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Espelho de Resposta

Pontuacdo de cada Questdo Discursiva conforme Anexo Il do Edital n® 3, de acordo com a
Unidade detentora da vaga.

Espera-se que o candidato, no desenvolvimento do tema, tenha feito consideracdes técnicas
adequadas sobre 0s seguintes pontos:

Questéo 01

Como é de amplo conhecimento na comunidade cientifica, iniciativas de vigilancia gendmica tém sido
extremamente importantes para programas de controle de doencas causadas por virus, como SARS-
CoV-2 e Arboviroses. Recentemente, tem sido demonstrado uma grande plasticidade genémica de
protozoarios parasitos de importancia médica. Em parasitos do complexo Leishmania donovani, este
fenbmeno tem sido observado tanto em isolados de laboratério quanto naqueles de campo. Por
exemplo, foram detectadas alterac6es gendmicas de um mesmo isolado mantido em diferentes
hospedeiros (Dumetz et al., 2017). Além disso, isolados de diferentes regides geograficas possuem
padrdes de diversidade distintos (Franssen et al., 2020) e, em uma mesma area endémica, populacdes
do parasito podem, ao longo do tempo, ser substituidas por outras geneticamente distintas (Valdivia et
al., 2022). Tendo em vista este cenario, responda as questdes abaixo.

1 Discuta como iniciativas de vigilancia genémica envolvendo sequenciamento de nova geracao
(NGS) poderiam contribuir para o programa de vigilancia e controle da leishmaniose visceral
(PVCLV) no Brasil.

2 Descreva brevemente as etapas metodologicas que vocé proporia, desde o isolamento do
parasito de hospedeiros mamiferos até a obtencao de reads NGS.

3 Cite e descreva brevemente duas andlises bioinformaticas que vocé julga serem importantes
para alcancar seus objetivos e em quais etapas do programa de controle elas poderiam ser
aplicadas.

4 O PVCLV do Brasil incorporou acdes de vigilancia e controle em municipios sem registro de
casos autoctones de leishmaniose visceral humana ou canina (Ministério da Saude, 2006).
Discuta o racional desta estratégia e cite trés agdes praticas que vocé proporia para contribuir
para a vigilancia e o controle da LV nessas areas.



Espelho respostas

1- Exemplos de aplicacdes:

Reconstrugdo epidemioldgica para inferéncia de redes de transmissao
Estudo de fluxo génico entre populagBes de diferentes hospedeiros
Redesenho de antigenos aplicados ao diagnostico e a vacinas
Identificagéo de variantes associadas a falhas terapéuticas

Identificacdo de variantes associadas a progresséo da doenca

2- O candidato deve mencionar as técnicas parasitolégicas usadas no isolamento do parasito. Cultivo.
Extracdo de DNA. Andlise de qualidade do DNA extraido. Constru¢cdo das bibliotecas de
sequenciamento. Sequenciamento do DNA por técnicas NGS.

3- Exemplos:

Estudo de genomas de isolados de campo em diferentes contextos, como por exemplo isolados obtidos
de diferentes areas endémicas do pais, ou estudos temporais em uma mesma area. Isolados
associados a resisténcia ao tratamento quimioterapico. Isolados obtidos de pacientes ou cdes com
diferentes evolugdes clinicas.

Analises: filogenéticas/filogenbmicas; estudos de associacdo com diferentes formas clinicas e/ou
resisténcia terapéutica; identificacdo de polimorfismos em antigenos aplicados ao diagndstico e a
vacinas, seguido de redesenho dos antigenos.

4- Racional: Incorporar os estados e municipios sem ocorréncia de casos humanos ou caninos nas
acOes de vigilancia e controle, a fim de evitar ou minimizar os problemas referentes a doenca em novas
areas.

Possiveis a¢8es préticas:

- Levantamento entomoldgico para verificar a ocorréncia de L. longipalpis e/ou L. cruzi, em areas sem
ocorréncia de LV, consideradas vulneraveis, ou seja, vizinhas a areas com registro de casos, que
possuem fluxo migratério intenso ou que fazem parte do mesmo eixo viario de municipios com casos
de LV.

- Inquérito sorol6gico de cdes em &reas receptivas (com ocorréncia dos vetores acima citados).

- Em céo reativo em area receptiva, confirmar parasitoldgico e espécie de Leishmania circulando na
area.

- Considerando a transmisséo autéctone no céo, realizar busca ativa de cées com suspeita clinica.
- Treinar profissionais para diagnéstico precoce e tratamento

- Desenvolver atividades de educacéo e saude junto a populacéo

- Eutanésia ou tratamento de cdes com diagndéstico positivo com milteforan

- Uso de estatistica e modelagem geoespacial para estimar a probabilidade de uma regido sem casos
autoctones confirmados se tornar um foco de leishmaniose visceral, caso haja a introdugéo do parasito
na regido.



Questéao 02

a)

b)

Fornecer o conceito de sequéncia de insercéo e descrever como é seu mecanismo de insercao
em um genoma; descrever que as sequéncias de insercdo sdo capazes de
corromper/interromper sequéncias génicas da bactéria ao se inserir na regido codificadora de
proteinas de um gene ou na sua regido promotora (ou do seu operon), levando assim ao
surgimento de pseudogenes ou genes com alteracbes em sua expressao génica,
respectivamente; descrever que as sequéncias de insercdo podem também levar a rearranjos
génicos, dele¢Bes e duplicagcbes por mecanismos de recombinagéo que devem ser brevemente
descritos; descrever que outros mecanismos genéticos que contribuem para modulagdo de
conteudo génico em bactérias que nao estao sujeitas a transferéncia horizontal de genes como
a Y. pestis e o complexo M. tuberculosis séo as frameshifts causadas por indels (insercées e
delecdes) e mutacbes sem sentido (do inglés, nonsense) que levam ao truncamento génico e
formacéo de pseudogenes.

Descrever parametros de qualidade normalmente avaliados por software de controle de
qualidade como, por exemplo, FastQC, e como devem ser interpretados. Esses parametros
incluem: presenca de adaptadores, nimero total de sequéncias e bases [em relacdo ao
tamanho esperado do genoma (cobertura)], qualidade da sequéncia por base (escala de
phred), escores de qualidade por sequéncia, percentual de GC, nivel de duplicacdo de
sequéncias, contetdo de N por base, distribuicio do tamanho da leitura, sequéncias
duplicadas, sequéncias super-representadas, matching pairs (no caso de sequenciamento
paired-end), cobertura, dentre outross. Descrever andlises para verificar contaminagdo com
outras bactérias, pelo uso de ferramentas como Kraken, por exemplo. Percentual de leituras
mapeadas contra genoma de referéncia e percentual do genoma de referéncia mapeado.
Trimagem por qualidade, se necessario, com avaliacdo de pardmetros de qualidade antes e
apos a trimagem.

Definir CRISPRI; descrever que CRISPRi usa um sistema de CRISPR-Cas modificado,
explicando o que é a dCas (do inglés, dead Cas, Cas morta cataliticamente); descrever a
necessidade de um RNA guia complementar a sequéncia promotora e/ou codificante do gene
alvo que se deseja reprimir; descrever que ocorre a ligacdo e blogueio da regido alvo pela
dCas, reduzindo ou silenciando a expressdo génica; descrever que € possivel ajustar a
regulacdo génica para os niveis desejados.



