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RESUMO

Mycobacterium tuberculosis é uma bactéria agente
causadora responsavel por grande parte dos casos
de tuberculose (TB), mostrando-se como um grande
problema de salde publica. A TB é uma doenca in-
fectocontagiosa que atinge principalmente os pul-
mdes, além de outros drgdos como rins, intestinos
e meninges. O objetivo deste estudo foi desenhar
e analisar primers de M. tuberculosis strain H37Rv
da regido 16S do rDNA para fins de diagnéstico mo-
lecular da tuberculose pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Foi utilizado a plataforma NCBI
para obter a sequéncia completa do gene especi-
fico de M. tuberculosis, em seguida, cinco primers
foram desenhados pela ferramenta BLAST do NCBI
e analisados pela IDT integrated DNA Technologies,
utilizando a ferramenta OligoAnalyzer. A partir da
analise e desenho in silico dos cinco primers, foi
observado que todos eles estavam dentro dos para-
metros estabelecidos. Sendo assim, os primers em
teoria sdo eficientes para amplificar pares de bases
e ser Util para o diagnéstico da tuberculose.
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ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis is a bacterium which is responsible for the control of tuberculosis ca-
ses, proving to be a major public health problem. Tuberculosis is an infectious disease that is mainly
concentrated in the lungs, in addition to other organs such as kidneys, intestines and meninges. The
objective of this study was to design and analyze primers of M. tuberculosis strain H37Rv from the
16S rDNA region for the molecular diagnosis of tuberculosis by Polymerase Chain Reaction (PCR). The
NCBI platform was used to obtain the complete sequence of the specific M. tuberculosis gene, then
five primers were designed by NCBI’s BLAST tool and analyzed by IDT integrated DNA Technologies
using the OligoAnalyzer tool. From the analysis and in silico design of the five primers, it was obser-
ved that all of them were within the established parameters. Thus, the primers in theory are efficient
to amplify base pairs and be useful for the diagnosis of tuberculosis.
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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria el agente causante responsable de gran parte de los
casos de tuberculosis (TB), que se muestra como un gran problema de salud publica. La TB es una
enfermedad infectocontagiosa que afecta principalmente a los pulmones, ademas de otros érganos
como rifiones, intestinos y meninges. El objetivo de este estudio fue disefiar y analizar primers de M.
tuberculosis strain H37Rv de la regién 16S del rDNA para fines de diagnéstico molecular de la tuber-
culosis por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se utiliz6 la plataforma NCBI para obtener
la secuencia completa del gen especifico de M. tuberculosis, luego cinco primers fueron disefiados
por la herramienta BLAST del NCBI y analizados por IDT Integrated DNA Technologies, utilizando la
herramienta OligoAnalyzer. A partir de andlisis y disefio in silico de los cinco primers, se observé que
todos ellos estaban dentro de los pardmetros establecidos. Siendo asi, los primers en teoria son efi-
cientes para amplificar pares de bases y ser (til para el diagnéstico de la tuberculosis.
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1INTRODUGAO

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), produzida em 1983 por Kary B. Mullis,
tem evoluido significativamente para a eficiéncia do diagndstico molecular diante de agente infec-
cioso, demonstrando maior sensibilidade na detec¢do e andlise dos resultados (FULLSTON, 2019;
CAVALCANTI et al., 2008).

No manuseio da PCR, sdo requeridos os DNTP (nucleotideos) que irdo estruturar a nova fita de
DNA, dentre eles o tampdo que ird regular o pH da reacéo, a Taq polimerase, enzima responsavel por
promover a amplificacdo das fitas de DNA, os primers (iniciadores), o cloreto de magnésio, atuando
como cofator enzimético e a fita molde de DNA a ser estudado (FULLSTON, 2019).

