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Resumo

O virus da doenga de Newcastle, conhecido na regido sul do pais como “Mazungu”, € que
ataca espécies aviarias. Este virus apresenta um genoma que € constituido por uma fita
simples de ARN.

O ARN total foi extraido a partir de 5 amostras de campo de liquido amidtico positivas
infectados pelo virus através do teste de inibigdo de hemaglutinagdo € 3 amostras de
vacinas ambos tipos de amostras pelo Método TRIZOL.

Para o seu diagnostico molecular pela técnica de Reacgdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), foi necessaria a sintese da molécula de ADN complementar pelo uso da enzima
de transcrig@o reversa SuperScript TM 111,

O ADN complementar formado foi imediatamente utilizado como ADN para a primeira
amplificagdo (PCR 1), seguindo-se a segunda amplificagdo (PCR Il), de modo a garantir
um produto mais especifico, cujo ADN corresponde ao produto do PCR 1.

As amostras do PCR II foram corridas no gel de agarose a 1%, na qual apés a
visualiza¢do das bandas de todas amostras, foram seleccionadas as que apresentaram no
gel de agarose amplificagdo do produto para o seu uso na optimizagdo do PCR pela
redugfo das concentra¢des dos reagentes enzima Taq polimerase e MgCl,.

Os resultados obtidos indicam que o PCR 1I sem manipulagdo dos reagentes (PCR Il
padrdo) apresentou melhores resultados em termo de visualizagdo de bandas em todas as
amostras exceptuando uma amostra de campo. As amostras das vacinas apresentaram

resultados positivos em todas variagdes de concentragdes dos reagentes pretendidos.
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1. Introducao

A doenga de Newcastle é uma doenga fatal e altamente contagiosa causada por
um virus que ataca espécies avidrias e esta distribuida por todo mundo (Kho e al., 2000).
De acordo com Sousa ¢ colaboradores (2000), a doenga causa grande impacto econdmico
na inddstria avidria, pelo seu custo em campanhas de vacinagdo ¢ pelos gastos associados
ao diagnostico laboratorial. Dentre as 50 ordens de aves existentes, 27 foram reportadas
como susceptiveis virus de Newcastle (Soares ef al., 2005).

Mogambique é um pais com boas condigdes para producio pecuaria (DINAP,
1993), porém, doengas infecto-contagiosas como a de Newcastle absorvem a maior parte
dos recursos financeiros afectos ao sector avicola (Mapaco, 2005). A falta de capacidade
e conservagdo de vacinas (DINAP, 1993) bem como a dificudade de obtengdo de vacinas
termostéaveis (DINAP, 1994) sdo factores que afectam negativamente as campanhas de
controlo da doenga a nivel do sector familiar. Outro ponto a considerar, ¢ a existéncia
dum grande nimero de pequenos agricultores espathados pelo pais. Esta dispersdo reduz
a taxa de cobertura das campanhas (DINAP, 1995).

O diagnéstico desta doenga pode ser feito pela deteccdo de anticorpos produzidos
pelo organismo hospedeiro apos a infecgdo, que podem ser demonstrados e quantificados
por testes serologicos. Dentre 0s testes serolégicos, os mais usados para o diagnostico da
doenga de Newcastle sdo o teste de inibigdo de hemagtutinagdo (IH) e o teste de Ensaio
de Imunoadsorcdo enzimatica - ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay), €
também técnicas moleculares (Seal ef al., 2000, Hirsh e Zee, 2002).

Dado que a base molecular da patogenicidade da doenga de Newcastle (DN)
depende da sequéncia de aminoacidos no sitio de clivagem da proteina de fusdo (F) (Seal
et al., 2000, Collins et al., 1993), a técnica da Reacgdo em Cadeia da Polimerase — PCR
(Polymerase Chain Reaction) pode ser usada na amplificagdo do gene da proteina F das
varias estirpes da doenga (Seal er al., 2000, Collins et al., 1993). A técnica do PCR,
quando antecedida duma transcrigdo reversa da fita simples do 4cido ribonucléico (ARN)
viral para sintese duma fita de ADN complementar (ADNc) (Stauber ef al., 1995), podera
amplificar pequenas quantidades de 4cido desoxirribonucléico (ADN) (Errington ef al.,

1995).
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Porém, uma vez que nio existe um protocolo-padrio 6ptimo para a aplicagdo da
técnica de PCR, deve haver uma optimizagio dos diferentes pardmetros desta técnica, de
modo a alcangarem-se melhores resultados na vizualizagio das bandas de ADN
amplificado em géis de agarose. A optimizagdo da técnica varia desde a manipulagdo das
diferentes temperaturas a dos diferentes componentes da mistura da reacgio do PCR,
garantindo a fidelidade, a especificidade ¢ a sintese do produto desejado (Innis et al.,
1990).

A optimizagdo da técnica de PCR visa a redugdo das quantidades de alguns
reagentes, de forma a tentar torna-la menos dispendiosa sem que se perca a qualidade dos

produtos amplificados.
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2. Revisio bibliografica

2.1. O virus de Newcastle

A doenca de Newcastle foi inicialmente identificada no ano de 1926, em Java ¢ no
mesmo ano alastrou-se para Inglaterra, concretamente para Newcastle, surgindo dai o seu
nome (Fenner ef al., 1992, Seal ef al., 2000).

O virus da doenca de Newcastle também conhecido como Paramyxovirus aviario
serotipo 1 ¢ um membro da ordem Mononegavirales, da familia Paramyxoviridae,
sub-familia Paramyxovirinae, género Rubulavirus (Murphy et al., sfa, Aldous et al.,
2001). Este virus apresenta um genoma que consiste numa molécula linear simples de
ARN de sentido negativo, com 15 a 16 kb (Murphy et al., s/a). O genoma viral codifica
seis genes: 3°-NP-P-M-F-HN-L-5" (Gould ef ai., 2000, Liang ef al., 2002), que codificam
seis grandes protéinas, nomeadamente: nucleoproteina (NP); fosfoproteinas (P); proteina
matrix (M); proteina de fusdo (F); hemaglutinina-neuraminidase (HN); ARN polimerase
ARN dependente (L) (Errington ef al., 1995, Peeters ef al., 2000, Ke er al., 2001). Sao
virides com envelope de forma pleomérfica (podendo ocorrer em forma esférica e

filamentosa), com 150 a 300 nm de didmetro (Murphy e/ al., s/a).

2.2, Patologia

A infecgdo viral tem inicio no momento em que as particulas infecciosas sdo
produzidas (Aldous e al., 2000) que ocorre, somente, quando a proteina F presente no
envelope viral, é sintetizada como percursora Fo, que ¢ clivada na forma activa funcional
(Aldous er al., 2000, Tiwari et al., 2004) pelas proteases hospedeiras (Aldous et al.,
2000). A activagio s6 ocorre a partir da libertagdio de peptidios que impedem a fusdo
entre a membrana viral ¢ a membrana da célula hospedeira (Aldous e/ al., 2000).

