valores de AD 2801260 € AD 2601230 foram 5,67

e 1,49, respectivamente. E a média de quantificacdo no Qubit foi de 4,43 ng/uL e desvio
padréo de 2,02 (Tabela 6).
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Tabela 2: Quantificacdo e fragdes de pureza do Kit Dneasy Blood and Tissue (Qiagen®)

Nanodrop Nanodrop Qubit

Amostra Nanodrop 260/280 260/230 ng/uL
ng/uL

1 61,3 1,88 2,37 31,3

2 77,0 1,87 2,45 37,1

3 80,6 1,89 2,29 43,0

4 81,2 1,87 1,88 45,8

5 105,6 1,88 1,60 34,4

6 92,1 1,86 2,32 44,3

7 1219 1,87 1,63 60,7

8 89,6 1,86 21,6 59,7

9 81,5 1,89 2,11 41,7

10 103,5 1,88 2,10 58,2

11 66,6 1,91 2,52 34,5

12 70,4 1,90 1,50 18,5

13 40,1 1,88 1,52 28,5

14 65,4 1,90 2,16 36,7

15 124,0 1,90 2,29 57,8

Média 84,05 1,88 2,06 42,15

Desvio padrao 22,9 0,02 5,06 12,6
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Tabela 3: Quantificacdo e fragcdes de pureza do Kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit

(Invitrogen)

Amostra Nanodrop Nanodrop Nanodrop Qubit
ng/pL 260/280 260/230 ng/uL
46 59,0 1,92 2,22 56,5
47 79,4 1,88 2,59 27
48 98,7 1,93 2,6 16,3
49 41,1 2,0 2,12 25,2
50 59,6 1,94 2,41 63,5
51 126,5 1,89 2,49 99,1
52 102,1 1,87 2,34 98,7
53 94,1 1,89 2,47 46,9
54 87,7 1,89 2,50 143
55 96,6 1,89 2,45 44,6
56 71,5 1,92 2,37 28,4
o7 140,6 1,89 2,48 216
58 114,1 1,88 2,25 113
59 112,2 1,82 1,98 110
60 64,2 1,95 2,68 50,5
Media 89,2 1,90 2,43 73,2
Desvio padrao 27,6 0,04 0,19 54,2
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Tabela 4: Quantificagdo do protocolo HotShot pelo Qubit 2.0

Qubit
Amostra ng/uL
31 5,22
32 2,17
33 2,77
34 2,8
35 4,41
36 8,83
37 5,3
38 18,7
39 2,36
40 6,59
41 4,15
42 3,78
43 2,1
44 15,3
45 12,7
Média 6,48
Desvio padrao 5,16
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Tabela 5: Quantificacdo e fragdes de pureza do protocolo de Salting out

Nanodrop Nanodrop Nanodrop Quibit

Amostra ng/uL 260/280 260/230 ng/pL
61 48,0 2,24 0,88 3,5
62 234,0 2,00 1,71 30,8
63 127,0 2,09 1,47 9,1
64 212,0 1,97 1,56 15,6
65 115,0 2,17 1,25 35,4
66 152,0 2,02 1,29 4,55
67 33,1 1,91 1,78 13,2
68 47,2 1,93 2,04 39,6
69 56,6 1,91 1,99 4,89
70 34,4 1,88 1,82 23,9
71 177,0 1,99 1,83 12,9
72 119,4 1,87 1,83 18,5
73 220,0 1,98 1,86 11,4
74 63,1 1,90 1,80 36,4
75 179,0 1,95 1,21 14,9

