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RESUMO

As moscas tsé-tsés (género Glossing), transmitem ciclicamente protozoarios
patogénicos do género Trypanosoma. Em Africa, existem 11 espécies diferentes de
tripanossomas  patogénicos. Estes tripanossomas causam doengas denominadas
tripanossomoses. Mogambique é um dos 37 paises africanos afectados pelas tripanossomoses
fazendo parte dum vasto teritorio habitado pelas moscas tse-tsés (Glossina spp) vectores da
doenga - o cinturido tse-tsé.

A identificagdo precisa dos tripanossomas ¢ essencial para acessar o risco das
tripanossomoses, € uma das formas de se alcangar este objectivo, ¢ a identificagcdo dos
tripanossomas dentro das moscas tsé-tsés.

A detecgdo e identificagdo de espécies de tripanossomas nas glossinas da Reserva
Especial de Maputo, foi realizada através do uso da Reac¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR). A Reacgdo em Cadeia da Polimerase é uma técnica in vitro que permite a
ampliﬁcaqﬁo de sequéncias especificas de acido desoxinbonucléico (ADN) ou de 4cido
ribonucléico (ARN), a sua caracteristica mais importante ¢ a capacidade de amplificar
exponencialmente copias de ADN a partir de pouca quantidade de material.

Duzentas e uma Glossinas foram capturadas através de armadilhas de captura ¢ de
ronda de carro. A espécie de glossina predominante encontrada foi G. brevipalpis (186) € a
outra espécie foi G. austeni (15). As 201 glossinas foram utilizadas para a detecgdo ¢
identificagdo dos tripanossomas com primers [TS1 ¢ffbr. A PCR permitiu a identificagdo de
15 das glossinas infectadas, sendo 14 (2 fémeas e 12 machos) da espécie G. brevipalpis ¢ 1
(fémeas) da espécie G. austeni.

A taxa de infec¢do das glossinas da R.E.M. por tripanossomas foi de 7.5% para G.
brevipalpis € 6.7% para G. austeni. A taxa de infecglo para as duas espécies de glossinas foi
de 7.46%. As espécies de tripanossomas encontradas foram T. brucei brucei (66.7%) e T.

vivax (33.3%).
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Detecefio e ldentificagfio molecular de tripancssomas nas glossinas dn Reserva Especial de Maputo.

1. INTRODUCAO

Os tripanossomas s30 protozoarios parasitas, que tém como organelos
caracteristicos um cinetoplasto e um flagelo. Eles pertecem ao género Trypanosoma,
ordem Kinetoplastida (Connor, 1994). Os tripanossomas s3o os parasitas mais
importantes dos pontos de vista médico e veterinario, por incluirem os agentes causadores
da doeng¢a do sono (7rypanosoma gambiense ¢ T. rhodesiense) e os que afectam os
animais domésticos (T. vivax, T. congelense, T. brucei, T. simiae, T. suis). As doengas
causadas pelos tripanossomas ao homem e aos animais sdo num geral denominadas
tripanossomoses (Connor, 1994). As tripanossomoses sdo doengas fatais, que tem como
vector principal, as moscas do género Glossina vulgarmente conhecidas como moscas
tsé-tsés (Itard, 1989; Connor, 1994). Estas moscas, ingerem os tripanossomas durante a
sua refeigdo de sangue em animais selvagens ou domésticos infectados. Os tripanossomas
multiplicam-se intensivamente e completam o seu ciclo de vida a nivel do tracto digestivo
das moscas de acordo com cada espécie (Itard, 1989). As moscas distribuem a doenga
para novos hospedeiros quando se alimentam novamente (Connor, 1994; Nagel, 1995).

As moscas tsé-tsés distribuem-se ao longo do vasto territério — o cinturdo tse-tsé
(Africa sub-sahariana entre as latitudes 14° N e 29° Sj, (Uilenberg, 1998; OIE, 2004).
Mogambique, faz parte desta area, tendo cerca de 75% do seu territério habitado por
Glossina spp (Jamal et al., 2005). A regido sul de Mogambique, e em particular o distrito
de Matutuine onde a Reserva Especial de Maputo (R.E.M.) encontra-se inserida, constitui
uma area onde as moscas tsé-tsés habitam como continua¢do da mancha do KwaZulu-
Natal na Africa do sul (Sigatque et al., 2000). Em 2000, Sigatque ef al., detectaram a
presenca da Glossina brevipalpis e da Glossina austeni no distrito de Matutuine €
identificaram em sangue de bovinos, tripanossomas das espécies T. congolense, T. vivax
e T. brucei.

Os animais sclvagens como o kudo, bufalo, elefante ¢ rinoceronte formam o
maior reservatorio de infecgdes tripanossomicas ¢ sdo frequentemente uma fonte
princibal de refeigbes sanguineas, e consequentemente de tripanossomas para as tsé-tsés
(Connor, 1994). '
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Transmitindo as tripanossomoses, as glossinas contribuem para a redugfo drastica
do numero de cabecas de gado disponiveis, € a0 mesmo tempo para a morte de animais
que sdo usados como forga de trabalho, reduzindo assim, a capacidade dos agricultores de
arar a terra e de abrir novas machambas (OAU, 2001). A FAO, estima que todos os anos
as tripanossomoses causam aproximadamente trés mithdes de mortes, a0 mesmo tempo
que s3o administrados aproximadamente 35 milhdes de doses de drogas tripanocidas para
proteger o gado em dareas afectadas pelas glossinas. Foi calculado que devido as
tripanossomoses, 10 000 animats morrem todos os dias e outros 700 000 s8o abortados
em cada ano (Pereira de Almeida et al., 1998).

O estudo da epidemiologia da tripanossomose ¢ um factor essencial e
determinante, no mapeamento das zonas afectadas e permite desenhar actividades e
metodologias de controle apropriadas para cada regifio (Picozzi et al., 2002).

Em Africa, as técnicas parasitoldgicas de diagndstico de tripanossomas, vem
sendo substituidas por técnicas moleculares, em estudos epidemiologicos. A técnica de
PCR (reacgdio em cadeia da polimerase), ¢ a técnica molecular de escolha para
identificagdo de tripanossomas em animais ¢ em moscas (Rodrigues, 2006). Ela tem sido
muito utilizada, por ser sensivel ¢ especifica, permite detectar animais infectados com

baixa parasitémia (Desquesnes, M. & A. Davila, 2002).

Tese de Licenciatura Mariamo jaime Machado




Deteccdo e [dentificacdio molecular de tripanossomas nas glossinas da Reserva Especial de Maputo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tripanossomose

2.1.1. Etiologia

Os tripanossomas s3o microorganismos pertencentes ao reino Protista, filo
Protozoa, sub-filo  Sarcomastigophora,  superclasse = Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Cinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma (Connor & Van Der Bossche, 2004). O género Trypanosoma ¢ dividido em
duas sec¢des, a Stercoraria € a Salivaria, as quais diferem no seu modo de transmisséo
{Connor, 1994), sendo a transmissdo feita por contaminagdo ¢ picada respectivamente.