O nivel de viruléncia pode ser diferenciado a partir do numero basico de
aminoacidos no sitio de clivagem da proteina de fusio (Seal et al., 2000, Tiwari ef al.,
2004). Dependendo da sua patogenicidade em galinhas, o virus da doenga de Newcastle

(VDN) pode ser classificado em estirpes altamente virulenta (velogénica), estipes com
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viruléncia intermedidria (mesogénica) ou estirpe avirulenta (lesogénica). Seguidamente
explicas-se as formas de actuagdo de cada tipo de estirpe:
Lentogénia.: causando uma leve ou inaparente infec¢@o no tracto respiratdrio com

pouca ou nenhuma mortalidade (Gohm er ai., 2000, Lee et al., 2006).

Entérica lentogénica: forma mais leve do virus. Infecta o aparato intestinal porém

ndo resultando em nenhum sintoma clinico (Castro e Heuschele, 1992).

Mesogénia: é causada por sinais respiratorios € nervosos, apresenta uma taxa de
mortalidade moderada (Gohm et al., 2000, Lee et al., 2006). Esta estirpe ataca na sua

maioria as aves jovens (Fenner ef al., 1992).

Velogénia: quando a doenga atinge altas taxas de mortalidade (Pham e a/., 2005).
Neste nivel, além das anomalias respiratérias, seguem-se severos sintomas neurolégicos e
hemorragiais viscerais (Castro e Heuschele, 1992). Pode ser dividida em:

Velogénia viscetrépica: resulta em edémas do pescogo, cabega, fortes sinais
respiratérios e diarreia verde (Castro ¢ Heuschele, 1992).

Velogénia neutrépica: aves que apresentam esta estirpe e sobrevivem mais de
duas semanas podem desenvolver fortes sinais neurolégicos indistinguiveis das causadas

pela estirpe velogénia viscetropica (Castro € Heuschele, 1992).

2.3, Sintomatologia

Segundo Murphy e al. (s/a), em galinhas os sistemas respiratdrio, nervoso,
circulatorio e gastrointestinal sdo os primeiros a manifestarem os sinais da infecgo,
sendo as manifestagdes clinicas dependentes da idade e do estado imunoldgico do
hospedeiro, bem como da viruléncia e do tropismo da estirpe do virus. Segundo OIE
(2002), o periodo de incubagdo do virus € de 4 a 6 dias. Normalmente, de acordo com
Fenner e colaboradore (1992), os sintomas da doenga sdo anorexia, subida de

temperatura, apatia, secura da laringe e faringe; outros sintomas como sede anormal,
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sonoléncia, fraqueza e falta de apetite (Murphy er al., s/a), diarreia esverdeada e aguada,
inchagos em torno dos olhos ¢ do pescogo (OIE, 2002). Também ocorrem casos tosse, as
asas tornam-se inclinadas, verifica-se arrastamento das pernas (OIE, 2002), torcicolos,
desvio lateral da cabega acompanhado de movimentos anormais como sobressaltos € até
quedas (Biester e Schwarte, 1968). Ocorre uma redugao na produgdo de ovos, sendo estes
quando postos nesta fase pequenos, com casca branca e uma albumina aquosa (Fenner e/
al., 1992) e de qualidade reduzida (Murphy ef al., s/a).
Segundo a OIE (2002), as aves atacadas pelo virus de Newcastle podem apresentar
algumas lesdes como:
¢ cdemas, hemorragia ou degeneragdo dos ovarios;
¢ congestdo e algumas vezes hemorragias da mucosa traqueal;
aparecimento de pequenas equimoses na mucosa dos pro-ventriculos;
edemas do tecido intersticial ou peri-traqueal do pescogo;
edemas, hemorragias, necroses ou ulceragio do tecido linféide na mucosa da

parede intestinal.

2.4, Pafogénese

No geral, a replicagdo dos paramixovirus da-se ao nivel do citoplasma da célula
hospedeira. A fixagdo do virus ¢ feita pela protéina hemaglutinante, onde posteriormente
ocorre a fusdo do invélucro viral com a membrana celular hospedeira pela acgdo do
produto de clivagem. Dado que o genoma do virus de Newcasle apresenta uma fita
simples de ARN, a transcrigio do ARN-mensageiro ocorre por intermédio da ARN-
polimerase viral. As proteinas virais sdo sintetizadas no citoplasma e as glicoproteinas
virais sdo sintetizadas e glicolisadas na via secretora (Brooks, ef al., 1998).

A replicagdo do virus ocorre inicialmente no epitélio da mucosa do tracto
digestivo e respiratorio superior do hospedeiro, difundindo-se, em seguida, através da via
circulatéria, pelo bago e pela medula 6ssea, produzindo deste modo a virémia secundaria

(Fenner ef al., 1992). A partir deste momento, dé-se a infecgo de 6rgios como o pulmio,
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o intestino e o sistema nervoso central. Os transtornos respiratérios resultam da congestdo

dos pulmdes e da les@io do centro respiratério cerebral (Murphy et al., s/a).

2.5. Diagndstico

Tal como toda e qualquer outra doenga, a doenga causada pelo virus de Newcastle
também requer algumas técnicas no seu diagnostico e para tal € necessario o seu
isolamento.

O virus pode ser isolado do bago, cérebro, pulmdes pela inoculagdo em ovos
embrionados de 10 dias, devendo ser diferenciado de outros virus pelas técnicas de
inibicdo de hemaglutinagfo e hemadsor¢@o (Fenner et al., 1992).

Para casos de identificagio de grupos antigénos, actualmente sdo usados
anticorpos monoclonais que correspondem a anticorpos altamente especificos produzidos
por células clonadas (células hibridomas) especificadamente seleccionadas, obtidas pela
fusdo entre as células do mieloma e os linfocitos B produtores de anticorpos (Murphy ef
al., s/a). Contudo, a tipificagdo do virus a nivel de patotipo usando esta técnica € bastante
trabalhosa (Seal et al., 1995, 2000).

Testes serologicos ja foram desenvolvidos para o diagndstico da DV sendo estes
comummente usados no seu diagnéstico. Dentre os testes serologicos usados podem ser
mencionados os testes de precipitagio em gel de agar (Mishra er al., 2000), teste de
neutralizagdo (Charan et al., 1981, Mishra et al., 2000}, teste de hemaglutinagdo (Roy ¢
Venugopalan, 1999), teste de Inibi¢io de Hemaglutinagado (IH) ¢ teste ELISA, sendo os
dois altimos citados como os mais usados dentre os testes serologicos (OIE, 2004).

Foram também desenvolvidos alguns testes moleculares, como sondas dos
oligonucleotidos e analises do genoma do ARN viral, para diferenciagio e identificagdo
das diferentes estirpes,porém com pouco sucesso (Seal_et al., 1995, 2000).

A técnica da PCR é a técnica molecular mais usada no diagndstico de doengas
infecciosas (Katarina e af., 2002). Para a identificagdo dos patotipos do virus foram
desenvolvidos diferentes formas de PCR, entre elas: PCR acoplada a digestdo com
enzimas de restrigio, ao sequenciamento, a Reverse Transcription - PCR (RT-PCR)

acoplada com a técnica de detecg@o ELISA (Lee et al., 2006).
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2.5.1. Testes serologicos

De acordo com Murphy e colaboradores (s/a), os testes serologicos sdo testes de
detecgio e quantificagdo de anticorpos € antigenos, sendo validos somente na presenga de
anticorpos, anticorpos estes que sdo produzidos em poucos dias, ou semanas, apos a
infecgdo. No diagndstico para a detecgdo de anticorpos contra a presenca do VDN, os
testes seroldgicos de Inibigdo de Hemaglutinagdo (IHA) e ELISA (OIE, 2004) sdo

comummente usados em programas de vacinagio avicola (Errington et al., 1993).
Teste de Inibigdo de hemaglutinagdo (IHA).