Média 33,35 1,99 1,62 18,31

Desvio padréo 71,7 0,11 0,33 12,1




Tabela 6: Quantificacdo e fracGes de pureza do protocolo de Fenol-Cloroférmio

Amostra Nanodrop Nanodrop Nanodrop Qubit
ng/uL 260/280 260/230 ng/uL
16 5,5 2,98 8,7 6,12
17 1,7 -1,9 10,13 4,12
18 3,7 -7,94 4.8 3,8
19 9,3 2,4 7,6 1,85
20 7,1 2,28 9,9 4,11
21 59 2,86 6,8 1,6
22 7,0 1,95 8,4 2,56
23 6,2 2,45 11,2 6,01
24 59 2,64 8,8 5,03
24 6,9 2,73 14,5 2,73
26 8,3 1,99 9,6 3,08
27 10,7 1,77 13 9,44
28 58 3,11 17,7 5,57
29 4.8 7,26 8,3 5,58
30 2,1 56,66 2,8 4,89
Média 6,06 5,67 1,49 4,43

Desvio padréo 2,42 14,5 2,91 2,02




4.3.6 Eletroforese

Na figura 14 é possivel observar o gel de agarose com as amostras extraidas com
os kits comerciais, o Kit DNeasy Blood & Tissue da Qiagen (A) e o Kit PureLink®
Genomic DNA Mini Kitda Invitrogen (B). E possivel notar que ambos apresentam banda

integra e de qualidade, sendo as do kit Invitrogen as bandas do Invitrogen um pouco mais
intensas.
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Figura 14: Gel de agarose das bandas de DNA. A — Dneasy Blood and

Tissue Kit da Qiagen (A) e o PureLink® Genomic DNA Mini Kit da
Invitrogen (B).

Na figura 15, estdo as amostras extraidas pelos protocolos organicos HotShot (A)
e Salting out (B). Como é possivel observar, as amostras extraidas pelo protocolo HotShot
ndo foram visualizadas no gel de agarose, estando visivel apenas arraste. Em

contrapartida, as amostras extraidas com o protocolo Salting out apresentaram boa
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qualidade na eletroforese. Elas apresentaram bandas de boa qualidade e de grande

intensidade e quase ndo apresentou arraste.

Figura 15: Gel de agarose das bandas de DNA. A — Protocolo HotShot; B

— Protocolo Salting out.

E por fim, as amostras extraidas com o método Fenol-cloroférmio (Figura 5)
apresentaram bandas Unicas e sem arraste com menor intensidade quando comparadas

com os outros metodos, sugerindo que a quantidade de DNA nessas amostras € inferior a
presente nas outras.
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Figura 16: Gel de agarose do protocolo de Fenol-cloroférmio

4.3.7 Analise estatistica

Os valores obtidos em cada método de extracdo foram comparados entre si, sendo
calculada a média e o desvio padrdo para cada um deles. Levando em consideracdo os
valores obtidos na fluorimetria (Qubit®), os resultados obtidos pelo protocolo Dneasy
Blood and Tissue Kit da Qiagen foram bastante diferentes dos obtidos pelos métodos de
Fenol-cloroférmio e HotShot (p-valor de < 0.0001 para ambos). Comparando 0s
resultados obtidos pelo Kit Dneasy Blood and Tissue Kitda Qiagen e do Kit PureLink®
Genomic DNA Mini da Invitrogen nota-se que os valores de concentracao obtidos foram
bastante parecidos, sendo considerados estatisticamente iguais (p-valor de 0,5271). Ja em
comparacao entre o Dneasy Blood and Tissue Kit da Qiagen e o protocolo de Salting out,
os valores de concentracdo também foram diferentes (p-valor de 0,0079). Os protocolos
deFenol-cloroférmio e HotShot apresentaram valores aproximados de material genémico
extraido (p-valor de 0,763), com desvio padrao de 2,4. Os valores obtidos pelo do Kit
PureLink® Genomic DNA Mini da Invitrogen em comparacdo com os obtidos pelos do
Fenol-cloroférmio e do HotShot foram bastante distintos (p-valor de < 0.0001 em ambos
0s casos). E por ultimo, na comparacdo entre os valores obtidos pela extracdo realizada
com Salting out e os do Fenol-cloroférmio, HotShot e Kit PureLink® Genomic DNA Mini
da Invitrogen, a diferenca estatistica variou (p-valor de 0,0418, 0,0194 e 0,001

respectivamente).