Os tripanossomas da secg@o Stercoraria desenvolvem-se na regido posterior do
intestino da mosca tsé-tsé, as formas infeciosas s@o depositadas nas fezes da mosca que as
transporta e infectam o mamifero hospedeiro por contaminagio ¢ penetragéo através da
pele. Os tripanossomas da secgdo Saliviria desenvolvem-se ciclicamente nas zonas
intermédias do tubo digestivo da mosca tsé-ts¢ que os transporta, € sdo transmitidas ao
mamifero hospedeiro por intermédio de armaduras bucais especializadas, que penetram
na pele do hospedeiro durante a refeigio de sangue (Connor, 1994). Em Africa, os
tripanossomas patogénicos que causam doengas ao homem € aos vertebrados pertencem a
sec¢do Salivaria (Boyt, 1991; Connor, 1994). Em consequéncia da sua patogenicidade e
da sua complexa ¢ fascinante biologia, os tripanossomas da secgdo Salivaria foram, e
continuam sendo, objectos de intensiva pesquisa (Connor, 1994).

Segundo Boyt (1991), os tripanossomas da sec¢do Salivaria estdo distribuidos em
trés subgéneros: Duttonella, Trypanozoon, Nannomonas (Tabela 1). A colocagdo de uma
espécie de tripanossoma em um determinado subgénero ¢ determinada pela sua
morfologia diferencial e pelos locais onde estes se desenvolvem nas glossinas (Mulligan,
1970). Assim, O subgénero Duttonella € representado por formas monomoérficas nas
quais um flagelo livre estd sempre presente, o cinetoplasto é grande e usualmente
terminal e o seu desenvolvimento dentro das glossinas ocorre apenas na proboscide. O
subgénero Nannomonas ¢ representado por formas pequenas, sem flagelo livre, com

cinetoplasto de tamanho médio tipicamente marginal e o seu desenvolvimento dentro das
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glossinas ocorre no intestino médio ¢ na probdscide. O subgénero Trypanozoon €
representado por formas polimdrficas, com ou sem flagelo livre, cinetoplasto pequeno e
subterminal e o seu desenvolvimento dentro das glossinas ocorre no intestino médio e nas

glandulas salivares (Mulligan, 1970).

Tabela 1. Classificagdo dos principais tripanossomas patogénicos africanos segundo

Boyt, (1991).

Subgénero Grupo Espécie
Dutonella vivax T. vivax

T. congolense

Nannomonas congolense -
T. simiae

T. brucei

T. rhodesiense
Tripanozoon  Brucei T. gambiense

T. evansi

T. equiperdum

2.2, Morfologia basica dos tripanossomas

Embora cada espécie de tripanossomas apresente a sua morfologia diferencial,
num geral eles sdo estruturalmente semelhantes. O parasita (figura 1) consiste numa tnica
célula (unicelular), variando o seu tamanho entre 8-40um. Os tripanossomas sdo planos,
alongados e terminam em forma de filamento, diminuindo gradualmente de didmetro. A
membrana, a camada mais exterior do citoplasma, € mais densa que o restante e €
suficientemente flexivel para conservar uma forma definida, mas permitindo a0 mesmo
tempo um certo grau de movimento do corpo. Ao longo do comprimento, a membrana € o
citoplasma sdo comprimidos para cima formando uma por¢do fina de tecido denominada
membrana ondulante, sendo a sua margem exterior percorrida pela fibra flagelar que

pode, nalgumas espécies ou tipos, continuar para além da estremidade anterior do corpo
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Detecglio ¢ Identificaciio motecular de tripanossomas nas glossinas da Reserva Especial de Maputo,

em forma de chicote, como flagelo livre (Boyt, 1991; Connor, 1994; Connor & Van Der

Bossche, 2004).

Oaduiante;

Fig. 1: Caracteristicas morfolégicas dos Trypanosoma.
Fonte: Uilenberg (1998).

2.3. As moscas tsé-tsés (género Glossina)

As tsé-tsés (género Glossina) so moscas dipteras, hematéfagas, que agem cOmo
s das vérias espécies de Trypanosoma na Africa sub-Sahariana (Connor, 1994;
existem cerca de 22 espécies de glossinas, algumas das quais
por causa de pequenas, mas constantes

vectore:
Malele et al., 2003), onde
sio ainda subdivididas em sub-espécies,
diferencas anatomicas (Pollock, 1991). Estas espécies de glossinas encontram-se
pos: Morsitans, Palpalis e Fusca. Em Mogambique ocorrem

distribuidas em trés gruj
apenas dois grupos, 0 Morsitans ¢ o Fusca (Sigauque ¢ Jamal, em comunicagdo pessoal,

2007).

Uma
caracteristicas distintivas, (figura 2): a dobra das asas por cima do abdomén quando a

mosca esté em repouso, com a aparéncia de uma tesoura fechada; uma proboscide longa;
Mariamo jaime Machado 2007 6

Glossina adulta é semeihante a uma mosca doméstica, mas apresenta quatro
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Detecghio e IdestificagRo motecular de tripanossomas nas glossinas da Reserva Especial de Mapato.

uma célula em forma de machado nas asas € aristas nas antenas com pélos que se

ramificam (www. wikipedia.com.br).

Fig. 2. As quatro principais caracteristicas distintivas das glossinas: Asas em repouso (A), proboscide fonga

(B), célula em forma de machado (C) ¢ aristas nas antenas (D).

Fonte: www.wikipedia.com.br

As moscas tsé-tsés sio endémicas do continente africano (Itard, 1989), elas

expandem-se por cerca de 10 milhdes de Km’, (1/3) do ¢
37 paises (Itard, 1989; Boyt, 1991; Connor, 1994), (figura 1, do anexo Al). Em
gura 2, anexo A2) existem quatro espécies de glossinas: Glossina

pallidipes, Glossina austeni, Glossina brevipalpis e na

ontinente, numa que compreende

Mogambique (fi
morsitans morsitans, Glossina
particularmente no distrito de Matutuine, onde a Reserva Especial de

regido sul do pais,
i e G. brevipalpis

Maputo esté inserida, as espécies de glossinas existentes sdio G. austen

(Sigatque ef al., 2000). A G. austeni ocorre desde o rio Rovuma até ao rio Maputo, sendo

o seu principal habitat as florestas densas, os bosques perenes € os tufos isolados ao longo
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Detecgiio ¢ Identificaciio molecular de tripanossomas nas glossinas da Reserva Especial de Maputo,

de um raio de distribuig¢do de cerca de 200 Km da costa. A G. brevipalpis ocorre na zona
costeira com floresta densa, particularmente na Reserva de Maputo (Sigatque ¢ Jamal,

em comunicagdo pessoal, 2007).