A hemaglutinagdo é um processo no qual as hémaceas sofrem aglutinagéo. No
caso dos virus, este processo pode ser mediado por proteinas virais ligadas (Murphy et
al., s/a). Na inibi¢do de hemaglutinago os anticorpos podem inibir virus mediadores de
hemaglutinagdo (HA) bloqueando os antigenos na superficie dos virides responsaveis
pela HA. O teste IHA inicia pela destrui¢go de HA ndo especificas do soro e mede
somente 0s anticorpos que se ligam directamente a8 hemaglutinina viral (Fenner et al.,
1974).

Segundo Xu ¢ colaboradores (1997), o teste de THA ¢ considerado o método
serolégico convencional mais usado no diagnéstico da DN e também descrito como teste
padrio para o seu diagnéstico. Ainda de acordo com os mesmos autores comparando com
o teste ELISA, o teste [HA ¢ mais informativo na determinagéo de titulagdes protectoras
contra ¢ virus em causa.

Apesar da sua rapidez, simplicidade ¢ o baixo custo (Murphy et al., s/a), Kho ¢
colaboradores (2000) apontam algumas desvantagens que o teste IHA apresenta como a
baixa sensibilidade, e, de acordo com Sousa e colaboradores (2000), alta incidéncia de
resultados falsos positivos, no soro de algumas galinhas tornando-o pouco fiavel. Dai a
necessidade do uso de técnicas adicionais, como o ELISA (Xu ef al., 1997, Roy €

Venugopalan, 1999).
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Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimdtica (Enzyme-Linked Immunoassays) ELISA:

Segundo Murphy e colaboradores (s/a), o teste ELISA € um dos pioneiros no
diagnostico serolégico. Este é um teste que pela presenga de anticorpos especificos indica
a presenca de agentes infectantes e tem a capacidade de medir anticorpos ¢ antigenos
virais (Hirsh e Zee, 2002). O teste ELISA pode ser usado de diferentes formas
dependendo do tipo de amostra e do objectivo final. Deste modo, para o melhoramento
doutras técnicas de diagnéstico, foram demsenvolvidas o dot-ELISA que pode ser usado
em amostras de tecidos de galinhas, embrides e fluido alantéico como forma de despistar
os resultados falsos-negativos causados pela falta de sensibilidade de teste como os testes
de hemaglutinagdo e IHA aquando da fraca titulagdo destes. O dor-ELISA tem a
vantagem de ser mais sensivel, mais rapido e poder processar maior nimero de amostras
(Roy e Venugopalan, 1999).

O ELISA indirecto é outro teste usado no sero-diagnostico deste virus aviario
porém, apesar da sua alta sensibilidade, facil optimizagéo ¢ a falta de necessidade de um
pré-tratamento das amostras de soro, este teste ndo ¢ aplicavel na testagem de alguns
soros de sistema unico a ndio ser que as espécies conjugadas contra esses soros sejam
usadas em substituigio dum conjugado anti-avidrio (Sousa et al., 2000).

O teste ELISA tem a capacidade de detectar menores quantidades de anticorpos
no soro em relagdo ao teste IHA, podendo assim, ser usado como teste complementar no
diagnéstico da doenga de Newcastle (Mishra er al., 2000).

Apesar de rapido, sensivel e de simples execugéo (Lima e Mota, 2003), a falta de
reacgdes especificas em soros de galinhas (Kho et al., 2000) bem como a dificuldade na
produgdo e manutengdo das células hibridomas em alguns laboratorios (Sousa ef al.,
2000) sdo factores que tornam o teste ELISA pouco aconselhdvel em caso de diagndstico

para testes especificos.
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2.5.2. Testes moleculares

PCR: Reacg¢iio em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction):

Com o avanco da biotecnologia, foram desenvolvidas técnicas para o
melhoramento da detec¢io deste virus dum modo rapido ¢ eficaz (Aldous ef al., 2001). A
Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica que permite a amplificacdo
enzimética in vitro de pequenas quantidades de ADN (Lima e Mota, 2003) que pode ser
usada no diagndstico laboratorial (Stduber et al., 1995, OIE, 2004). Uma vez que 0 virus
de Newcastle contém uma fita simples de ARN ¢ necessario criar uma molécula de ADN
complementar, por transcri¢do reversa da fita simples de ARN de forma a se detectar ©
ARN viral (Stauber ef al., 1995). Esta transcri¢do reversa pode ser feita pela técnica de
SuperScript™ II1.

A técnica da PCR pode ser uma grande aposta no que diz respeito ao diagnéstico
desta doenga, por apresentar alta sensibilidade, especificidade (Lima ¢ Mota, 2003) e, a0
contrario dos testes seroldgicos que nece;sitam amostras recém-colectadas ou amostras
com hemécias vivas (Manson € Mutsvangwa, 2003), esta técnica pode utilizar qualquer

tipo de amostras, desde que esteja bem conservada (Darbre, 1999).

2.6. O principio da técnica de PCR

O ciclo de amplificagdio em cadeia é constituido por trés etapas, nomeadamente: a
desnaturagdo em que ocorre a separago das duas fitas da hélice dupla do ADN-alvo pelo
calor, cujas temperaturas podem variar entre 90 a 95°C (Lima e Mota, 2003); o
pareamento dos primers por ligagGes de hidrogénio a0 ADN-alvo de cadeia simples. Este
pareamento $6 ¢ possivel com a redugdo da temperatura entre 50° a 70°C (Lodish er al.,
2000, Lima e Mota, 2003). A ultima etapa do ciclo ¢ a extensao dos primers que
corresponde 4 sintese das cadeias complementares da cada fita molde, por acgdo da Tag
polimerase (Griffths et al.,1996, Latchman, 1997, Pelczar et al., 1997). Esta enzima faz a

extensdo de cada primer a partir da sua extremidade 3' pela polimerizagdo dos dNTP's,
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gerando novas fitas complementares que sdo sintetizadas na direc¢o 5' — 3', a partir da
fita molde 3' — 5' do fragmento a ser amplificado (Lodish et al., 2000).

No final do terceiro passo, o ciclo reinicia-se, podendo ser repetido varias vezes
(25 — 30 ciclos), para permitir o aumento exponencial do nimero de copias da sequéncia
de ADN-alvo, e consequentemente a concentragdo do ADN pré-existente (Lima ¢ Mota,
2003).

Experimentalmente, cerca de trinta ciclos de amplificagdo proporcionam uma
quantidade de ADN suficiente para uma analise directa do segmento amplificado sem
haver necessidade de se utilizarem sondas.