Com o avango da bioinformética, foi possivel desenvolver ferramentas que auxiliassem nas pes-
quisas atuais, dentre elas o desenho de primers para PCR diante do The National Center for Biote-
chnology Information (NCBI) (MORAIS et al., 2019). Essa plataforma, propicia a sequéncia gendmica
necessaria para a criagdo de primers, evidenciando o determinado tipo de microrganismo a ser ana-
lisado (seja DNA ou RNA), quanto a regido em que se deseja amplificar (genoma completo ou mRNA
16s) (QUEIROZ et al., 2017).

No manuseio do desenho de primers, deve-se atentar aos padrdes de qualidade que irdo deter-
minar a eficiéncia de um primer, os quais sdo efetuados por meio de programas computacionais
(BANAGANAPALLI et al., 2019). Para a determinacdo das estruturas do primer pela sequéncia de-
sejada, é utilizado a plataforma primer BLAST, oriunda do NCBI. Essa ferramenta determina a se-
quéncia dos primers (sense e antisense), o tamanho dos pares de base, a temperatura de melting e
porcentagem de G:C (YE et al., 2012).

Durante esse processo, utiliza-se majoritariamente a ferramenta OligoAnalyzer para analisar
os aspectos termodinamicos da sequéncia de primer. Esta técnica evidencia o padrdo exergdnico
da reacdo, por meio do valor do AG (Energia Livre de Gibbs). Sendo assim, rea¢des com alto valor
exergOnico tendem a induzir formacdes de varidveis conhecidas como dimeros intra ou inter pri-
mers (self dimer, hetero dimer), hairpins (grampos) e o aparecimento de produtos inespecificos,
os quais interferem na amplificacdo dos produtos desejados. Desse modo, a etapa de desenho
dos primers (primer design) é provavelmente a mais importante para uma boa reacdo de PCR
(BUTLER et al., 2001; VIEIRA, 2011.).

Neste estudo, o patégeno escolhido como modelo para diagnéstico por meio da utilizagdo de pri-
mers foi Mycobacterium tuberculosis, agente causador responsavel por grande parte dos casos de
tuberculose (TB), a bactéria mostra-se como um grande problema de satde publica, apresentando
grande resisténcia hospitalar dentre as infeccdes primérias e secundérias (SCHON et al., 2017).

Ha pacientes que ndo completam o tratamento e continuam enfermos como fonte de contégio
para a familia e a populacgdo. O abandono do tratamento resulta no desenvolvimento de bactérias
multirresistentes (CHIRINOS et al., 2017).

A detecgdo e identificacdo do agente ndo é simples, a sensibilidade e especificidade do teste
cutaneo (PPD) e morosidade para confirmacdo da presenca do micro-organismo pelos métodos la-
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boratoriais comuns (RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001). O diagnéstico molecular ocorre por
detecgdo de sequéncias nucleotidicas especificas do micro-organismo, de suma importancia para a
confirmacdo da Tuberculose em um perfodo mais baixo e sensibilidade elevada (GARCIA, 1990).

Nesse sentido o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e avaliacdo dos pa-
rametros de um par de primer para identificar o micro-organismo Mycobacterium tuberculosis
causador da tuberculose.

2 METODOLOGIA

2.1SELEGAO DO GENE ALVO

A sequéncia do gene alvo foi retirada do Genbank® do The National Center for Biotechnology
Information (NCBI) disponivel no site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. No qual, dentro do campo de
pesquisa foi selecionado o buscador “Nucleotide” e, consequente, foi encontrado o gene completo
de Mycobacterium tuberculosis da regido 16S, por meio da busca pelo nome cientifico da bactéria e
regido ribossémica de estudo, em sequida, a sequéncia foi colocada no formato FASTA para visualiza-
¢do do gene conservado especifico.

2.2 DESENHO DO PRIMER E AVALIAGAD

Foi adicionada, utilizando o software livre on-line “Primer-BLAST”, a sequéncia alvo da regido
16S e configurada as caracteristicas dos pares de primers (tamanho do fragmento e temperatura de
anelamento), sdo sugeridos 5 primers.