2.3.1. Localizacio dos tripanossomas nos érgiios das moscas tsé-tsés.

Existem diferengas importantes na localizag@o dos tripanossomas dentro do vector
durante o seu desenvolvimento (figura 3, anexo A3).

As glossinas ingerem os tripanossomas do sangue, ou da linfa, ao se alimentarem
em um hospedeiro infectado, em seguida, os tripanossomas perdem a camada superficial
glicoprotéica e, no caso do T. brucei ¢ T. congolense, tornam-se alongados e
multiplicam-se no intestino médio antes de migrarem para as glandulas salivares (7.
brucei) ¢ para a proboscida (7. congolense). Nessa altura, sofrem uma transformagdo,
perdendo a forma tripanossomica tipica, ou tripomastigota, € adquirem uma forma
epimastigota. Ap6s a multiplicagdo dos epimastigotas, transformam-se novamente em
pequenas formas tripomastigotas, envoltos por uma camada superficial glicoprotéica. Sdo
essas as formas infectantes para o proximo hospedeiro e sdo denominadas tripanossomas
metaciclicos. Todo o processo dura no minimo, duas ou trés semanas € os tripanossomas
metaciclicos sdo inoculados no novo hospedeiro quando a mosca tsé-tsé€ se alimenta. Com
o T. vivax, ocorre um processo semelhante de desenvolvimento ciclico, excepto que o
mesmo se da inteiramente no interior da probdscida (Connor, 1994; Connor & Van Den

Bossche, 2004).

24. Epidemiologia da tripanossomose

A epidemiologia ¢ o estudo das doengas de uma populagdo ¢ dos factores que
determinam a sua ocorréncia. A epidemiologia das tripanossomoses animais africanas
esta intimamente relacionada com os habitats da mosca tsé-ts¢ (Connor, 1994, Connor &
Van Den Bossche, 2004), pois os ciclos de transmissiio dos tripanossomas ocorrem ao

longo dos 10 milhdes de Km? infestados por este vector (Cornor, 1994).
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Os factores que potenciam o caracter epidemioldgico das tripanossomoses sdo:

A existéncia de um elevado nimero de animais selvagens hospedeiros
tripanoresistentes, que constituem um enorme reservatorio de tripanossomas para
as glossinas (Connor, 1994);

O facto de as glossinas, uma vez infectadas, permanecem assim por toda a sua
vida, ¢ formarem também elas um reservatério de infecgdes. (Connor, 1994),

A variagdo antigénica, pois a instabilidade de certos antigenos dos tripanossomas
nos animais infectados limita o progresso na imunidade a tripanossomose. E os
antigenos variaveis incluem aqueles que podem estimular a produgdo de

anticorpos de protecgdo (Mulligan, 1970).

2.5. Taxas de infecgiio de glossinas por tripanossomas

Segundo Itard (1989), as taxas de infecgdo correspondem A percentagem de
glossinas infectadas por tripanossomas dentro de uma populagdo. As taxas de infecgdo

dependem dos seguintes factores:

(i) Capacidade vectorial da Glossina — Que consiste na capacidade da glossina
em ser infectada, em permitir o desenvolvimento completo das formas
infeciosas dos tripanossomas e em transmiti-las (Itard, 1989).

(ii) A espécie de Glossina ¢ a espécie de Trypanosoma — As taxas de infecgio de
glossinas sdo baixas para as espécies de Trypdnossoma que apresentam ciclos
de desenvolvimento complexos e altas para as espécies de Trypanossoma com
ciclos de desenvolvimento curtos (Itard, 1989).

(iii)O nimero de refeicdes e a idade das moscas — Depois da primeira refeigéo,
os tripanossomas podem facilmente penetrar a membrana peritréfica, dado
que em moscas jovens estas ndo alcangaram ainda a consisténcia ¢ tamanho
definitivos. As glossinas adultas sdo pouco infectadas por algumas espécies de

Trypanosoma, porém elas podem apresentar altas taxas de infecgdo, dado que
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tiveram mais oportunidades do que as jovens de se alimentar em varios
hospedeiros infectados por diferentes espécies de Trypanosoma.

(iv) A estagdo do ano — Durante a estagdo chuvosa, as glossinas tém uma
actividade maxima, com longos periodos de vida, devido as condi¢es de
temperatura ¢ humidade favoraveis. Estas condigdes conduzem a uma redugio
do ciclo de desenvolvimento dos tripanossomas ¢ a um aumento na
infectividade. Durante a estagdo quente, embora as altas temperaturas
aumentem a infectividade dos tripanossomas e encurtem o seu ciclo de
desenvolvimento, elas sdo desfavordveis para as glossinas, cuja populagdo
torna-se menor, jovem ¢ mais localizada. Elas podem, porém, mostrar altas
taxas de infecgdo dependendo da disponibilidade dos hospedeiros infectados
(Itard, 1989).

2.6. A PCR na epidemiologia da tripanossomose

A sigla PCR, significa Polymerase Chain Reaction, que em portugués seria
reacgdo em cadeia da polimerase (Saiki et al., 1985, White et al., 1989, Griffith et al.,
1992). A PCR ¢ uma técnica que torna possivel a amplificagio exponencial in vitro de
um fragmento particular de ADN, para o qual cerca de 18 a 30 pb da extremidade da
sequéncia sdo conhecidos (Desquesnes e Davila, 2002; Hartl & Jones, 2006), permitindo
obter grandes quantidades desse fragmento por replicagdo selectiva (Hartl & Jones,
2006). A PCR foi tornada possivel devide & descoberta de uma ADN polimerase
resistente a temperatura, a Tag polimerase, uma polimerase originalmente isolada da
bactéria termofila Thermus aquaticus (Dobbelaere & Roditi, 1996; Desquesnes & Davila,
2002; Hartl & Jones, 2006). Na PCR sido utilizados primers ou iniciadores, estes sdo
oligonucledtideos sintéticos que devem ser complementares as sequéncias de
nucleétideos nas extremidades do segmento de ADN alvo, para poderem flanqued-lo. Um
dos primers deve ser complementar a extremidade 3" da fita anti-senso — o primer adiante
(Forward) — enquanto o outro primer — o primer reverso (Reverse) — deve ser

complementar a extremidade 3° da fita com senso (Darbre, 1999, OIE, 2004).
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Apos 30 a 40 ciclos de PCR, o ADN ¢ amplificado aproximadamente 270 milhdes
de vezes, ¢ o produto resultante pode ser visualizado num pgel de agarose, ou
poliacrilamida, depois de corado com brometo de etidio ¢ exposto a luz ultra-violeta. O
tamanho especifico do produto da PCR ¢ avaliado por migragdo simultanea do marcador
de peso molecular € do controle positivo. A falha num dos reagentes da PCR ¢ avaliada
pela utilizagdo de um controle positivo que, por isso, deve ser corrido sistematicamente
com as amostras a testar (Desquesnes e Davila, 2002). O controle negativo deve também
ser corrtdo sistematicamente com as amostras pois ndo ¢ possivel identificar uma
contaminagdo quando esta ocorre numa amostra individual, sé € possivel identificar uma
contaminagdo quando o controle negativo aparece positivo (Desquesnes ¢ Davila, 2002).