Os valores obtidos através da espectrofotometria (Nanodrop®) para cada protocolo de

extracdo, com excecdo do HotShot, também foram analisados entre si. Comparando 0s
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valores de concentracdo de DNA obtidos pelo o Dneasy Blood and Tissue Kit da Qiagen
e 0s obtidos pelo protocolo de Fenol-cloroférmio foram distintos (p-valor < 0.001). J& os
valores do Dneasy Blood and Tissue Kit da Qiagen e do Kit PureLink® Genomic DNA
Mini da Invitrogen podem ser considerados estatisticamente iguais (p-valor de 0,709).
Em comparacdo entre Dneasy Blood and Tissue Kit da Qiagen e Salting out forma
diferentes estatisticamente (p-valor de 0,02). J& os valores obtidos por Fenol-cloroférmio
se comparados com o Kit PureLink® Genomic DNA Mini da Invitrogen e com Salting
out, apresentaram diferenca estatistica (p-valor de < 0.001). E entre Kit PureLink®

Genomic DNA Mini da Invitrogen e Salting out também houve diferenca estatistica (p-
valor de 0,0475).

4.3.8 Teste de inibicdo

Os valores de quantificacdo do ciclo (Cq) dos ensaios de qPCR para deteccdo de
Ehrlichia canis realizados com o DNA de ave obtido a partir de diferentes protocolos de
extracdo foram comparados entre si, sendo calculada a média e o desvio padréo para cada
um deles. Protocolos de extragdo com valores de Cq maiores indicam um maior nivel de
inibicdo da gPCR (Figura 17).
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Figura 17: Valores médios do Ciclo de Quantificacdo (Cq) obtidos a partir da PCR em
tempo real com DNA exdgeno de Ehrlichia canis e amostras de DNA de ave obtidos pelos
métodos de extracdo Hotshot, Fenol-cloroférmio, Qiagen, Invitrogen e Salting Out.

As amostras extraidas pelo método de HotShot (a) apresentaram média de Cq de
27,80 e desvio padrdo de 1,61. As que foram extraidas com o protocolo de fenol-
cloroférmio (a) obtiveram média de Cqde 29,04 e desvio padrao 4,42. As extraidas com
o Dneasy Blood and Tissue Kit daQiagen apresentou médiade Cqde 26,00, tendo desvio
padrdo de 1,26. O PureLink® Genomic DNA Mini Kit da Invitrogen apresentou média de
Cqde23,25e desvio padraode 1,75. J4 as amostras provenientes daextracdo pelo método
de Salting out obtiveram media de Cq de 24,92 e desvio padrdo 3,99.

Ambas apresentaram niveis de inibicdo parecidas, sendo consideradas
estatisticamente iguais (p-valor de 0,8283). O método de HotShot (a) quando comparado
aos demais metodos apresentou maior nivel de inibicdo da qPCR. Entre HotShot (a) e
Qiangen (b) houve grande diferenga (p-valor de 0,0039), entre HotShot e Invitrogen (p-
valor de < 0,0001) e entre HotShot e Salting out (p-valor de < 0,0001). O método de
fenocloroformio apresentou um maior potencial de inibicdo quando comparado ao kit da

Qiagen (p-valor de 0,0077), entre fenocloroférmio e Salting out e o kit da Invitrogen a
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diferenca estatistica foi ainda maior (p-valor de < 0,0001). Os protocolos Invitrogen e
Salting out (bc) foram considerados estatisticamente iguais (p-valor de 0,0568), todavia
o0 protocolo de Salting out apresentou maior desvio padréo (3,99), ao passo que o kit da
Invitrogen apresentou desvio de 1,75. Por este motivo, o kit da Invitrogen foi o que
demostrou melhor desempenho no teste de inibicdo, uma vez que os valores de Cq séo

mais homogéneos do que aqueles obtidos a partir do método de Salting out.
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44 DISCUSSAO

