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RESUMO

A estomatite vesicular foi primeiramente descrita nos Estados Unidos em 1926 como
uma doenca vesicular de equinos e, subsequentemente de bovinos e suinos. A doenca se
caracteriza pela formacao de vesiculas principalmente na lingua, labios, mucosa oral,
tetas e na banda coronéria das patas desses animais. O virus da estomatite vesicular,
agente causador da doenca, € um virus de RNA senso negativo e envelopado que
pertence ao género Vesiculovirus, da familia Rhabdoviridae. A estomatite vesicular é
clinicamante indistinguivel de outras doencas vesiculares, como a febre aftosa, o
exantema vesicular dos suinos e a doenga vesicular dos suinos, quando equinos nao
estdo envolvidos. Isso traz grandes implicagdes sdcio-econdmicas e, na falta de um
diagnostico clinico, o diagndstico laboratorial torna-se urgente e imprescindivel em caso
de suspeita de estomatite vesicular. Neste trabalho, o material genético de uma amostra
protétipo de VSV foi utilizado como molde em PCR convencional para obtencdo de um
plasmidio controle positivo da reacdo. A amostra protétipo foi caracterizada a partir do
sequenciamento do plasmidio com o inserto de VSV. Para a gPCR, foram desenhados
os iniciadores, em uma regido conservada do gene L (RNA polimerase viral), a partir de
sequéncias da amostra protétipo (VSIV) e de amostras de campo (VSAV e COCV). A
padronizacdo da reacdo com plasmidio controle foi feita com mix caseiro, sendo que a
concentracao final de cada iniciador foi de 1,25 pmol/100uL, com 10 uM de dNTP e
2,0 mM de MgCl,. Os corantes utilizados foram o Evagreen™ para o sistema de
deteccdo e 0 ROX® como referéncia passiva. A reagdo foi otimizada para aumentar a
sensibilidade e os parametros finais foram os seguintes: 4,0 pmol/100uL de cada
iniciador, 100 uM de dNTP e 2,0 mM de MgCl,. Foram escolhidos os genes de B-actina
e HPRT bovinos para serem utilizados como normalizadores da reacdo. O teste
apresentou resultados satisfatérios quando utilizado o mix comercial, mas com
necessidade de aprimoramentos principalmente com relacdo aos iniciadores para ser

utilizado no diagnéstico da estomatite vesicular bovina.

Palavras chave: estomatite vesicular; virus da estomatite vesicular; PCR em tempo real.



ABSTRACT

Vesicular stomatitis was first described in the United States in 1926 as a vesicular
disease of horses, and subsequently of cattle and swine. The disease is characterized
primarily by formation of vesicles on the tongue, lips, oral mucosa, teats and the
coronary band of the animal’s feet. The vesicular stomatitis virus (VSV), the disease
causative agent, it’s an enveloped negative strand RNA virus that belongs to
Vesiculovirus genus, family Rhabdoviridae. Vesicular stomatitis is clinically
indistinguishable from other vesicular diseases, like foot and mouth disease, swine
vesicular exanthema and swine vesicular disease, when equines are not involved. This
brings great socio-economic implications and in the absence of a clinical diagnosis,
laboratory diagnosis becomes urgent and indispensable in case of suspicion of vesicular
stomatitis. In this work, the genetic material of a VSV reference sample was used as
template in conventional PCR to obtain a plasmid positive control of the reaction. The
reference sample was characterized from the plasmid sequencing with VSV insert. For
gPCR, primers were designed in a conserved region of the L gene (viral RNA
polymerase), from the reference strain (VSIV) sequences and field samples (VSAV and
COCV). The standardization of reaction with plasmid control was made with
homemade mix, and the final concentration of each primer was 1,25 pmol/100uL, with
10 uM of dNTP and 2,0 mM of MgCl.. The dyes used were Evagreen™ for detection
system and ROX® as passive reference. The reaction was optimized to increase the
sensitivity and the final parameters were as follows: 4,0 pmol/100uL of each primer,
100 pM of dNTP and 2,0 mM of MgCl.. Genes of B-actin and HPRT were chosen to be
used as internal controls of reaction. The assay presented satisfactory results when using
the commercial mix, but in need of improvements especially regard with primers for use

in the diagnosis of bovine vesicular stomatitis.