Os pnmeiros desenvolvimentos da PCR, para identificagdo de tripanossomas,
foram publicados por Moser et al. em 1989, (Desquesnes & Davila, 2002), e tem aberto
grandes e extensivas possibilidades de detecgdo de parasitas e de patégenos em geral
(Dobbelaere & Roditi, 1996).

Ja foram desenvolvidos primers para os principais tripanossomas patogénicos:
Trypanozoon (Masiga et al., 1992), T. vivax (Masiga et al., 1992), T’ evansi (Artama et
al., 1992 citados por Desquesnes & Davila, 2002), T rypc'znosoma simiae, T. congolense
tipos savannah, forest, e Kilifi (Masiga et al.,, 1992), T. godfreyi (Masiga et al., 1996) ¢
Trypanosoma cruzi (Diaz et al., 1992 citados por Desquesnes & Davila, 2002).

Um grande niumero de temas importantes, epidemiologicos tem sido discutido
com base na aplicagdo da PCR para o problema da tripanossomose animal. Estes incluem
(i) a estrutura da populagdo de tripanossomas, (7i) as interac¢des dos tripanossomas com
as moscas tsé-tsés nos diferentes ecossistemas, (7ii) a caracterizagdo dos tripanossomas
nas infec¢des naturais do gado colocado sobre diferentes sistemas de maneio, (iv) as
respostas da populagdo de tripanossomas a drogas terapéuticas admistradas a animais
infectados experimentalmenfe, (v) o monitoramento do gado e dos vectores para a
presen¢a dos tripanossomas durante os programas de controle da tripanossomose, (vi} o
acesso ao desafio dos tripanossomas aos animais selvagens localizados nos parques
nacionais ou areas de conservacdo, (vii) a deteccdo de infecgbes mistas € o acesso a

extensdo da expansdo dos tripanossomas infecciosos 20 homem na populagdo reservatéria
(Eisler et al, 2004).
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2.6.1. Alvos da PCR para a deteccdio de tripanossomas

As regiGes ITS 1 ¢ ITS 2 (Internal Transcribed Spacer 1/2) do ADN nbossomal
sdo os alvos apropriados para o diagnéstico dos tripanossomas baseado na PCR. O uso de
primers desenvolvidos para a regidio ITS permite um diagnéstico multi-espécie-especifico
utilizando uma unica PCR (Desquesnes e Davila, 2002; Njirru e al. 2005). Estas regides,
nos parasitas, constituem marcadores genéticos para a diferenciagdo inter-especifica
porque sdo intra-especificamente muito conservadas (Desquesnes € Davila, 2002; Njirru
et al. 2005) e correspondendo a sequéncias de multiplas repetigdes tandem (Desquesnes €
Davila 2002).

A regido ITS1 tem usualmente 300-800 bp de comprimento, o qual varia com a
espécie, porém presume-se que seja constante dentro de cada espécie (Desquesnes et al.,
2001). A evolugdo tem indicado que os seguintes taxa de tripanossomas podem ser
identificados através de um unico PCR (ITS) (mesmo no caso de mistura de ADN espécie
especifico): T. vivax, T. theileri, T. simiae, Trypanozoon, T. congolense savannah, T.
congolense forest e T. congolense Kilifi. Todas as espécies de Trypanozoon ddo o mesmo
tamanho de produto ITS (Desquesnes et al., 2001).

O uso de primers para a regido ITS1, no diagndstico, € trés vezes mais barato do
que o uso de primers espécie-especificos classicos, dado que o nimero de reagdes
requeridas para éada amostré € réduzido a ﬁma Unica reagdo (Desquesnes e Dévila 2002).
Adicionalmente, o uso destes primers pode levar a identificagio de espécies de
tripanossomas n#o esperadas, especialmente em hospedeiros selvagens, em vectores € em
amostras de campo (Desquesnes ¢ Davila 2002).

A aplicagdo da PCR oferece uma ampla gama de ferramentas € metodologias
para o empreendimento das analises epidemiolégicas da tripanossomose (Hide & Tait,

2004).
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3. OBJECTIVOS
3.1. Geral

- Detectar, e identificar, molecularmente, pelo método de PCR, espécies de

Trypanosoma nas glossinas da Reserva Espectal de Maputo.

3.2. Especificos

Capturar e identificar as espécies de Glossina na Reserva Especial de Maputo.

- Identificar as diferentes espécies de Trypanosoma encontradas nas glossinas da

Reserva Especial de Maputo.

Determinar as taxas de infecgdo das glossinas por tripanossomas.
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Deteecfio ¢ Identifica¢do molecular de tripanossomas nas glossinas da Reserva Especial de Maputo.

4. AREA E LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO
4.1. Area de estudo

Reserva Especial de Maputo. Esta situada no extremo sul de Mogambique, na
margem direita do rio Maputo, ocupando uma extensdo de cerca de 800 Km®. Dista 77
Km da cidade de Maputo, via Catembe, € 117 Km, via Boane (Tello, 1973) , como ilustra
a figura 4 do anexo B1.

O clima da regido ¢ caracterizado por ter um verdo quente € chuvoso (Outubro-Margo) e
um inverno frio e seco (Abril-Setembro). A precipitaggo varia de 690 a 1000 mm (Ntumi,
2002). A temperatura média anual ¢ de 22,6 °C (Haandrikman, 1998).

Segundo Van Wyk (1994), a R.E.M faz parte do centro de endemismo de Maputaland, e é
rica em biodiversidade animal e vegetal, ocorrendo nela cerca de 100 espécies de plantas
vasculares, cerca de 14 espécies de mamiferos, 23 espécies de répteis ¢ 7 espécies de
peixes de agua doce (DNFFB, 1997). Podem ser encontrados na Reserva, para além de
elefantes e hipopotamos, algumas espécies de antilopes como a Nyala (Tragelaphus
angasii}, Imbabala (Tragelaphus scriptus), Chango (Redunca arundinum), Cabrito
Vermelho (Cephalophus natalensis) e Cabnto-cinzento (Sylvicapra grimmia), Chipene
(Raphicerus campestris) e Cabrito-Chengane .(Neotragus moschatus), (Hatton et al., 1995
citados por Haandrikman, 1998).