O produto de PCR pode ser visualizado ap0s electroforese em gel de agarose € o
seu tamanho pode ser estimado por comparagdo com padrdes lineares de ADN (Lima e

Mota, 2003).

2.7. Optimizagdo da técnica de PCR

Segundo Innis e seus colaboradores (1990), a ndo detecgdo ou baixa quantidade
dos produtos amplificados; a presenca de bandas ndo-especificas pela ndo-extensdo dos
primers, a formagio de “dimeros” que competem na amplificagdo com o produto
desejado ¢ as mutagdes ou heterogenia devido a desincorporagio, sao problemas que
podem ser evitados pela manipulagio dos parametros da PCR. A optimizagdo das
concentragdes da enzima, dos dNTPs, do magnésio (Mg), dos primers € de outros
componentes, bem como das diferentes temperaturas de desnaturagdo, hibridagio
(pareamento ou re-associagdo) ¢ extensdo, varia de acordo com o tipo de produto a
amplificar (Innis ef al., 1990).

A concentragio da enzima Taq polimerase determina a qualidade do produto
amplificado e consequentemente a visualizagdo durante a electroforese em gel. Baixa
concentragdo da enzima resulta na insuficiéncia do produto amplificado enquantos o
excesso pode conduzir ao acumulo de grandes quantidades de produtos nio-especificos.
Dai que, para a optmizagio da técnica de PCR, recomenda-se uma variagdo da

concentragdo enzimatica entre 0.5 a 5 unidades/100 p! (Innis e al., 1990).
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Os dNTPs numa concentragdo entre 20 ¢ 200 uM dédo um Optimo balange na
sintese do produto amplificado, fidelidade e especificidade. Os quatro dNTPs devem ser
usados em igual, e baixa concentragdo, reduzindo a possibilidade da extensdo de
nucleotideos desincorporados (Innis ef al., 1990).

A reacgio de polimerizagiio tem lugar na presenga de Mg®, o qual ¢
indispensaval ao processo uma vez que estes ides s3o os catalizadores da reacgéo (Lima e
Mota, 2003). A concentragio optima de Mg2+ varia de acordo com a concentragéo dos
dNTPs, isto €, para cada concentragdo total de dNTPs, o PCR deve conter 0.5-2.5 mM de
Mg. A concentragio de Mg afecta caracteristicas como: a fidelidade do processo, a
actividade enzimatica, a especificidade do produto, a hibridagio dos primers, etc (Innis ef
al., 1990).

A quantidade de “buffer” recomendada para o PCR varia de 10 a 50 mM de Tris-
HCI (pH 8.3-8.8 quando medido a 20°C) (Innis ef a/., 1990).

A albumina do soro bovino (BSA) pode ajudar na estabilizagdo enzimatica,
contudo, a sua adigdo pode ser dispensada em alguns protocolos (Innis ef al., 1990).

S#o necessarios poucos segundos para que o ADN desnature, porém, se a
desnaturaciio for incompleta, as fitas de ADN podem se reunir ¢ a quantidade de produto
amplificado pode ser reduzido. As condigBes tipicas de desnaturag#o sdo de 95°C, durante
30 segundos, ou 97°C durante 15 segundos , contudo, as altas temperaturas podem ser
favoravéis, especialmente para amostras cuja concentragdo € alta em G-C (Innis ef al.,

1990).

A composigio em nucleotideos, o comprimento e a concentragdo dos primers
determinam a temperatura € o tempo necessario para a hibridagdo. O aumento da
temperatura de hibridagdo possibilita a correcta hibridagdo dos primers ¢ aumenta a
extensdo dos nucleotideos correctos na terminal 3' dos mesmos. Assim, a elevagdo das
temperaturas de hibridagdo, durante os ciclos iniciais, pode aumentar a especificidade do
produto (Innis et al, 1990). A concentragdo e comprimento das sequéncias-alvo ¢ a
temperatura sdo factores determinantes para o tempo de extensdo dos iniciadores. Para a
extensio dos primefs a temperatura de 72°C ¢ a ideal. Para produtos com comprimento
superior a 2 kb, um minuto € suficiente para a sua extensdo a 72°C. Porém, se a

concentragdo do substrato for baixa nos ciclos iniciais e se a concentracdo do produto
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exceder a concentragfio das enzimas (1 nM), o aumento do tempo de extensdo pode ser
favoravel (Innis et al., 1990).

O numero 6ptimo de ciclos depende, principalmente, da concentragdo inicial do
ADN-alvo quando todos os outros parimetros estdo optimizados. A optimizagdo do
numero de ciclos encontra-se entre os 25 e 40, dado que numeros inferiores podem
culminar em baixa quantidade de produto amplificado e nimeros superiores aumentam a
complexidade e a quantidade de produtos ndo especificos (Innis et al., 1990).

Concentragdes entre 0.1 € 0.5 pM dos primers sdo ideais para a manipulagio do
PCR. Uma alta concentragio de primers conduz a acumulagio de produtos amplificados
ndo especificos (Innis es al., 1990, Lima e Mota, 2003). Produtos ndo especificos, €
dimeros de primers, podem tornar-se substratos da PCR, competindo assim, com 0s
produtos desejados para as enzimas, para 0s primers ¢ dNTPs, o que fard com que haja

baixa produgio do produto amplificado desejado (Innis ef al., 1990).
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3. Objectivos

3.1. Objectivo geral

e Optimizagéo da técnica de PCR para o diagndstico da doenga de Newcastle.

3.2. Objectivo especifico

o Amplificar o gene F, do genoma do virus de Newcastle, pela técnica de PCR de

modo a se alcangar um produto 550 pb na segunda amplificacéo.

4. Local de realizag¢io do estudo

O presente trabalho foi realizado no laboratério do Centro de Biotecnologia da

Universidade Eduardo Mondlane (CB-UEM), localizado na Faculdade de Veterindria, na
Av. de Mogambique km 1,5,

5. Material ¢ métodos

3. 1. Material

Foram usadas 8 amostras, das quais 3 correspondiam ac liquido amiético de ovos
embrionados de galinha, inoculados com virus de Newcastle e incubados durante 11 dias
para desenvolvimento do virus, e as restantes 3 eram amostras de vacinas. Sendo elas:

¢ Amostras do liquido amiético: 450, RB, 452, 504 e 507;

¢ Vacinas: 7.10, 129 ¢ Iz.
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5.1.1. Extrac¢do do ARN total pelo Método TRIZOL

Liquido amiético

Reagente TRIZOL

Cloroformio

DEPC-ddH20

Centrifuga refrigerada “ALC 4239R”
Isopropanol

Etanol a 75%

Vortex

Centrifuga

Tubos de microcentrifuga

Suportes de tubos de microcentrifuga
Pipetas P1000, P200 e P20

Pontas para pipetas de P1000, P200 ¢ P20

Luvas

5.1.2. Sintese de ADN complementar usando SuperScriptTM III para RT-PCR (Reverse
Transcriptase-PCR)

5.1.2.1. Tratamento com DNAse

Eppendorfs de 0.5 ml
Amostras de ARN

Agua DEPC

10 x DNase 1 buffer

DNase I, Amp grade, 1U/ pl
25 mM de EDTA

Forno de hibridagdo “Ecogen”