Muito se sabe sobre a importancia que o DNA pode fornecer informacdes
valiosissimas para os pesquisadores, como a identificacdo de espécies, deteccdo de
taxons, hibridizacdo, analises genéticas de populacdes e filogenética (ANDREWS et al.
2018). Segundo Smith e Burgoyne (2004) o cartdo FTA® é bastante adequado para a
coleta e purificacdo de acidos nucleicos de amostras bioldgicas oriundas de uma ampla
variedade de espécies de animais silvestres e que essa tecnologia torna a coleta e o
armazenamento das amostras muito mais simples. O uso de FTA ja estd bastante
difundido na literatura (PURVIS, 2006; PEROZO0, 2007; KEELER, 2012; GONZALEZ-
OLVERA, 2022; THOMAS, 2022; ALVAREZ-LONDONO, 2022; HERDER, 2023;
SMITH, 2023;).

GONZALEZ-OLVERA etal. (2022) utilizaram trés cartdes diferentes para coleta
deamostras, entre eles Papel defiltro Whatman n° 3, cartdes FTA® ou cartdes de protecdo
de proteina. Dos trés diferentes cartdes de amostragem utilizados neste estudo, os cartdes
FTA® produziram uma melhor taxa de sucesso nos testes, pelo que a sua utilizacdo é

recomendada para estudos futuros.

Para Junior et al. (2015) as menores concentragdes de DNA em seu estudo foram
obtidas ao utilizar o FTA card no protocolo. Julga-se que esses resultados poderiam ser
oriundos daetapa de purificacdo do DNA, que apds as etapas de lavagem para remocao
de proteinas e reagentes utilizados no processo, ocorre uma perda de parte do DNA da
amostra. Dove et. al., (2010) utilizou em seu estudo a medidade 2 mm de FTA card para
coleta e armazenamento do material genético. Na analise da densidade de amostragem,
os “punches” classificados como pesados superaram os classificados como leves. Embora
0 protocolo a base de tecido seco tenha obtido mais sucesso no experimento por Dove et.
al., (2010), o FTA Card apresentou um resultado de 63% de sucesso com amostragens de
aves. Houve diferenca significativa dos resultados entre os protocolos adotados no
presente estudo, tanto na quantidade quanto na qualidade do DNA obtido. Verificou-se
nesse experimento que o material genético foi extraido com éxito mesmo em baixo
volume (3 pl) e a partir de pequenos fragmentos de FTA Card (3 mm). Sendo assim, o
comparativo de protocolos a partir de um mesmo tipo de amostra é eficaz para adequar o

melhor método de processamento.
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As espécies de aves possuem tamanho e pesos extremamente variaveis, sendo
assim a escolha de um pequeno fragmento para o fracionamento do FTA Card foi devido
a padronizacdo ter sido pensada para obtencdo de amostras de DNA provenientes de
diferentes espécies de aves silvestres. Dessa forma, Smith e Burgoyne (2004) observaram
que o sangue aviario pode realmente conter muito DNA para que mesmo 0S menores
discos perfurados sejam usados diretamente em reacfes de PCR porque contém globulos
vermelhos nucleados e pode criar um desafio para 0 DNA mitocondrial. Segundo Thomas
et. al., (2022), todos os formatos de FTA Card capturam acidos nucleicos e o0s preservam
a temperatura ambiente, tornando este sistema ideal para coleta de amostras em campo e
preservacdo durante o armazenamento e transporte. Dove et. al., (2010) considerou em
seu estudo o FTA Card como método de coleta, transporte, armazenamento e purificacdo
de DNA de aves com objetivo de identificar espécies de aves, o que é fundamental para
implementacdo de todas as questdes de manejo e mitigacdo envolvendo colisGes entre
aves e aeronaves (colisdes de aves). Levando isso em consideracdo, a padronizagdo dos
protocolos para a extracdo do DNA obtidoa partir dosangue dessas aves se faz necessaria

visto que a literatura acerca desse tema é escassa e carece desse tipo de estudo.