A vegetacdo (figura 5, do anexo B2) da R.E.M ¢ constituida principalmente por seis
comunidades vegetais: mangais, vegetagdo dunar, planicies de gramineas, florestas,

florestas abertas e vegetagdo nbeinnha (De Boer et al., 2000).

4.2, Local de Realizacfio do estudo

Centro de Biotecnologia da UEM. Esta situado na Faculdade de Veterinaria, Av.

de Mogambique Km 1.5, em Maputo.
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. MATERIAL E METODOLOGIA

5.1. Material

5.1.1. Material de captura e identifica¢do das glossinas

Armadilhas Epsilon
Frasco de odor
Odor (acetona)
Lupa

Ficha de registo
Lapis para registo
GPS

Pilhas para GPS

Catana

5.1.2. Material de laboratério e equipamentos

Tubos eppendorf Bisturi

Tubos falcon Maquina fotografica digital
Micropipetas de  volumes Luvas

variados Fluxo laminar com luz U.V.
Banho-maria Termociclador iCyclerBIORAD®
Balanga de precisio Equipamento de electroforese
Centrifuga Material de vidro de laboratorio
Trans-lluminador UV Papel de aluminio

Lamparina Espectofotometro
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5.1.3. Reagentes

Alcoois
Etanol a 70%
Etanol a 100%

Fenol-cloroformio-isoamil

Enzimas
Proteinase

Tag polimerase

Outros

Agarose Invitrogen ™™

Solugdes salinas
NaCl a 6M
MgCl,

SDS

Acetato de sodio

Tampdoes
PBS
TE

Nucleétideos (sintéticos)
Marcadores de peso molecular

Primers (Tabela 1)
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Tabela 2. Primers ou oligonucleotidos

Tamanho do
Primer Sequéncin-5'a Y’ Espécie produto {pb) Referéncin
T. congolense tipo forest 710

T. congalense tipo savannah 700
T. congolense tipo kilifi 650
Sub-grupo Trypanozoon 480
CCGGAAGTTCACCGATATTG
TTGCTGCGTTCTTCAACGAA | T. simiae. 400 Njirru et al,
2005

T. simige tsavo. 370

T. godfreyi. 300

T. vivax . 250

5.2. Metodologia

5.2.1. Captura das Glossinas

As Glossinas foram capturadas na R.EM., com o auxilio de armadilhas "'Y""
(figuras 6, anexo C1) e através de ronda de carro, segundo o método descrit/o por Pollock
et al., 1991. As armadilhas foram montadas dentro da R.E.M. Usou-se uma catana para
limpar os locais onde as armadilhas foram colocadas, as coordenadas dos locais foram
registadas com a ajuda de um GPS ¢ anotadas na ficha de registo (tabela 1, anexo C2). As
armadilhas consistiam numa armacdo de 5 ferros rodeada por um pano azul, com um
frasco com acetona dentro, para atrair as moscas, € uma garrafa plastica no topo, local
onde as moscas ao entrar em, ficavam presas. Todas as glossinas capturadas foram
conservadas em tubos de eppendorf contendo etanol a 70% ¢ levadas para o Centro de

Biotecnologia da UEM (CB-UEM).
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5.2.2. Identificaciao das Glossinas

Todas as glossinas capturadas foram enumeradas de um em diante para facilitar a
etiquetagem e controle. A identificagdio das espécies de Glossina foi feita através da
observagdo das caracteristicas morfolégicas distintivas, com ajuda de uma lupa, €, na

mesma altura, identificou-se 0 sexo.

5.2.3. Extrac¢io de ADN

Para a extracgdo de ADN, seguiu-se o protocolo de D'Oliveira et al., 1997

{anexo E).

5.2.4. Quantificacdo do ADN

Apds a extracgdo, fez-se a quantificagdo do ADN no espectofotémetro, para
verificar a pureza do ADN extraido. Seguiu-se o protocolo descrito por Darbre, 1999
(anexo F). Considerou-se puro o ADN cuja razéo no espectrofotémetro encontrava-se no
intervalo entre 1.7 e 2.0. Abaixo deste intervalo- contaminagido por ARN e acima deste-

contaminagdo por proteinas.

5.2.5. PCR para a amplificagido do ADN dos tripanossomas

A PCR foi feita segundo o descrito por Njiru ef al., 2005, com modificagdes nas
condigdes da PCR, com o objectivo de aumentar a qualidade das bandas de ADN obtidas.
Assim, houve alteragdo da concentragdo do cloreto de magnésio, passando esta de 2 mM
para 2.5 mM por reacgdo, ¢ alterou-se também o numero de ciclos da PCR de 35 para 38

ciclos.
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Primers . ITS1 cf (Forward); ITSI br (Reverse)

» Mistura da reaccgiio
Cada reacgdo tinha um volume total de 25 pl, sendo 23 pl da mistura de reacgio €

2 ul de ADN. As concentragdes finais dos reagentes eram: Ix tampdo de PCR, 200uM
dNTPs, 2,5 mM MgCly, 1uM de cada primer, 0.5U/pl Tag-polimerase. As reacgdes
decorreram nas condi¢des descritas na Tabela 3. Incluju-se em cada grupo de reacgao, os
controis negativo (reacg¢do sem ADN, com agua no lugar deste) e positivo (reac¢do com

ADN conhecido positivo).

Tabela 3: Condi¢des da PCR para amplificagio da regido ITS1.

Etapa Objectivo Temperatura Tempo N°de Ciclos
Desnaturagdo inicial 94 °C 5 min 1
Desnaturagédo 94 °C 40 s
Pareamento ou anneling 65 °C 40s 38
Extensao 72 °C 50s
Extensdo final 72°C 10 min ]

5.2.6. Electroforese dos produtos da PCR

Todos os produtos das PCR's, incluindo os controis negativo € positivo € os
marcadores de peso molecular, foram revelados por electroforese em gel de agorose a 1
%, em tampao TBE lx (0.1M tris-base, 0.1M acido bérico, 0.005M EDTA, pH 8.3), na
presenga de brometo de etidio a 0.5 pg/ml. Para a corrida, 10ul do produto da PCR foram
misturados a 2 pl de azul de bromo fenol 6x, como tampao de “carregamento”, e o TBE
1x fol também usado como tampdo de “corrida”. A corrida electroforética decorreu a 100
volts por 45 minutos. O gel foi examinado no trans-iluminador UV ligado ao computador
com o programa Quantity One, para visualizagdo das bandas e as imagens foram

gravadas no computador. O resultado foi considerado positivo quando para cada amostra
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as bandas visiveis no gel, ap6s a electroforese, apresentassem o peso molecular esperado,

ou proximo do esperado, admitindo-se variagdes até 15 pb.