Os cinco primers que foram desenhados pela ferramenta BLAST do NCBI, foram submetidos
a outra ferramenta, disponivel no site /ntegrated DNA Technologies, o OligoAnalyzer®. Essa fer-
ramenta estabelece padrdes de primers ideais, tais caracteristicas sdo; temperatura MELT (°C),
variando entre 50 a 60 com diferengas de temperaturas que ndo ultrapassassem 5 °C, quantidade
de CG entre 40 a 60%, quantidade de nucleotideos entre 18 e 25 bases e o tamanho do segmento
de DNA entre 150 e 250pb e, em relagdo aos dimeros, HAIRPIN-DIMER com valores de temperatura
melting abaixo de 50°C, SELF-DIMER com valores maiores que -10 kcal/mole* HETERO-DIMER,
seguindo o mesmo critério do item anterior.

6 GENBANK. Submitting sequence data to GenBank. In: National Center for Biotechnology Information [on line]. Disponivel
em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 5 maio 2019.

7 Primer-BLAST. Finding primers specific to your PCR template In: Integrated DNA Technologies [on line]. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Acesso em: 5 maio 2019.

8 OligoAnalyzer. Your Advocate for the Genomics Age In: Integrated DNA Technologies [on-line]. Disponivel em: https://www.
idtdna.com/pages. Acesso em: 5 maio 2019.
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3 RESULTADOS

A partir do desenho e analise in silico dos cinco primers, foi confirmado o consenso entre as pes-
quisas cientificas semelhantes em relagdo ao desenvolvimento de pequenas sequéncias de DNA dis-
poniveis na literatura. Os primers selecionados possuem um tamanho de 20pb, as temperaturas de
fusdo (T melting) apresentaram valores de intervalo entre 51.7 °C e 52.5 °C e a concentracdo de CG%,
de 40 a 50% conforme descrito na Tabela 1.

Em relacdo aos dimeros, o hairpin apresentou valores de temperatura de melting menores que
50°C em todos os primers analisados, com excecdo do primer 1 com 51.6°C no sentido sense, sendo
também verificado os valores de Delta G nos quais foram valores maiores que -10. kcal.mole™.

Os valores de self-dimermantiveram uma variacdo de -4.41 kcal.mole™ e -9.75 kcal.mole™, valores
maiores que -10 kcal.mole® (TABELA 1). O hetero-dimer apresentou variacdo de -6.62 kcal.mole e
-8.02 kcal.mole, juntamente com valores maiores que -10 kcal.mole® (TABELA 1). Dentre os 5 pri-
mers desenhados e analisados, observou-se que o primer 3 obteve as melhores caracteristicas, pois
ele esta dentro de todos os parametros estabelecidos na andlise.

Todos os primers obedeceram aos critérios e parametros estabelecidos para os seus desen-
volvimentos, seguindo uma ordem cronolégica, observando-se cada caracteristica termodina-
mica individualmente. O primer 1 ndo é a melhor escolha devido ao aparecimento de trés bases
nitrogenadas (T) ndo sua porgdo 3’, garantindo pouca estabilidade mesmo dentro dos parametros
gerais da pesquisa; o primer 2 apesar de possuir todas as caracteristicas que garantem um bom
funcionamento, foi inespecifico em relagédo ao complexo de Mycobacterium, podendo ser otimi-
zado com futuros experimentos.

Ja o primer 3 é a melhor escolha, pois além de possuir todas as caracteristicas possiveis, demons-
trou-se especifico para o complexo de bactérias que possuem a capacidade de disseminar tuberculo-
se nos individuos; os primers 4 e 5 também ndo demonstraram ser especificos, sendo que o primer 5
possui trés bases nitrogenadas (T) em sua porc¢do 3’ no sentido sense, assim como o primer 1.
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4 DISCUSSAD

E possivel observar, analisando os dados empregados no desenvolvimento da presente pesquisa,
de maneira geral, que a avaliagdo dos parametros estabelecidos esta de acordo com estudos ja reali-
zados na literatura. Quanto ao comprimento, todos os primers permaneceram com o mesmo tamanho
de 18 pares de bases, mesmo sua extensdo variando entre valores menores e maiores, continua den-
tre as caracteristicas essenciais (HACKING; HULL, 2002).