Keywords: vesicular stomatitis; vesicular stomatitis virus; real time PCR.



I. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Familia Rhabdoviridae

1.1.1. Classificagdo

A familia Rhabdoviridae consiste em mais de 185 diferentes virus isolados de plantas e
animais. S&o virus envelopados, com nucleocapsideos helicoidais e que possuem um
genoma de RNA fita simples, senso negativo, que compartilham entre si uma forma
alongada ou de projétil. Essa morfologia distinta separa os rabdovirus dos outros taxons
na ordem Mononegavirales, que inclui tambem as familias Bornaviridae, Filoviridae e
Paramyxoviridae, que infectam vertebrados. Entretanto, os rabdovirus possuem um
amplo espectro de hospedeiros, podendo se multiplicar em plantas, em vertebrados ou
em invertebrados. A familia Rhabdoviridae possui muitos patdgenos de importancia
médica, veterindria e botanica. Os rabdovirus que infectam animais estdo
compreendidos em quatro géneros: Lyssavirus, Vesiculovirus, Ephemerovirus e
Novirhabdovirus (LYLES & RUPPRECHT, 2007).

Os rabdovirus compartilham vérias caracteristicas morfoldgicas e funcionais com os
membros da ordem Mononegavirales. Os virus dessa ordem formam grandes estruturas,
sofrem maturacdo durante o brotamento, apresentam espiculas glicoprotéicas que se
ligam as membranas e o nucleocapsideo possui a forma helicoidal. Possuem genoma de
RNA fita simples, ndo segmentado, com polaridade negativa e um arranjo similar de
genes (LYLES & RUPPRECHT, 2007).

1.1.2. Morfologia

Os virus sdo envelopados, em forma de vara ou cone (Figura 1), com aproximadamente
45 a 100nm de diametro e 100 a 430nm de comprimento. Normalmente, os rabdovirus
de animais possuem 180nm de comprimento e 80nm de largura, enquanto que os de
plantas podem ser maiores. O tamanho da particula é definido pelo tamanho do RNA
gendmico, fazendo com que a incorporacgéo de genes adicionais no genoma viral resulte,

consequentemente, em particulas maiores (CURETON, 2010).
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Figura 1. Morfologia e estrutura dos rabdovirus. (A) Representacdo esquematica de um rhabdovirus.
(B) Eletromicrografia em contraste negativo de VSV. Fontes: LYLES & RUPPRECHT, 2007 -

modificado; www.medgadget.com; www.dost-dongnai.gov.vn.

Os virus maduros se apresentam sob a forma de projétil, em que uma extremidade é
arredondada e a outra é plana, ou baciliforme, em que as duas extremidades sdo
arredondadas. O genoma de RNA do virus da estomatite vesicular (VSV), com 11 a
12kb, ¢é encapsidado por aproximadamente 1200 coOpias de uma unica nucleoproteina
principal (proteina N), sendo que cada molécula de proteina N interage com nove bases.
O nucleocapsideo esta associado a uma fosfoproteina (proteina P) e a uma polimerase
(proteina L), que sdo responsaveis pela atividade de RNA polimerase associada ao
virus. O nucleocapsideo também esta associado a proteina de matriz (proteina M), que é
responsavel pela forma de projétil adquirida pelo virus. O envelope apresenta uma
glicoproteina viral (proteina G) que se associa em trimeros e esta relacionada com 0s
processos de adsor¢éo e penetracdo (ROCHE, 2008).