A relacdo 230/280 é considerada um parametro que avalia o nivel de pureza da
amostra, sendo assim os valores de razdo de absorbancia precisam estar em torno de 1,8,
até 2 no maximo, quando superiores ou inferiores a esse padrao significa que ocorreu
contaminagdo na amostra. Quando esses valores ndo estdo satisfatorios, ndo deve ser feita
a PCR dessas amostras. Caldart et. al., (2011) observou que a pureza relacionada a

proteinas em extracdo de FTA Card foi de 1,84, apresentando entdo um padréo inferior
ao do experimento em questdo onde a média

Para Senne et al. (2022), o método de extracdo que apresentou a melhor qualidade
de DNA foi o fenol-cloroférmio, demonstrando que este protocolo de extragdo de DNA
pode ser aplicado em investigacdes cientificas para extrair material genético de
flebotomineos ndo ingurgitados e avaliar essas amostras individualmente. Porém no
presente estudo o protocolo fenol-cloroformio apresentou grau de pureza insatisfatorio e
baixa quantificacdo de material genético.

Em contrapartida, Posnett et. al., (1991), a extracdo do DNA pelo método que
utiliza o fenol-cloroférmio pode acarretar em perda do material genético, podendo gerar

resultados falso-negativos. No presente trabalho de fato a extracdo pelo protocolo fenol-
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cloroférmio ndo foi satisfatoria, resultando em um rendimento de DNA com baixa

quantificacdo e baixa qualidade do material extraido em comparacédo as demais técnicas.

Caldart et. al., (2011) em seu estudo utilizou para eluir a partir de amostras de
FTA Card um volume indicado pelo fabricante de 200 ul e obteve um percentual de
amplificacdo e contracdo de DNA significativamente maior do que amostras em que 0
DNA foi eluido em volume de 50 ul. Porém no presente estudo, na etapa de eluigdo que
precede a quantificacdo via espectrofotometro, foram utilizados volumes de 30 pl para
eluir a amostra, sendo este fracionado em 15 pl com centrifugagcdo por 3 minutos e

repeticdo desse processo. A quantificacdo a partir dessa eluicdo, mesmo que em volume
baixo, foi satisfatoria, apresentando um valor padrdo de DNA extraido.

Para Mullis (1990), o DNA extraido deve permanecer em sua forma integra ou
viavel durante o maior periodo de meses possivel para que deuma Unica extragcdo possam
ser aproveitadas as amostras obtidas em diversas atividades pelo laboratério de pesquisa,
desde amplificacdo por PCR até mesmo o ouso de marcadores moleculares. Sendo assim,
o protocolo de HotShot ndo apresenta beneficios visto que as amostras obtidas por esse

método de extragdo possuem uma curta vida Util do DNA extraido.

A avaliacdo referente ao tempo despendido para realizacdo de cada protocolo
também é de grande importancia para o estudo comparativo visto que um menor tempo
resulta em menor degradacéo do material. Sendo assim, 0 método HotShot apresentou o
menor tempo de processo com aproximadamente 40 minutos, porém nao apresentou bons
resultados nos demais parametros, seguido do kit comercial demonstrou ser um método
rapido e eficaz totalizando aproximadamente 1 hora total, ap0s teria o protocolo de
Salting out e finalizando com fenol-cloroférmio que necessitou da maior carga horaria

para realizacdo e na alteracdo de tempo referente a esse protocolo, ele ndo apresentou
resultado eficaz.

Em um estudo que comparou diversos protocolos de extracdo de DNA em aves,
conduzido por Janior et al. (2015), foi observado que os protocolos que incluiam etapas
de purificacdo do material genético, em média, resultavam em concentracbes de DNA
mais baixas quando comparados aos protocolos que se encerravam com a etapa de
lavagem. No entanto, as amostras com concentracdes de DNA mais elevadas tendiam a
ter niveis significativamente menores de pureza. 1sso poderia resultar em uma menor

durabilidade do DNA extraido e, a0 mesmo tempo, tornar mais desafiante a amplificacéo
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da regido de interesse através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Porém, no
presente estudo foi testado um método que ndo utiliza lavagem para purificacdo do
material genético, porém o HotShot ndo gerou quantidade de DNA significativa.