Pipetas 10, 2 ul
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Pontas para pipetas 10, 2 pl
5.1.2.2. Sintese de ADN complementar

ARN total

Oligo (dt) 20 (50 uM)

10 mM dNTP Mix

Forno de hibridag&o “Ecogen”

Centrifuga “Eppendorf: Centrifuge 5415D”
5X First-Strand buffer

0,l MDTT

Rnase OUT™ (40 units/ul)

SuperScript™ I RT (200 units/ul) (Transcriptase reversa)
Pipetas 20, 10, 2 ul

Pontas pipetas 20, 10, 2 pl

3.1.3. Amplifica¢do do gene F do virus da doenga de Newcastle

* Mistura da reac¢do PCR I
ddH20
10x PCR “buffer” (Perkin-Elmer)
BSA (1 mg/ml)
dNTPs (mistura a 10 mM)
Primer NDVIF (10 pmole/ pl)
Primer NDV2R (10 pmole/ pnl)
MgCl, (50 mM)
Taq ADN polymerase (5U/ ul)
ADNc
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Mistura da reac¢do PCR I1

ddH20

10x PCR “buffer” (Perkin-Elmer)
BSA (1 mg/ml)

dNTPs (mistura a 10 mM)
Primer NDV3F (10 pmole/ ul)
Primer NDV4R (10 pmole/ ul)
MgCl; (50 mM)

Taq ADN polymerase (SU/ pl)
ADN

3.1.4. Electroforese e detec¢do dos produtos amplificados

Proveta

Agarose

Brometo de etidio

TBE 1X

Tampao de carregamento

Cloreto de sodio

Equipamento de electroforese “BIO RAD”

Transiluminador

5.2, Metodologia

Foi preparada a agua DEPC usando o protocolo descrito no anexo 2.
O ARN foi extraido de acordo com o Método de TRIZOL (ver anexo 3).

Apbs a extragdo do ARN total, foi sintetisado o0 ADNc pelos métodos descritos no anexo
4,
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Uma vez que a transcri¢do reversa foi efectuada, houve a formagdo ADNc das amostras
obtidas, que foi sujeito a duas amplificagdes (PCR 1 e 1I). O PCR 1, feito pela mistura dos
reagentes da tabela 1, amplificou, sob as condigdes abaixo descritas na tabela 2, somente
as fitas de ADNc. Os produtos da PCR [ foram usados como amostras de ADN na
segunda amplificagéo, PCR 1I, apés a mistura dos reagentes da tabela 3, e sujeitos as
condigbes abaixo descritas na tabela 4, de modo a aumentar a especificidade e qualidade
da amplificagdo. As misturas de reagentes apresentadas nas tabela 1 e 3 correspondem as
misturas padrdo. Serdo alguns destes reagentes que irdo ser manipulados para a

optimizagdo do PCR I1.

Tabela 1: Tabela de componentes para a mistura da reacgdc de PCR I padrio.

Componentes Stock Concentragiio final  Volume por reacgio

ddH20 24 ul
PCR buffer 10 X 1 X 5ul
MgCl, 50 mM 2,5 mM 2,5 ul
dNTPs 10 mM 0,2 mM 1pl
Primer NDVIF 10 pmol/ul 0,3 pmol/pl 1,5 ul
Primer NDV2R 10 pmol/nl 0,3 pmol/pl 1,5 ul
BSA I mg/ml 0,1 mg/ml 5ul
Taq ADN polymerase 5U/ul 0,5 U/ul 2l
ADNc 2 ul

Volume total 50 pl
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Tabela 2: Tabela das condiges do PCR L.

Etapa

Temperatura

Tempo N° de ciclos

Etapa 1

95°C

2 minutos

Etapa 2

94°C
55°C
72°C

45 segundos
30 segundos 5 ciclos

2 minutos

Etapa 3

94°C
48°C
72°C

45 segundos
1 minuto 30 ciclos

2 minutos

Etapa 4

72°C

7 minutos

Etapa 5

4°C

e8]

Tabela 3: Tabela de componentes para a mistura da reacg2o de PCR 11 padrilo.

Componentes

Stock

Concentragiio final

Volume por reac¢iao

ddH20

PCR buffer

MgCl,

dNTPs

Primer NDVIF
Primer NDV2R

BSA

Taq ADN polymerase
ADNc

10X
50 mM
10 mM
10 pmol/ul
10 pmol/ul
1 mg/ml
S5U/ul

1X
2,5 mM
0,2 mM
0,3 pmol/pl
0,3 pmol/ul
0,1 mg/ml
0,2 U/ul

27 ul
Sul
2,5l
1 ul
1,5 pul
1,5 ul
5ul
2ul
2l

Volume total

50 pl
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Tabela 4: Tabela das condigdes do PCR 11

Etapa Temperatura Tempo N° de ciclos

Etapa 1 95°C 2 minutos

94°C 45 segundos
Etapa 2 55°C 30 segundos 5 ciclos
72°C 1 minutos

94°C 50 segundos
Etapa 3 50°C 1 minuto 30 ciclos

72°C 1 minutos

Etapa 4 72°C 7 minutos

Etapa 5 4°C 0

5.2.1. Electroforese e detec¢do dos produtos amplificados

A deteccdo dos produtos de amplificagdo foi feita através de electroforese em géis de
agarose a 1%. O gel foi preparado em Tris Borato EDTA (TBE) 1X (preparado de acordo
com o protocolo no anexo 2) corado com brometo de etidio (5. 104mg/ml). Foram usados
0,5 ul do marcador de peso molecular para a comparagiio com as bandas do produto
amplificado no gel, diluidos em 4,5 pl de cloreto de sédio (NaCl) e 2 pl de tampdo de
carregamento.

Foram utilizadas aliquotas de 10 pl de produto amplificado do PCR II, as quais foram
misturadas com 2 ul tampdo de carregamento, inoculadas no gel e submetidas a corrida
clectroforética durante 45 minutos a 100V.

Apés a corrida das amostras nos géis, as bandas de ADN foram visualizadas com a ajuda
de um transiluminador a luz ultravioleta.

Apés a corrida no gel dos produtos do primeiro PCR 11, foram seleccionadas as amostras
cujas bandas apresentaram melhor visibilidade, mostrando uma boa concentragéo de
ADN amplificado, para o seu posterior uso na manipulagio dos reagentes para a

optimizagédo da PCR.
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3.2.2. Optimizagdo da técnica de PCR

Para a optimiza¢do da técnica de PCR, para o diagnéstico do doenga de Newcastle, foi
manipulada a concentragdo da Tag polimerase e do MgCl; do PCR II, de acordo com as

condigGes da tabela 5.

Tabela 5: Condigdes de manipulagio dos pardmetros de optimizagao.

Pardmetros manipulados (PCR II)

Concentragdo da Tag  Concentragdo do
polimerase MgCl;
0,5 mM (0,5 ul)
0,025 U/ ul (0,25 pul) 0,75 mM (0,75 pl)
1 mM (1 pl)
0,05 U/ ul (0,5 ub) 2mM (2 pl)
2,25 mM (2,25 ul)
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6. Resultados

0.1. Resultados das amostras do PCR Il padrio

O ARN extraido foi ressuspendido em 10 pl de agua DEPC. Sendo que dos 10ul tiraram-
se Sul que foram diluidos em 3ul de dgua bidestilada para a sintese do ADN
complementar, perfazendo o volume total de 11pl. Deste volume foi tirado 5Spl para o

PCR I, do qual, do seu produto amplificado, foram retirados 2 ul para o PCR II.

As figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6 abaixo, apresentam os resultados da reacgfo padrdo bem como
das reacgdes optimizadas do PCR 1I de acordo com as condigbes ja citadas (anexo 4).
Todas as amostras amplificadas apresentaram bandas com + 550 pb.

Os pogos dos géis das figuras acima mencionadas foram enumerados da esquerda a

direita de acordo com o nimero de pogos existentes.

Os géis da figura | representam os resultados do PCR Il sem qualquer manipulagdo dos

reagentes.

Fig. I: Produtos do PCR 1l padrdo ap6s a corrida electroforética em gel da agarose 1%. Gel & esquerda:
Pogo 1 a 2, amostra 504; pogo 3 a 4, amostra 507; pogo 5, amostra 12.9, pogo 6, marcador molecular; pogo
7, amostra Iz, pogo 8, amostra 7.10; pogo 9 amostra 12.9, pogo 10 amostra [z. Gel 4 direita: Pogo 2,

amostra 450; pogo 3, amostra RB; pogo 4, marcador de 100 pb; pogo 5, amostra 452.
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O gel a esquerda representa a um gel de 10 pogos no qual o marcador molecular foi
colocado no pogo 6 e as amostras nos pogos 1 a5e 7 a 10.

Os pogos 1 a 4 apresentam os produtos das aliquotas das amostras de campo, sendo que
as aliquotas da amostra de campo 504 (nos pogos 1 e 2) ndo sofreram nenhuma
amplificag@o, dado que ndo apresentam bandas no gel; mas, as aliquotas da amostra do
campo 507 (nos pogos 3 e 4) foram amplificadas tendo, porém, a aliquota da amostra do
po¢o 4 uma banda ténue.

Os pogos 5, 7, 8, 9 e 10 apresentam as amostras de vacinas. Nas aliquotas da amostra
12.9 (nos pogos 5 e 9), a amostra presente no pogo 5 ndo foi amplificada enquanto que no
pogo 9 a amostra foi amplificada. Todas as aliquotas da amostra Iz (nos pogos 7 e 10)
foram amplificadas e o pogo 8 com a amostra 7.10 mostrou amplificagdo da respectiva

aliquota.

O gel a direita apresenta um gel de 6 pogos onde marcador molecular foi colocado no
pogo 4 ¢ as amostras de campo nos pogos 2, 3 € 5.

O pogo 2 apresenta amplificagio da amostra 450 com uma banda ténue. O pogo 3
apresenta a amostra RB também amplificada, com uma banda mais visivel que a banda da
amostra 450. A amostra 452 (pogo 5) apresenta um produto amplificado com a banda

mais visivel em relagdo as restantes amostras.

6.2. Optimizacdo do PCR II pela variagio da concentracdo Taq polimerase a 0,025 e
0,05 U/ ul (0,25 ¢ 0,5 ul)

A figura 2 representa um gel de 20 pogos no qual o marcador de molecular foi colocado
no po¢o 9 e as amostras nos pogos 2 a 8 e 10 a 17, onde a concentracdo Taq polimerase
nas amostras, variou a 0,025 ¢ 0,05 U/ pl (0,25 ¢ 0,5 pl). Os pogos 1, 18, 19 e 20 ndo

foram colocados.
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Fig. 2: Predutos do PCR I com variagdo da concentragdo da Taq polimerase a 0,025 ¢ 0,05 U/pl (0,25 ¢
0,5 ul) apés a corrida electroforética em gel da agarose 1%. Variagdio da concentragiio da Tag polimerase a
0,025 U/ul (0,25 pl): Pogo 1, amostra 450; peco 2, amostra 452; pogo 3, amostra 504; pogo 4, amostra 507;
pogo 5 amostra 7.10; pogo 6, amostras 12.9; pogo 7, amostra [z. Pogo 8, marcador molecular, Variagio da
concentragdo da Tag polimerase a 0,05 U/ul (0,5 pl): Pogo 9, amostra 450; pogo 10, amostra RB; pogo 11,
amostra 452; pogo 12, amostra 504; pogo 13, amostra 507; pogo 14 amostra 7.10; pogo 15, amostras 12.9;

poco 16, amostra lz.

As amostras cuja variagdo da concentragdo enzima Tag polimerase a 0,025 U/ ul (0,25
ul) durante a mistura do PCR II foram carregadas nos pogos 2 a 8. Os produtos das
amostras de campo foram colocados nos pogos 2 a 5 e o das amostras de vacina nos
pogos 6 a 8.

Os produtos das amostras de campo 450, 452, 504 ¢ 507 nos pogos 2, 3, 4 e 5
respectivamente, ndo foram amplificados, pois, ndo apresentaram banda no gel.

O gel mostra a amplificag@o dos produtos das amostras de vacina 7.10, 12.9 e 1z (pogos 6,
7 ¢ 8 respectivamente), onde a amostra de vacina 12.9 (pogo 7) apresenta uma banda

ténue.

Nos pogcos de 10 a 16 foram colocados- os produtos das amostras cuja variagio da
concentragfio enzima Taq polimerase a 0,05 U/ pl (0,5 pl) durante a mistura do PCR 1I,
onde os produtos das amostras de campo ocuparam os pogos 10 a 14 ¢ das amostras de
vacina os pogos 15a 17.

As amostras de campo 450, RB e 504 (pogos 10, 11 e 13 respectivamente) ndo foram

amplificadas, ndo apresentando nenhuma banda. Enquanto que as amostras de campo 452
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e 507 nos pogos 12 e 14 respectivamente, mE)s_tram amplificagdo porém com bandas
ténues.

As amostras das vacinas 7.10, 12.9 e Iz carregadas nos pogos 14, 15 e 16
respectivamente, foram amplificadas, porém com a amostra 12.9 apresentando uma banda
ténue.

As bandas das amostras das vacinas cuja variagdo da concentragdo enzima Tag
polimerase a 0,05 U/ pl (0,5 pl) durante a mistura do PCR Il apresentaram-se mais
visiveis em relagfio a variagdo da concentragdo enzima Taq polimerase a 0,025 U/ ul

(volume 0,25 ul).

6.3. Optimizacdo do PCR II pela variagio do MgCl,, com a Taq polimerase optimizada
a 0,05 U/ ul (0,5 ul)

6.3.1. Variagdo do MgCl; a 0,075 mM (0,75 ul)

Fig. 3: Gel de agarose com produtos de PCR II com a concentragdo da Tag polimerase optimizada a 0,05
U/ul (0,5 ul) e variagdo da concentragdo do MgCl, a 0,75 mM (0,75 pl). Pogo 2, amostra 450; pogo 3,
amostra 452; pogo 4, amostra 504; pogo 5, marcador de molecular; po¢o 6, amostra 507, pogo 7, amostra

7.10; pego 8, 12.9; pogo 9, amostra lz.