5.2.7. Analise dos resultados

Calculou-se a taxa de infecgdo das glossinas por tripanossomas, esta foi 0 niimero

total de glossinas com infecgGes tripanossémicas sobre o numero total de glossinas:

onde: TI-taxa de infecclo
N°Gi — numero de glossinas com tripanossomas

NtG — numero total das glossinas
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6. RESULTADOS

6.1. Captura das glossinas

Foram capturadas duas espécies de glossinas, Glossina austeni € Glossina
brevipalpis pela estudante na REM. A média geral de captura diria foi de 25
glossinas/dia. Foi capturado um nimero total de 201 glossinas (figura 3), destas, 186
(92.54%) eram da espécie Glossina brevipalpis, € 15 (7.46%) eram da espécie Glossina

austeni. O nmimero total de machos foi de 166 (82.59%) o total das fémeas foi de 35

(17.41%).

200+
180
160/
140

N° de 120

. 00
glossinas 80.
60

G. brevipalpis G. austeni
Espécies de Glossinas

Fig. 3. Namero total de glossinas capturadas por espécie.
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6.2. PCR com primers ITS1 cf/br

Das 201 glossinas analisadas, 15 estavam infectadas por tripanossomas (tabela 4),
dando uma taxa de infec¢do de cerca de 7.46%, as restantes 186 foram negativas.

Das 15 (7.46%) glossinas infectadas, apenas duas espécies de tripanossomas
foram identificadas 10 Trypanosoma brucei brucei (66.7%) e 5 Trypanosoma vivax

(33.3%).

Tabela 4. Espécies de tripanossomas identificadas através da PCR.

Espécie esperada de acordo Tamanho da N° total de Espécies identificadas
com ITS1 banda ITS1 amostras por PCR

T. congolense tipo forest 710 201
T. congolense tipo savannah 700 201
T. congolense tipo kilifi 650 201
Sub-grupo Trypanozoon 480 201
T. simiae 400 201
T. simiae tsavo 370 201
T. godfreyi 300 201
T. vivax 250 201
Total

A maioria das glossinas positivas foi da espécie G. brevipalpis (14; 93.3%), duas
fémeas e doze machos e da espécie G. austeni (1; 6.7%), uma fémea, perfazendo um total

de trés fémeas e 12 machos positivos (tabela 5).
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Tabela 5. Glossinas positivas, espécies de glossinas.

Cédigo Espécie de Sexoda  Espécie de
da Glossina Glossina Trypanosoma

Glossina detectada
3 - Gb
39 Gb
73 Gb
87 Gb
110 Gb
115 Gb
124 Gb
126 Gb
128 Gb
142 Gb
144 Gb
176 Ga
179 Gb
196 Gb
198 Gb

nmZZTWMTETEREIZEZEE™

Gb, Glossina brevipalpis; Ga, Glossina austeni: Tv, T. vivax; Typ, Trypanozoon

As figuras 4 ¢ 5, sdo exemplos de geis de agarose para as amostras que

apresentaram resultado positivo. Todos os controis, tanto 0§ positivos como os negativos,

apresentaram os resultados esperados.

600pb
100pb

(W ® [(Biw(m[*[7]

Fig. 4 Gel da agarose para algumas das amastras positivas. Note-se as amostras 74,75, 76 ¢ T

apresentam-se negativas, e que a banda da amostra 3 apresentou-se ténue. A banda mais leve do marcador

de peso molecular (M) tinha um peso de 100 pb.
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'E M;

Fig. 5. Gel da agarose para algumas das amostras positivas. Note-se que as amostras 129, 130, 194, 195

foram negativas e que a banda da amostra 198 apresentou-se ténue. A banda mais leve do marcador de peso

molecular (M,) tinha o peso de 500 pb.

A figura 6 abaixo, mostra o resultado do gel com todas as amostras positivas.

i_u.]:l.w'l'uIlsv'inolns‘migu,lmiua]m;m;m{m;mimg

Fig. 6. Gel da agarose para todas as amostras que foram positivas. A banda mais leve do marcador de peso

molecular (M, )} tinha um peso de 100 pb e a do marcador de peso molecular (M,) tinha o peso de 500 pb.
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7. DISCUSSAO

7.1. Glossinas capturadas

Do total de glossinas capturadas, a proporgdo de fémeas foi de 17.4% contra
82.6% de machos. Segundo Morlais et al. (1998), a propor¢do de fémeas ¢ de machos
durante a captura de glossinas ¢ afectada pelo método de captura. As armadilhas de
captura causam taxas opostas, com uma maioria de machos (Eouzan & Ferrara, 1978
citados por Morlais et al., 1998). No presente trabalho a ronda de carro foi o método de
captura que garantiu maior nimero de amostras, 168 glossinas enquanto que nas
armadilhas foram capturadas 33 glossinas. E possivel que os machos sejam

significativamenete mais atraidos durante a ronda do que as fémeas.

7.2 PCR com primers ITS 1 cf/br

Njiru et al., (2005), demostraram que os primers ITS1 cf/br apresentam alta
sensibilidade e especificidade, isto €, ndo amplificam o ADN do hospedeiro, nem do
vector, € tém a capacidade de detectar todos os tripanossomas patogeénicos numa unica
reagdo de PCR, indicando o enorme potencial deste sistema como um teste universal para
todos tripanossomas patogénicos. Os primers ITS1 cf/br, foram desenhados para
amplificarem a regidio conservada dos genes rADN. Especificamente, ITS1 cf anela com
a regido 185 e ITS1 br, ancla com a regido 5.88 do rADN, permitindo a amplifica¢do da
regido ITS1 que varia em tamanho entre as espécies de tripanossomas (Desquesnes &
Dévila, 2002), ¢ que em principio deve diferenciar os tripanossomas pelos tamanhos em
pb de suas regides ITS.

Os resultados obtidos no presente estudo, mostram que os primers ITS1 cf/br,
permitiram a amplificagdo do ADN dos tripanossomas, porém, algumas bandas
produzidas nos geis de agarose foram ténues. As bandas ténues podem ter sido devidas
quantidade de ADN presente nas amostras. Baixas concentragdes de ADN podem ser
inferiores ao limite de detecgfio do teste, enquanto que as concentragdes elevadas podem

exercer um efeito imbidor da reac¢do de polimerizagio. Segundo Desquesnes ¢ Davila
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(2002}, no geral, as bandas fracas o os resultados negativos estio muitas vezes associados
a quantidade de ADN presente na amostra.

Todas as amostras positivas obtidas no presente trabalho, produziram uma banda
simples com o tamanho compreendido entre 250 a 750 pb, em concordéancia com estudos
prévios de detecgio de tripanossomas usando estes primers (Adams et al., 2000).