Sendo assim, no presente estudo foram avaliados comparativamente dois
parametros a partir das amostras extraidas do DNA por cinco diferentes protocolos, e foi
observado sobre a qualidade e a integridade do material genético, que sdo indices desuma
importancia para o éxito da otimizacdo da PCR. Com base nos resultados obtidos, é
possivel concluir que essa avalicdo comparativa dos protocolos é de grande importancia
para principalmente para a area da Biologia Molecular otimizando entdo a técnica de
extracdo de DNA a partir do sangue de aves em FTA Card. As amostras extraidas
protocolo do Kit Comercial “PureLink Genomic DNA Mini” apresentaram caracteristicas
visivelmente melhores quanto aos parametros avaliados comparada com as demais,
obtendo entdo melhor resultado e maior eficiéncia, sendo entdo o protocolo indicado

nesse estudo, podendo ser utilizada para reac6es posteriores como a PCR.

77



45 CONCLUSAO

As amostras extraidas protocolo do Kit Comercial “PureLink Genomic DNA Mini”
apresentaram pureza, concentracao e integridadedo DNA genémico de aves visivelmente
melhores quanto comparado com os demais métodos, obtendo entdo melhor resultado e
maior eficiéncia, sendo, portanto, o protocolo indicado nesse estudo, podendo ser
utilizada para reacOes posteriores como a PCR. Este estudo fornece base cientifica para a
extracdo de DNA genémico dealta qualidade a partir de quantidadestéo pequenas quanto
3 uL de sangue de aves, quando as amostras sdo armazenadas em cartdes FTA® Conclui-
se que a padronizacdo de protocolos desempenha um papel fundamental na biologia

molecular, uma vez que a extracdo eficiente de material genético é essencial para o
sucesso das analises subsequentes.
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5. CONCLUSAO GERAL

Os resultados encontrados aqui aumentam o conhecimento geral sobre a diversidade
genetica de parasitos do género Haemoproteus em areas da Mata Atlantica altimontana.
Contribui também para o aperfeicoamento das técnicas moleculares a fim de ser
desenvolver marcadores moleculares mais fidedignos a diversidade encontra em nosso
territério. Além disso, o presente estudo foi capaz de fornecer dados suficientemente
embasados para escolha de um método de extracdo de DNA gendmico de aves selvagens
sendo evidenciado por meio deste, que uma quantidade tdo pequena quanto 3 pL de
sangue serem suficientes para uma boa extracdo de DNA quando essas amostras sdo

armazenadas em cartdes FTA®,
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ANEXO A - LISTA DE ESPECIES AMOSTRADAS

Distribuicdo das familias e espécies de aves coletadas no presente estudo.

Ordem/Familia/Espécie Nome popular Total
Galliformes
Cracidae
Penelope obscura Jacuguagu 1
Columbiformes
Columbidae
Geotrygon montana Pariri 3
Leptotila rufaxilla Juriti-de-testa-branca 3
Leptotila verreauxi Juriti-pupu 1
Patagioenas plumbea Pomba-amargosa 2
Passeriformes
Dendrocolaptidae
Dendrocincla turdina Arapacu-liso 7
Dendrocolaptes platyrostris Arapacu-grande 1
Lepidocolaptes falcinellus Arapacu-escamoso-do-sul 1
Lepidocolaptes squamatus Arapagu-escamoso 3
Sittasomus griseicapillus Arapacu-verde 21
Xiphocolaptes albicollis Arapacu-de-garganta-branca 2
Xiphorhynchus fuscus Arapacu-rajado 33
Furnariidae
Anabazenops fuscus Trepador-coleira 3
Asthenes moreirae Garrincha-chorona 8
Cranioleuca pallida Arredio-pélido 3
Lochmias nematura Jodo-porca 3
Dendroma rufa Limpa-folha-de-testa-baia 1
Philydor atricapillus Limpa-folha-coroado 2
Synallaxis cinerascens Pi-pui 5
Synallaxis ruficapilla Pichororé 9
Synallaxis spixi Jodo-teneném 2
Syndactyla rufosuperciliata Trepador-quiete 1
Xenopidae
Xenops minutus Bico-virado-miudo 1
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Tabela 6: Distribuicdo das familias e espécies de aves coletadas no presente estudo