1.1.3. Estrutura do Genoma

O genoma dos rabdovirus é constituido de RNA fita simples, ndo segmentado e de
polaridade negativa (Figura 2), ndo possui cap 5’ nem cauda 3’ poli A, sendo incapaz de
atuar como um RNA mensageiro. O genoma dos vesiculovirus é o menor dentre 0s
virus da familia Rhabdoviridae, o que é consistente com o seu papel de prot6tipo dos

virus de RNA de fita negativa. Sequéncias com, aproximadamente 50 nt nas
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terminacbes 3’ ¢ 5’ do genoma (sequéncia leader e trailer, respectivamente) séo
parcialmente complementares. Elas contém sequéncias atuantes em cis que servem
como promotores da transcricdo e replicagdo e como sinais de encapsidacdo do genoma
e antigenoma durante a replicacdo (LYLES & RUPPRECHT, 2007).

Genoma RNA polaridade (-)

SN NER N 6 R L s

Transcricdo sequencial

ORI Lo L mRNA
. ~ GmRNA
MmRNA i
' P mRNA

N mRNA

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura do genoma de um VSV. Fonte: adaptado de

WWW.expasy.org.

O genoma dos vesiculovirus codifica cinco proteinas (3’-N-P/C-M-G-L-5), semelhante
aos outros virus de RNA fita negativa e ndo segmentados. Cada jungdo de genes possui
uma sequéncia conservada que especifica o final do gene anterior, uma sequéncia
intergénica e uma sequéncia que especifica o inicio do proximo gene. Essas regides nao
traduzidas sdo pequenas (10 a 50 nt) e controlam a atividade da RNA polimerase viral
(RAHMEH, 2010).

1.1.4. Ciclo de multiplicacdo dos Rabdovirus

O ciclo de multiplicagdo dos rabdovirus € tipico da maioria dos virus de RNA fita
negativa e ndo segmentados (FIGURA 3). Para 0 mecanismo de adsorcdo, uma
variedade de receptores é utilizada em diferentes células hospedeiras. Apesar de ainda
ndo se conhecer receptores para VSV, estudos demonstram a participacdo de algumas
moléculas na adsor¢do do RABV, como o receptor nicotinico de acetilcolina (LENTZ et
al., 1982), a molécula de adeséo de célula neural (CD56) (THOULOUZE et al., 1998) e
o receptor do fator de crescimento neural de baixa afinidade p75N™® (TUFFEREAU et
al., 1998). Estudos demonstraram a participacdo de interacOes eletrostaticas e
hidrofébicas ndo especificas como mediadores da adsorcdo do VSV as células

hospedeiras. Uma caracteristica interessante € que a adsor¢cdo do RABV e do VSV ¢
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tanto mais eficiente quanto mais acido for o pH, na faixa entre 6.5 a 5.6 (LYLES &
RUPPRECHT, 2007).
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Figura 3. Diagrama do ciclo de multiplicagdo dos rabdovirus. Fonte: LICHTY, 2004 — modificado.

O VSV penetra na célula pela via endocitica dependente de clatrina. Ao longo da via, as
vesiculas perdem a cobertura de clatrina e se tornam endossomos precoces que,
posteriormente, passam a endossomos tardios e lisossomos. As particulas virais
presentes nas vesiculas sdo expostas a um pH progressivamente mais acido, por causa
da bomba de prétons ATP-dependente presente na membrana das mesmas. Em um pH
em torno de 6.5 a proteina G medeia a fusdo do envelope viral com a membrana do
endossomo, promovendo a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma. Entretanto, foi
demonstrado que, muitas vezes, o evento de fusdo ocorre na membrana de corpos
multivesiculares, que sdo vesiculas formadas pela invaginacdo da membrana dos
endossomos. Nesse caso, a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma depende da fuséo
do corpo multivesicular com a membrana do endossomo (back fusion), o que representa
um processo relativamente ineficiente, jA que, muitas vezes, 0 processo ocorre

tardiamente e o material pode ser degradado por proteases e outras enzimas. Portanto, é
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provavel que a eficiéncia de alguns tipos celulares em realizar esses processos possa
influenciar na eficiéncia de infeccéo por esses virus (LYLES & RUPPRECHT, 2007).