A figura 3 representa um gel de 10 pogos, cujo marcador molecular foi colocado no pogo
5; as amostras de campo nos pogos 2, 3, 4 ¢ 6 e de vacinas nos pogos 7 a 9, cuja

concentragdo de MgCls foi de 0,075 mM (0,75 ul).
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O gel da fig. 3 mostrou a ndo amplificagdo das amostras de campo 450, 452, 504 ¢ 507,

nos respectivos pogos 2, 3,4 e 6.

6.3.2. Variagdo do MgCl2 a I mM (1 ui)

A figura 4 representa um gel de 10 pogos, cujo marcador molecular foi colocado no pogo
5; as amostras de campo nos pogos 2, 3, 4 € 6 ¢, nos pogos 7 a 9 amostras de vacina. As

amostras apresentam variagdo do MgCly a | mM (1 pl).

Fig, 4: Gel de agarose com produtos de PCR Il com a concentragiio da Tag polimerase optimizada a 0,05
U/ul (0,5 ul) e variagdo da concentragdo do MgCl; a | mM (1 pul). Pogo 2, amostra 450; pogo 3, amostra
452; pogo 4, amostra 504; poco 5, marcador molecular; pogo 6, amostra 507, pogo 7, amostra 7.10; pogo 8,

12.9; pogo 9, amostra [z.

O gel da fig. 4 apresenta a ndo amplificagéo das amostras de campo 450, 452, 504 e 507,
pogos 2, 3, 4 ¢ 6, respectivamente e, amplificago das amostras das vacinas 7.10, 12.9 ¢

Iz, nos pogos 7, 8 e 9 respectivamente.

Projecto para Trabalho de Culminagdo de Estudos ' Ivete 8. A, Maquia




Optimizacdo da técnica de PCR para o diagnéstico de Newcastle

As bandas presentes devido 4 amplificagdo das amostras de vacinas com variagdo do
MgCl; a I mM (1 ul) (fig. 4) foram mais visiveis em relagdo as bandas das amostras com
variagdo do MgCl; a 0,75 mM (0,75 pl) (fig. 3).

6.3.3. Variagdo do MgCly em 2 mM (2 ul)

O gel da figura 5 apresenta 6 pogos onde o marcador molecular foi colocado no pogo 4 ¢

as amostras de campo nos pogos 3 e 5.

Fig. 5: Gel de agarose com produtos de PCR Il com a concentragiio da Taq polimerase optimizada em 0,05
U/ut (0,5 pl) e variaglo da concentragio do MgCl; a2 mM (2 pl). Pogo 3, amostra 452; pogo 4, marcador

molecular; pogo 5; amostra 507.

A figura 5 apresenta o resultado das amostras de campo 452 (pogo 3) amplificado e 507

(pogo 5) ndo amplificada.
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6.3.4.Varia¢do do MgClya 2,25 mM (2,25 ul)

A figura 6 representa um gel, com produtos de amostras de campo, cuja concentragio do

MgCl; foi de 2,25 pl.

, i?
Fig. 6: Gel de agarose com produtos de PCR Il com a concentragfo da Tag polfimerase optimizada em 0,05
U/ul (0,5 pd) e variagdo da concentragdo do MgCl; a 2,25 mM (2,25 pl). Pogo 1, amostra 507; pogo 3,

amostra RB; pogo 4, marcador molecular; pogo 5; amostra 452, pogo 6, amostra 507,

O gel em 6 pogos da figura 6, com marcador molecular colocado no pogo 4 e as amostras
nos pogos 2, 3, 5 e 6, apresenta a ndo amplificagdo das amostras 450 e RB (pogos 2 ¢ 3
respectivamente) e amplificagfio das amostras 452 (pogo 5) e 507 com banda ténue (pogo
6).
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7. Discussido

Em Mogambique as técnicas de diagnéstico baseiam-se no isclamento do virus em ovos
embrionados e na detecgio de anticorpos pelas técnicas serolégicas IHA e ELISA.

O PCR ¢ uma técnica usada no diagndstico de doengas virais (Murphy et al., s/a).
Actualmente em Mogambique ndio ¢ usado como técnica rotineira para o diagnéstico
desta doenga.

Neste estudo usou-se 0 PCR padrio para a detec¢do do VDN, no qual foram usadas 5
amostras de campo e 3 amostras de vacinas, em que somente uma das amostras de campo
ndo foi amplificada.

Segundo Innis e seus colaboradores a boa visualizago das bandas das amostras no gel de
agarose indica amplifica¢do do produto durante o PCR Il. De acordo com estes autores e
tendo em consideragdio a amostra 507 (fig. 1, pogo 3 do gel a esquerda) pode-se
considerar que se conseguiu um bom resultado da amplificagdo do produto. Ainda de
acordo com os mesmos autores, a presenca de bandas ténues podem ser resultado de
pouca quantidade de ADN amplificado durante a reac¢fio do PCR 11, como se verificou
na amostra 450 (fig 2, pogo 2 gel a direita).

A auséncia de bandas no gel de agarose indica a ndo amplificagdo do ADN durante a
reacgdo de PCR 1I. Este facto pode ser explicado, segundo Darbre (1999), pela ma
conservacdo da fonte de ARN em temperaturas acima de -20°C, bem como a
contamina¢do com ADN; ou ainda, citando Katarina e seus colaboradores, pode dever-se
a ma conservagdo da propria amostra de ARN apos a extracgdo. Estes factores podem ter

contribuido para os resultados negativos da amostra de campo 504 em todos resultados.

Apesar dos resultados positivos durante amplificagdo do PCR Il padréo, para a redugéo
de custos da técnica, tentou-se optimizar de forma a diminuir as quantidades dos

reagentes utilizados.

Durante a variagfio da concentragéio da enzima Tag polimerase a 0,05 U/ul, notou-se que
das 8 amostras carregadas, 5 amostras foram amplificadas, das quais 2 amostras de

campo. Enquanto que na concentragdo da Tag polimerase a 0,025 U/ul das 7 amostras
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carregadas somente 3 amostras de vacinas foram amplificadas. Estes resultados mostram
a influéncia da concentragfo da Tag polimerase no processo de amplificagdo do ADN,
quanto menor for a concentragdo de Tag polimerase menor ¢ a quantidade de ADN

amplificado.

Durante a experiéncia, fo1 usada a Tug polimerase a 0,05 U/pl na variagde da
concentragdo do MgCls. Pela variagdo da concentragfio do MgCl; a 0,75; 1; 2 ¢ 2,25 mM
notou-se uma proporcionalidade directa entre 0 aumento da concentragiio do MgCls e o
nomero de amostras amplificadas, o que se verificou com as amostras de campo 452 e

507 durante os ensaios da experiéncia.
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8. Conclusdes

Dos resultados obtidos deste trabalho conclui-se que:

O PCR II padrdo mostrou-se mais eficaz para o diagndstico da doenga de Newcastle, uma
vez que amplificou as amostras do campo, excepto a 504, e as amostras de vacinas.