A técnica da PCR permitiu identificar uma espécie € um subgénero de
Trypanosoma nas glossinas da R.E.M: T. vivax ¢ subgénero Trypanozoon (T. brucei, T.
rhodesiense, T. gambiense,T. evansi, T. equiperdum). A partir dos resultados de estudos
epidemiolégicos ja realizados na zona da R.E.M. pode-se afirmar que a espécie de

Trypanozoon encontrada ¢ a T. brucei brucei.

7.3. Taxas de infeccéio das glossinas

As taxas de infecgdo de glossinas por tripanossomas geralmente ndo sdo muito
altas. Adams et al., 2006, usando primers ITS1 obtiveram uma taxa de infecg@o de 6%.
Morlais et al. (1998), nos Camardes identificaram através da técnica de PCR, 10.4% de
infecgdes tripanossomas em glossinas; Malele et a/. (2003), identificaram também através
da técnica de PCR, 24% de proboscides de glossinas infectados por tripanossomas. No
presente trabalho, a taxa de infec¢fio das glossinas da Reserva Especial de Maputo por
tripanossomas foi de 7.5% para G. brevipalpis e 6.7% para G. austeni, sendo estas taxas
proximas das geralmente encontradas neste tipo de trabalho. Segundo Adams et al.
(2006), algumas amostras positivas podem apresentar resultados negativos e este facto
pode'ser devido a presenga de inibidores como as proteinases ou outras substincias do
intestino médio das moscas.

Segundo Malele et al., (2003), as diferentes espécies de Glossina apresentam
diferentes taxas de infeccdo por tripanossomas possivelmente, devido 2o facto de as
diversas espécies se alimentarem em hospedeiros diferentes ou devido a preferéncia ou
probabilidade de encontro com o hospedeiro dentro do habitat. Assim, 60% das refeigdes
da G. austeni sdo retiradas do porco do mato e os retantes dos bovinos e do cabrito do

mato, enquanto a G. brevipalpis retira cerca de 40% das suas refeigdes do hipopotamo,
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30% do porco do mato, 10% do bafalo e o restante de outros animais (Pollock, 1991). 14
(93.3%) das glossinas positivas eram da especie G. brevipalpis e 1 (6.7%) era da espécie
G. austeni, contudo, a espécie G. brevipalpis foi capturada em maior numero em relagio
a G. austeni (figura 3), nio sendo por isso possivel relacionar a taxa de infecgdo ao factor
espécie.

As taxas de infecgdio de glossinas por tripanossomas sdo geralmente mais altas em
fémas do que em machos na mesma area, dado que o tempo de vida dos machos ¢ menor
(um més) em relagdo ao das fémeas (dois meses), (Itard, 1989). Segundo Njiru e al.
(2004), as diferengas nas taxas de infecgdo por tripanossomas entre machos e fémeas de
glossinas, pode ser a reflexfio da suscetibilidade discrepante dos dois sexos a infecgbes
tripanossomicas, com as fémeas sendo mais susceptiveis em relagdo aos machos pela sua
longevidade e frequéncia na alimentagdo. Os resultados encontrados no presente estudo
estdo de acordo com as constatagdes destes autores, uma vez que as fémeas apresentaram
a taxa de infeccio de 9% (em 35 fémeas) e os machos de 7% (em 166 machos).

Um aspecto bastante curioso neste estudo, foi o facto de ndo se ter encontrado
nenhuma espécie de T. congolense em nenhuma das 201 glossina, em contraste com o
facto de no distrito de Matutuine, onde tém sido feitos trabalhos de prospecgdo de
tripanossomas em sangue de bovinos e outros animais, a espécie T. congolense ter sido
consistentemente a mais predominante. Em estudos realizados no distrito de Matutine,
Sigauque ef al., (2000), tiveram uma percentagem de infecgdo de 73% para T. congolense

em relagdo a 13.5% para T. vivax, 5.7% para T. brucei em bovinos.
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8. CONCLUSOES ¢ RECOMENDAGOES
8.1. Conclusdes

o Na Reserva Especial de Maputo ocorrem pelo menos duas espécies de glossinas
(G. brevipalpis € G. austeni), € estas espécies encontram-se infectadas por
tripanossomas.

O método de PCR permitiu detectar e identificar duas espécies de tripanossomas
nas glossinas da R.E.M: o Trypanosoma vivax, em G. brevipalpis € G. austeni, €
o Trypanosoma brucei brucei em G. brevipalpis.

A taxa de infecgdo por tripanossomas, das glossinas da Reserva Especial de

Maputo encontrada no presente trabalho foi de 7.46%.

8.2. Recomendacgées

e A realizagdo de trabalhos de deteccdio e identificagdio de tripanossomas em

glossinas através de técnicas moleculares noutras regides do pais dado que em

Mogambique nunca foram realizados trabalhos do género.

A realizagdo de trabalhos para verificar a influéncia das estagdes do ano na

densidade das glossinas € nas espécies de tripanossomas encontradas.

Estabelecer um desenho esperimental que nos permita responder, a que factores se
deve a auséncia de positividade ao Trypanosoma congolense nas glossinas da

R.EM.
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Anexo Al: Distribui¢do da mosca tsé-tsé em Africa (o cinturfio tsé-tsé)

Fig. 1. 37 paises africanos habitados pela mosca tsé-tsé, tornando-se zonas de incidéncia natural de
espécies de Trypanosoma patogénicos africanos.

Fonte: Uilenberg, 1998,




Anexo A2: Distribuig3o das moscas tse-tsé no Sulde Africa, e no sul de Mogambique em

particular.
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Fig. 2. Mapa da distribuig3o da mosca tse-ts¢ em Mogambique, particularmente na zona sul do pais.

Fonte; Jamal (2005).
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Anexo B1: Localizagio geografica da Reserva Especial de Maputo.
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Fig. 4. Mapa da Reserva Especial de Maputo.

Fonte: De Boer, 2000,
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Anexo B2: Vegetagdo da Reserva Especial de Maputo.