(continuag&o)

Scleruridae
Sclerurus scansor
Thamnophilidae
Drymophila genei

Drymophila ochropyga
Dysithamnus mentalis
Mackenziaena leachii
Mackenziaena severa
Myrmoderus loricatus
Pyriglena leucoptera

Rhopias gularis
Thamnophilus caerulescens
Thamnophilus ruficapillus
Grallaridae
Grallaria varia
Conopophagidae
Conopophaga lineata
Conopophaga melanops
Tyranidae
Elaenia chiriquensis
Elaenia mesoleuca
Elaenia obscura
Elaenia parvirostris

Knipolegus cyanirostris

Knipolegus nigerrimus
Lathrotriccus euleri

Megarynchus pitangua
Myiarchus swainsoni
Myiophobus fasciatus
Phyllomyias fasciatus

Platyrinchidae
Platyrinchus mystaceus

Tolmomyias sulphurescens

Vira-folha

Choquinha-da-serra

Choquinha-de-dorso-vermelho

Choquinha-lisa
Borralhara-assobiadora
Borralhara
Formigueiro-assobiador

Papa-taoca-do-sul

Choquinha-de-garganta-pintada

Choca-da-mata

Choca-de-chapéu-vermelho

Tovacucu

Chupa-dente

Cuspidor-de-mascara-preta

Chibum
Tuque
Tucéo

Tuque-pium

Maria-preta-de-bico-azulado

Maria-preta-de-garganta-vermelha

Enferrujado
Neinei
Irré
Filipe
Piolhinho

Patinho

Bico-chato-de-orelha-preta

R = = e N
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Tabela 6: Distribuicdo das familias e espécies de aves coletadas no presente estudo

(continuag&o)

Rhynchocyclidae
Corythopis delalandi

Hemitriccus diops

Leptopogon
amaurocephalus
Mionectes rufiventris

Myiornis auricularis
Phylloscartes difficilis
Todirostrumpoliocephalum
Tolmomyias sulphurescens
Onychorhynchidae
Myiobius atricaudus
Tytiridae
Pachyramphus castaneus
Vireonidae
Hylophilus poicilotis
Pipridae
Chiroxiphia caudata
llicura militaris
Manacus manacus
Neopelma chrysolophum
Schiffornis virescens
Troglodytidae
Troglodytes musculus
Turdidade
Turdus albicollis
Turdus amaurochalinus
Turdus flavipes
Turdus leucomelas
Turdus rufiventris
Turdus subalaris
Parulidae
Basileuterus culicivorus

Myiothlypis leucoblephara

Estalador
Olho-falso

Cabegudo
Abre-asa-de-cabecga-cinza
Miudinho
Estalinho
Teque-teque

Bico-chato-de-orelha-preta

Assanhadinho-de-cauda-preta

Caneleiro

Verdinho-coroado

Tangara
Tangarazinho
Rendeira
Fruxu

Flautim

Corruira

Sabia-coleira
Sabia-poca
Sabia-una
Sabia-barranco
Sabia-laranjeira

Sabia-ferreiro

Pula-pula

Pula-pula-assobiador

N NN N P 01 N D™
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Tabela 6: Distribuicdo das familias e espécies de aves coletadas no presente estudo

(continuag&o)

Thraupidae
Coereba flaveola Cambacica 1
Embernagra platensis Sabia-do-banhado 2
Haplospiza unicolor Cigarra-bambu 6
Microspingus lateralis Quete-do-sudeste 13
Castanozoster thoracicus Peito-pinhdo 3
Saltator similis Trinca-ferro 6
Stephanophorus diadematus Sanhago-frade 12
Tachyphonus coronatus Tié-preto 12
Tangara desmaresti Saira-lagarta 24
Thraupis ornata Sanhago-de-encontro-amarelo 3
Tangara seledon Saira-sete-cores 5
Trichothraupis melanops Tié-de-topete 30
Cardinalidae
Cyanoloxia brissonii Azuldo 1
Habia rubica Tié-de-bando 9
Spinus magellanicus Pintassilgo 7
Fringillidae
Euphonia pectoralis Ferro-velho 6
Passerellidae
Arremon semitorquatus Tico-tico-do-mato 2
Zonotrichia capensis Tico-tico 28
Total 586
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ANEXO B - ARVORE FILOGENETICA COM CLADOS ESTRATIFICADOS