Apos a liberagdo dos componentes virais no citoplasma, a proteina M se dissocia do
nucleocapsideo, uma etapa necessaria para a ocorréncia da sintese de RNA viral, ja que
a proteina M inibe este processo. Nenhuma etapa adicional de desnudamento é
necessaria, tendo em vista que o RNA encapsidado serve de molde para o complexo
viral de transcricdo (CURETON, 2010).

O VSV possui um mecanismo de transcricao sequencial, em que sinais atuantes em cis
no molde de RNA controlam a atividade do complexo transcricional em cada juncéo de
gene (FIGURA 4). Com excec¢do da juncdo entre a sequéncia lider e o gene N, cada uma
das juncbes contétm uma sequéncia finalizadora do gene transcrito
(3’AUACUUUUUUUS’), um dinucleotideo intergénico (G/CA), que ndo é transcrito, e
uma sequéncia iniciadora do proximo gene (3’'UUGUCS5’) (ROSE, 1980). Essas
sequéncias também funcionam como sinais para poliadenilacéo e terminacdo do mRNA
transcrito, para iniciacdo, adi¢do do cap5’ e metilagdo do proximo mRNA. O
encapsidamento do RNA pela proteina N durante a sintese parece ser um sinal para que
a RNA polimerase viral ignore as sequéncias das juncfes e possa produzir um RNA
completo (antigenoma), que vai servir de molde para a replicacdo do genoma (LYLES
& RUPPRECHT, 2007).

AAAAAAA-3' Poliadenilacdo
3 ~ess————— AUACUUUUUUU-GA-UUGUC ——————————————--- §'

£ ! S

.

Aap .
AAAAAAA-3

Terminacao

3’ ==es——————— AUACUUUUUUU-GA-UUGUC —————————————————== §'
E ! )
5'cap-
Reiniciacdo
3’ seer e AUACUUUUUUU-GA-UUGUC e §°
E 8

Figura 4. Diagrama da atividade da polimerase dos rabdovirus durante a transcri¢do em resposta a
sequéncia finalizadora (E), ao dinucleotideo intergénico (1) e a sequéncia iniciadora (S) no molde de
RNA gendmico. Fonte: LYLES & RUPPRECHT, 2007 - modificado.
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A maioria dos nucleocapsideos contendo genomas virais de VSV produzida durante o
ciclo de multiplicagdo permanece associada as células infectadas e ndo é liberada na
forma de progénie viral, sugerindo que o uso de nucleocapsideos como molde
predomina sobre 0 uso na montagem das particulas (LYLES & RUPPRECHT, 2007).

Como para a maioria dos virus, os componentes individuais dos rabdovirus sdo
produzidos em compartimentos celulares separados e somente se juntam nas etapas
finais da montagem viral. O nucleocapsideo € formado durante o processo de replicacdo
do RNA, enquanto que a proteina G é sintetizada em associacdo com o reticulo
endoplasmatico e segue para 0 Complexo de Golgi através de vesiculas. Apos sofrer
modificacdes pos-transcricionais, como glicosilacdo (READING et al., 1978), formacao
de trimeros e palmitoilacdo (SCHMIDT & SCHLESINGER, 1979), a proteina G segue
a via secretoria até atingir a membrana plasmatica. A proteina M é sintetizada como
uma proteina soltvel e se associa a membrana plasmatica da célula hospedeira (LYLES
& RUPPRECHT, 2007).