Legenda
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Fig. 5. Mapa de vegetagdo da Reserva Especial de Maputo.
Fonte: DCB, 2000.
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Anexo C2: Coordenadas dos locais de captura das glossinas

Co-ord x (Long.) Co-ordy (Lat.) Total Glossinas Co-ord x Co-ord y (Lat.)  Total Glossinas
capturadas (Long.) capturadas
22/04/07 | 26°3523,8" 32°50°47.2" 1

32°50°31.27 267383297 26°35°5,3" 32°50°47,7
32°48727.27 26487207 26°35°1,77 32°50°48,9”
32°48°78.77 26°48°30.7 26°34°595" 32°50°48,2"
320487277 26°47°49" 26%34'56,4" 32°50°51,8"
32°48731.77 26°47°52.5" 26°34°48,7" 32°50°55,17
32°49299” 26°44°40.7" 26°34°46"° 32°50°56,2"
32°49736” 26° 387527 26°34'34,2" 32°50°553"
32°50°476" 26°35'324" 26°34°39,9" 32°50'56,4"
32°50739.8° 26°36°18.5" :
32°50'31.27 26°3832.9" f 10412407

L 08/12/07 B 26°34°3437 32°530°58.9"
26°36°18" 329500466 26°34°3 147 32951077
26°35°30,4" 32°50°477 26°3423,2" 32°51°03,3”
26°34°45,7” 32°50°13,.2” 26%34°154" 32°51°4,5"
26°33°12,17 32°51°258" 26°34726,2" 32°5172.17
26°32°123" 32951734 8" 26°34°30,27 32°51°0.9”
26°30°31 47 32°48°14,77 26°34733,17 32°51'0,0”
26°30729,2" 32°47°55,7" . 08/1207
26°30°30" 32°47°18,77 26935734 8" 32°50°48.7"
26°29°53,1" 329471027 26°35°11L.77 32950°47.4"
26°29°46,6" 32°46'57 8" 26°35°064" 32°50°473"
26°29°51,37 32°47°10,17 26°35'43" 32°50°48,5"
26°30734" 32°47°19,7” 26°34'59,5" 32°50°48,8"
26°30°32,6” 32°47°56,6” 26°34°49.2” 32°50°54,6"
26°29'36,5” 32°48°554" 26°34°47 3" 32°50°55"
26%29°54" 32°49°4,37 26°34°433" 32°50°554"
26°33°20,7" 32054724 5" 26°34°40,7" 32°52°57,67
26°34°27,7" 32°51°1,07 26°34°38,6™ 32°50°'59"
26°34°299" 32°51° 0,67 26°34°18,7° 32°5433"
26°34°43,17 32°50°38,7 26°34°21,6" 32°51°3,8”
26°34°46,6 32°50°502" 26°347233" 32°5172,6"

[ 09/12/07 1 26°34°27,17 32°511.9”
26°35°32.27 32°50'46.5" 2693472727 32°51°1,6"
26°%34°44.17 32°50°57" 26°34729" 32°51°1,6™
26°34°52,17 32°48°52" 26°34°33 4" 32°50°58,3"
26°34'343" 32°50°589" 26°34°43 8" 32°50°54,17
26°34°27,8" 32°51°019” 26°34°514" 32°50°53,2"
26°30'4,4” 32°50°57" 26°34°56" 32°50°51,3"
26°32732,17 32°42°52" 26°36°5,3" 3205072527
26°35707,3" 32°51°26"
26] ] 32°47°20,7"

26 32°951°46.8"
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Anexo E: Protocolo de extracgio de ADN descrito por D*Oliveira et al., 1997.

1. Lavam-se as moscas duas vezes em etanol a 70% por imersdo e agitagdo (e.g. num

tubo falcon). Usa-se um tubo por mosca.

2. Lavam-se as moscas duas vezes em ddH;0 por imers3o num tubo falcon 50ml (1 tubo

por mosca) absorve-se em papel de filtro o excesso de ddHO em cada mosca.

3. Corta-se cada mosca longitudinalmente e coloca-se uma das metades num tubo tipo
eppendorf de 1.5ml ¢ adiciona-se 200ul de PBS (Phosphate Buffer Saline). Coloca-se a

outra metade no respectivo tubo com etanol a 70% e conserva-se. Esteriliza-se o material

de dissecagdo a chama, entre cada mosca.

4. Ferve-se durante 10min em bloco de aquecimento ou em banho maria a 100°C.
Arrefece-se durante Smin e faz-se um short spin (Centrifugagio rdpida) para remover as

gotas da tampa.

5. Adiciona-se 20pul de SDS a 10% (Sodium Dodecyl Sulphate) ¢ vortexa-se (misturar

rapidamente no aparelho de vortex).

6. Centrifuga-se a 14000pm (ou velocidade maxima da centrifuga) durante Smin.

Transfere-se o sobrenadante para um novo tubo de 1.5ml.

7. Adiciona-se 200l de fenol-clorofdrmio-isoamil (25:24:1). Vortexa-se por 10 segundos

¢ centrifuga-se a 14000rpm durante Smin.

8. Transfere-se a fase aquosa (fase superior) para um tubo de 1.5ml novo, previamente
preenchido com 200pl de fenol-cloroformio-isoamil (25:24:1). Vortexa-se por 10
segundos e centrifuga-se a 14000rpm durante Smin. Transfere-se a fase aquosa para um

tubo de 1.5 ml novo. Tendo-se o cuidado de n#o perturbar a interfase.

9. Adiciona-se 17.5p1 de acetato de sédio a 3M e 440p! de etanol a 100%. Vortexa-se €
incuba-se a -80 °C durante 30min, ou a -20°C overnight (toda a noite).




10.Centrifuga-se a 14000rpm a 4°C durante 15min. Remove-se o sobrenadante.

11. Lava-se o pellet com 500p1 de etanol a 70% a -20°C. Centrifuga-se a 14000rpm a 4°C

durante Smin.

12. Remove-s¢ o sobrenadante com cuidado para ndio perturbar o pellet. Seca-se em

estufa a 37°C overnight ou em liofilizador.

13. Elui-se 0 ADN em 20ul de TE. Vortexa-se ¢ conserva-se a -20°C.

Anexo F: Protocolo de quantificag@io de ADN descrito por Segundo Dabre, 1999.

. Diluir SpL de ADN amostral em 95 pL de dgua MilliQ autoclavada
. Calcular o factor de diluigAo (Viotwl do diluido / Vamostra = Factor de diluig#o).
. Completar o volume minimo da cuveta com com Adgua MilliQ para calibrar o

espectofotéometro ¢ ler a DO 2 260nm ¢ 280nm ( a leitura deve ser 0000).

Atengio: Manipular a cuveta com cuidado de modo a ndio tocar na drea da cuveta

atravessada pela luz no espectofotdmetro durante a anélise de absorvincia

. Descartar a dgua.
. Virar a amostra diluida na cuveta e ler a DO no espectofotdmetro a 260nm e

280nm.
. Calcular o ratio DOXaso/ DOX2go € interpretar os valores:
- DOAa6p/ DOAago < 1.8 — amostra de ADN contaminada com ARN
- DOAzs0/ DORago [1.8, 2.0] ~ amostra pura de ADN
- DOM3s0/ DOAage > 2.0 — contaminagiio por proteinas
. Calcular a concentrag#o do 4cido nucléico usando a férmula:

(DOAz60 — DORago)} x 50 x fator de diluigio = [ADN] em mg mL!