Em relagdo a concentragdo da quantidade de CG dos primers desenhados, estdo numericamente
dentro dos padrdes utilizados entre 40 e 60%, sendo semelhante padrdo utilizado nos estudos de
Kalendar e colaboradores (2011) que estudaram as ferramentas para desenho de primer in silico.

A temperatura de melting obteve uma variancia de 51.7°C e 52.5°C do primer 1 e do primer 3,
respectivamente. E recomendado que n&o ocorra sequéncias autocomplementares para evitar a for-
macado de possiveis dimeros de primers. A temperatura de anelamento é uma varidvel importante
que também esta relacionado com favorecimento da apresentagdo de bases complementares e suas
possiveis ligacbes indesejaveis, pois formam fragmentos inespecificos (WANG; SEED,2003).

Essa temperatura esta diretamente associada ao que chamamos de energia livre de Gibbs (Delta
G), que mensura as formacdes de estruturas primarias e sequndarias, quando menor os valores de
Delta G, mais espontaneamente acontecera em uma reacao quimica. Analisando os valores de Delta
G (AG) de self-dimeros, houve uma variacdo de -4.41 a -9.75 kcal.mole-1. Nesta avaliacdo, esperava-
-se encontrar valores que fossem maiores que -10 kcal.mole-1 e, todos os primers obtiveram esses
resultados com o que garante maior chance de n&o ocorrer formagdo inespecificas e esse parametro
esta de acordo com o descrito por Ingh e Kumar (2001).

0 nosso trabalho também avaliou a formacg&o e estruturas segundarias que sdo conhecidas
como Dimers. Estruturas secundarias de primers podem reduzir a eficiéncia da PCR. Nosso al-
goritmo, como os de muitos programas existentes de projeto de primers, seleciona a autocom-
plementaridade do primer, que é o mais importante determinante para estruturas secundarias.
A formacdo dessa estrutura esta relacionada com a espontaneidade de formagdo como descrito
anteriormente com a energia livre de Gibbs. E os valores encontrados estavam de acordo com o
trabalho de Wang e Seed (2003).

E imprescindivel um bom desenho de primer no diagnéstico molecular, pois estes necessitam ser espe-
cificos para detectar o gene de interesse, diminuindo a possibilidade de amplificagdo de regides inespeci-
ficas e a formagdo de estruturas secundarias que interfiram em alguma etapa da anélise dentro da reagéo.

5 CONCLUSAD

O desenvolvimento in silico de primers vem sendo utilizado frequentemente para estudos mole-
culares. Por meio das ferramentas de bioinformatica é possivel obter resultados que possam garantir
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a eficiéncia na construgdo de primers na amplificagdo de sequéncias de DNA, diminuindo assim a
probabilidade de erros que possam interferir na Reagdo em Cadeia da Polimerase.

A vasta disponibilidade de dados nos bancos de dados auxilia na escolha das regides que se pre-
tende estudar, garantindo autonomia, economia de tempo e de recursos laboratoriais para o pesqui-
sador. Com os resultados obtidos é possivel ter uma base de parametros que podem ser utilizados em
futuras pesquisas cientificas que envolvam o desenvolvimento in silico de primers, principalmente
para fins de diagnéstico molecular de doencas.

Assim, o estudo por meio de ferramentas de bioinformatica mostra-se como um importante
recurso que visa facilitar a busca e disseminagdo cientifica para anélise de DNA em programas
computacionais disponiveis.
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