Apos a formacdo dos complexos de nucleocasipdeo-proteina M, a etapa final consiste
na liberacdo da progénie viral. O processo parece ser mediado pela interacdo entre a
proteina M e proteinas do hospedeiro envolvidas na formacdo dos corpos
multivesiculares. Ainda ndo se sabe quais fatores celulares envolvidos na formacdo dos
corpos multivesiculares estariam envolvidos na liberacdo das particulas virais (LYLES
& RUPPRECHT, 2007).

1.1.5. Particulas Defectivas

As particulas defectivas de VSV sdo rapidamente geradas durante a multiplicacdo do
virus em cultura de células. Isso ocorre quando a RNA polimerase viral, durante a
replicacdo do RNA, muda o molde de uma regido, utilizando a mesma fita ou fitas
diferentes. Os genomas resultantes sdo defectivos, fazendo com que as particulas
defectivas possam se replicar apenas em células coinfectadas com o virus selvagem, que
produz a fonte de proteinas virais (CURETON, 2010).

As mudancas na atividade da polimerase podem gerar genomas com grandes delecdes
internas (COLONNO et al., 1977) ou, em outros casos, genomas que apresentam mais
de um promotor. Em ambos 0s casos, 0s genomas defectivos levam vantagem de

replicagdo em comparagdo com o genoma normal, por causa do menor tamanho ou por
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apresentar mais de um promotor, o que resulta em uma diminuicéo substancial do titulo
viral. Além da rapida multiplicacdo, os genomas defectivos necessitam das proteinas
produzidas pela infecgdo por virus selvagens para montagem das particulas, o que
explica a grande perda de titulo viral. Tendo em vista a importancia desse processo, para
evitar o acumulo de particulas defectivas, a passagem em cultura de células deve ser

feita utilizando o virus em baixa multiplicidade de infeccdo (CURETON, 2010).

1.2. Género Vesiculovirus

Os membros do género Vesiculovirus foram alocados em um unico sorogrupo de VSV,
baseando-se em padrdes de reatividade cruzada nos testes de imunofluorescéncia e
fixacdo do complemento, enquanto que as analises de sequéncia demonstraram
similaridades. Altas homologias s@o observadas entre 0os genes N em comparagdo com
0s genes G. O sorogrupo de VSV supracitado inclui o Vesicular stomatitis Indiana virus
(VSIV) (protétipo do género), Vesicular stomatitis New Jersey virus (VSNJV),
Vesicular stomatitis Alagoas virus (VSAV), e outros como, Carajas virus (CJSV),
Chandipura virus (CHPV), Cocal virus (COCV), Isfahan virus (ISFV), Maraba virus
(MARAV) e Piry virus (PIRYV) (INTERNATIONAL COMMITEE ON TAXONOMY
OF VIRUSES [ICTV], 2010).

1.2.1. O Virus da Estomatite Vesicular (VSV)

O virus da estomatite vesicular pertence a familia Rhabdoviridae, género Vesiculovirus
(INTERNATIONAL COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES [ICTV], 2010).
Estdo incluidos na grande ordem Mononegavirales, cujos virus possuem RNA de fita
simples e polaridade negativa, 0 que impede a sua traducdo direta em proteinas.
Portanto, esses virus possuem sua prépria RNA polimerase para fazer a replicacdo e a
transcricdo do seu genoma, com consequente producdo de mRNA (LYLES &
RUPPRECHT, 2007).

Existem dois grupos imunologicamente distintos do VSV que foram identificados: New
Jersey (NJ) e Indiana (IND). Esses virus tém sido extensivamente estudados em nivel
molecular, principalmente para o desenvolvimento de vetores recombinantes para
vacinas e para o tratamento de cancer (GAO et al., 2009; BAREFOOT et al., 2009; WU
et al., 2008). De acordo com a classificagdo baseada em relagdes soroldgicas, existem