TANORNO1 Haemoproteus sp. ITA148
TURRUFO1 Haemoproteus sp. CAP165
MYOATRO1 Haemoproteus sp. ITA227
- HYLPOIO1 Haemoproteus sp. SEO126
TANDESO04 Haemoproteus sp. SEO117
j TANDESOS Haemoproteus sp. SEO118
- TACCORO1 Haemoproteus sp. ITA135
_[ TANORNO1 Hamoproteus sp. ITA148
TANSELO2 Haemoproteus sp. ITA149
- BASCULO1 Haemoproteus sp. CAP111

Iv—h

Tangara ornata Tangara desmaresti

Basileuterus culicivorus Tachyphonus coronatus

Tangara seledon Rhopias gularis

Turdus rufiventris AMyiobius atricaudus

Figura 1: Linhagens do Clado A, com as espécies encontradas no presente estudo
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© ZONCAPO02 Haemoproteus sp. CAPO1
Z0OCAPO1 Haemoproteus erythrogravidus
© ZONCAPO03 Haemoproteus sp. CAPO8 B
© ZONCAP04 Haemoproteus sp. CAP112
© ZONCAPO5 Haemoproteus sp. CAP187
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Zonotrichia capensis

Figura 2: Linhagens do Clado de Haemoproteus erythrogravidus na Gnica espécie de ocorrénci encontrada em nosso estudo.
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37 - TRIMELO2 Haemoproteus sp. SEO36
. PLAMYSO01 Haemoproteus sp. SEO45 C
64 PACCASO1 Haemoproteus sp. ITA211
TRIMELO1 Haemoproteus sp. CAP190

Pachyramphus castaneus

.. . DI Arvuriy [ | DSEICeN S
Trichothraupis melanops Platyrinchis mystaceis

Figura 3: Linhagens do Clado C, com as espécies encontradas no presente estudo.
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TANDESO02Haemoproteus sp. SEO126
TANDESO01Haemoproteus nucleocentralis
2 TROMUSO01Haemoproteus sp. [TA192
LATEULO1Haemoproteus sp. CAP177
PYRLEUO1Haemoproteus sp. CAP148
DRYOCHO01Haemoproteus sp. CAP160
% ZONCAPO7Haemoproteus sp. CAP69 D
ZONCAPO8Haemoproteus sp. CAP112
- TANDESO06Haemoproteus sp. SEO120
18 — CHICAUO1Haemoproteus sp. ITA210
2 TANDES06Haemoproteus sp. SEO119

_I'_ TANDESO03Haemoproteus sp. [TA147
&4 TANSELO01Haemoproteus sp. SEO86
10 - TURRUF02 Haemoproteus sp CAP12

Drymophila ochropyga Tangara desmaresti

Tangara desmaresti
g

Chiroxiphia caudata

rara S ) Troglodytes nniscitlus Lathrotriccus euleri
Tangara seledon glod]

Pyriglena leucoptera Turdus rupiventris

Figura 4: Linhagens do Clado D (H. nucleocentralis), com as espécies encontradas no presente estudo
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© PENOBSO01 Haemoproteus sp. ITA212
© ZONCAP06 Haemoproteus sp. ITA76
TOFLAO3 Haemoproteus paraortalidum
© ZONCAPO7 Haemoproteus sp. ITA77
© LEUALBO1 Haemoproteus sp. CAP33
51 (O HEMDIOO1 Haemoproteus sp. ITA198
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Penelope obscira
Zonotrichia capensis

Leucochloris albicolis o )
Hemitriccus diops

Figura 5: Linhagens do Clado E (H. paraortalidum), com as espécies encontradas no presente estudo
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