No estudo da optimizagfo desta técnica constatou-se que as amostras de campo s3o mais
sensiveis s manipulagdes das condigdes de PCR, comparativamente com as de vacinas.
A variagdo da concentragio da Taq polimerase para 0,05U/ul (0,5 ul) e do MgCl, para
2,25 mM (2,25 pl) podem ser consideradas aceitaveis, dependendo da quantidade de

ARN viral das amostras.
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9. Limitagdes

Durante o decorrer da parte experimental do trabalho, surgiram varios factores que

influenciaram os resultados apresentados, tais como:

- A quantidade limitada de primers que de certo modo interferiu no nimero de possiveis

manipulagbes das concentragdes dos reagentes;

- O reduzido tempo de experiéncia, que foi um factor limitante no que diz respeito ao

desenvolvimento de técnicas na area molecular;

- A perda da amostra RB, que influenciou na discuss@o de resultados reduzindo o

nimero de amostras de campo;,

- A falta de um espectrofotémetro para a quantificagio do ARN extraido das amostras.
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10. Recomendacdes

Para o posterior estudo do uso da técnica do PCR no diagnéstico da DN recomenda-se:

- A variag@o da concentragdo da Tag polimerase bem como do MgCl; deve ser feita a
intervalos regulares de concentragfo com valores proximos ao valor padrdo, evitando
assim resultados negativos por parte das amostras de campo que sdo as mais sensiveis,

- A quantificagfio do ARN extraido para uso posterior;

- O uso de um numero maior de amostras de campo, uma vez que estas sio mais

susceptiveis a contaminagdes do meio tanto da colheita como da manipulagio;

- Colheita de amostra de campo nas melhores condigdes de esterilidade possiveis;

- Sintese do ADN complementar deve ser feita a partir da mesma quantidade de ARN, em
todas as amostras, para ndo existirem diferengas significativas entre as quantidades de

ADNCc das diferentes amostras;

- Uso de amostras de campo recém colectadas e bem conservadas, a valores inferiores a -

20°C ou em nitrogénio liquido, de forma a garantir a conservagdo do ARN viral.

N
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ANEXOS
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Anexo 1

Preparagdo de solugées
Agua DEPC

DEPC
1000 ml agua MiliQ (agua bidestilada)

Incubar a mistura em banho Maria a 37°C durante a noite para posterior autoclavagem.
TBE IX

121,14 g Tris

61,83 g Acido bérico

14,63 g EDTA

Volume final de 1000 ml, pH =283
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Anexo 2

Extracgio do ARN total pelo Método TRIZOL

Pipetou-se 750 pl do reagente TRIZOL para um tubo de microcentrifuga. Adicionou-se
250 pl da amostra de liquido amiotico ou vacina e mistura-se bem.

Incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente.

Adicionou-se 200 pl de cloroférmio. Fechou-se bem o tubo e agitou-se vigorosamente a
méo durante 15 segundos. Incubou-se por 3 minutos & temperatura ambiente.
Centrifugou-se a 14 000 rpm por 15 minutos numa microcentrifuga refrigerada a 4°C. A
mistura separou-s¢ numa fase inferior rosa, uma interfase ¢ uma fase superior aquosa
(onde se encontrava 0 ARN).

Transferiu-se a fraccio aquosa para um tubo de microcentrifuga limpo. Adicionou-se 500
ul de isopropanol e mistura-se por inversdo ligeira do tubo.

Incubou-se & temperatura ambiente, por 10 minutos.

Centrifugou-se a 14 000 rpm por 10 minutos numa microcentrifuga refrigerada 4°C.
Removeu-se o isopropanol sem perturbar o sedimento.

Lavou-se o sedimento com 1 ml de etanol a 75% e centrifugou-se a 11 000 rpm, por 5
minutos a 4°C.

Removou-se o etanol sem perturbar o sedimento ¢ seca-se o sedimento ao ar livre.
Ressuspendeu-se 0 ARN em 10 pl de DEPC-ddH;0.

Uma parte do ARN foi usado na sintese do ADNc ¢ outra foi conservada para o seu

posterior uso a -70°C.
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Sintese de ADN complementar usando SuperScript™ HI para RT-PCR (Reverse

Transcriptase)

I Tratamento com DNAse

Prepararam-se¢ 9 tubos eppendorfs nos quais, separadamente, fizeram-se dilui¢des
misturando-se 5 pl de amostras de ARN extraido com 3 ul de dgua DEPC.
Misturou-se 0s seguintes rreagentes num tubo Eppendorf de 0.5 ml:

¢ 8 ul da amostra de ARN

o | plde 10X DNAse I buffer

e 1 plde DNAse I, Amp grade, 1U/ pul

Incubou-se os tubos por 15 minutos a temperatura ambiente.
Inactivou-se a DNAse I com a adi¢@io de 1 ul de 25 mM EDTA.

Aqueceram-se os tubos no forno de hibridagdo por 10 minutos a 65°C.
Il Sintese de ADN complementar (RT)

Misturou-se:

e 11 pl do ARN total proveniente do processo de tratamento com DNAse,
e 1 ulde oligo (dt) 20 (50 pM)
¢ 1 plde 10 mM dNTP Mix-

Aqueceu-se por S minutos a 65° C no forno de hibridigéo e incubou-se em gelo por 1

minuto.

Deu-se um shori-spin e a essa mistura adiciomou-se:

o 4yl 5X first-strand buffer
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e 1ul0,1MDTT
e | pl RNAse OUT (40 units/ pl)
e 1 pl Super Seript™ III RT (200 units/ pl).

Misturou-se com a pipeta gentilmente.
Incubou-se por 45 minutos a 50°C.

Inactivou-se a reacgdo por aquecimento por 15 minutos a 70°C.
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Anexo 4

Tabelas de resultados do PCR II padrdo e do PCR II com variagio das concentragoes

da Taq polimerase e MgCl.

M marcador + ADN amplificado % Banda ténue - ADN ndo amplificado

PCR II padrio
Amostras
Gel a esquerda
504 -
504
507
507
12.9
M
[z
7.10
12.9
Iz

Amplificagio

v
O 00 =1 A LA B LB e _g
&

Gel A direita

450
RB
M
452
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PCR 1I: variacio da [Tag] a 0,025 ¢ 0, 05 U/l
Amostras [Taq] =
0,025 U/ul

Pog¢o Amplificagao

450
452
504
507
7.12
12.9
lz
M
Amostras [Taq| =
0,05 U/pl
10 450
11 RB
12 452
13 504
14 507
15 7.12
16 12.9
17 Iz

O oo 1 G bn lm N

PCRII: [Tag] = 0, 05 U/pl, [MgCL] = 0,75 mM
Poco Amostras Amplificagiio

450 -
452
504
M
507
7.12
12.9
Iz

S 000 RN =
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PCR II: [Taq] = 0, 05 U/pl, [MgChL] =1 mM
Poco Amostras Amplificacdo

450
452
504
M
507
7.12
12.9
Iz

p=iN- I e R A

PCR II: [Taq] = 0, 05 U/pl, [MgCl] =2 mM
Pogo Amostras Amplificacido

450
M

452
507

PCR II: |Taq] = 0, 05 U/pl, [MgCl] = 2,25 mM
Pogo Amostras Amplificagdo

450
RB
M
452
507
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