trés subtipos virais no sorogrupo IND: IND-1, IND-2 e IND-3, e s&o conhecidos como
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Vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV), Cocal virus (COCV) e Vesicular stomatitis
Alagoas virus (VSAV), respectivamente (FEDERER et al., 1967). Amostras do sorotipo
NJ e subtipo IND-1 sdo endémicas em bovinos nas areas do sul do México, América
Central, Venezuela, Colémbia, Equador e Peru, com o VSV-NJ sendo o responsavel
pela maioria (>80%) dos casos clinicos. Foi relatada a identificacdo esporadica de VSV-
NJ e IND-1 no norte do México e no oeste dos EUA. O IND-2 foi isolado na Argentina
e no Brasil somente de equinos (Salto-Argentina/63, Maipu-Argentina/86, Rancharia-
Brasil/66, Ribeirdo-Brasil/79), visto que o rebanho bovino presente junto aos equinos
afetados e descritos nesse estudo ndo desenvolveu anticorpos contra 0 VSV (ALONSO
et al.,, 1985). O subtipo IND-3 (Alagoas-Brasil/64) foi identificado esporadicamente
apenas no Brasil e somente em equinos até 1977. Entretanto, em 1977 o subtipo IND-3
(Espinosa-Brasil/77) foi primeiramente isolado de gado bovino no Brasil. Todavia, esse
subtipo afeta 0 gado em menor grau em comparacdo com equinos (ALONSO et al.,
1985). Esse achado confirma as primeiras descri¢fes, em 1926 e 1927 (OLTSKY et al.,
1926; COTTON, 1927), de VSV NJ e IND em equinos e, subsequentemente, em
bovinos e suinos. A mesma correlacdo tem sido observada em outros surtos de
estomatite vesicular (OIE, 2008).

O VSV ¢ o virus envelopado protdtipo em estudos de penetragdo, multiplicacdo e
montagem de particulas virais, devido ao seu amplo espectro de hospedeiros e um ciclo
de multiplicacdo simples, que pode ser estudado em uma grande variedade de células de
mamiferos e de insetos (WHITT, 2010). Essas caracteristicas referentes ao ciclo de
multiplicacdo levaram-no a ser muito utilizado em estudos de terapia antitumoral, como
virus recombinantes oncoliticos (MILLER, SAMUEL, WONGTHIDA, 2010).

1.3. A Estomatite Vesicular

A estomatite vesicular foi descrita nos Estados Unidos em 1926 (OLTSKY et al., 1926)
como uma doenca vesicular de equinos e, subsequentemente, de bovinos e suinos.
Ovinos, caprinos e mamiferos silvestres também podem se infectar (OIE, 2008). Com
menor frequéncia pode acometer 0 homem causando sintomas semelhantes a gripe, mas
existem relatos da forma cutdnea da enfermidade na faringe, mucosa bucal, lingua e na
pele, em decorréncia da inoculacdo direta do virus acidentalmente em laboratério ou
durante a realizacdo de necropsia de animais infectados (HANSON, 1981; BISHOP,
1979).
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As vesiculas causadas pelo virus sdo localizadas principalmente na lingua, labios,
mucosa oral, tetas e na banda coronéria das patas de bovinos, equinos, suinos e de
muitas outras espécies de animais domésticos e selvagens. Normalmente as vesiculas
aparecem em um so tecido susceptivel ndo ocorrendo generalizacdo (BISHOP, 1979). A
doenca natural em carneiros e cabras € rara, embora ambas as espécies possam ser
experimentalmente infectadas. InfecgOes mistas de febre aftosa e estomatite vesicular
tém ocorrido em rebanhos bovinos e podem ser induzidas experimentalmente. Muitas

espeécies de animais de laboratorio também séo susceptiveis (OIE, 2008).

As vesiculas que ocorrem na boca, labios e gengivas causam uma salivacao excessiva, 0
que dificulta a alimentacdo (FIGURA 5). O animal perde peso, pois ndo se alimenta
adequadamente e reluta em andar devido as dores provocadas pelas lesGes na banda
coronéria das patas. Uma mastite grave pode ocorrer em virtude das vesiculas nas tetas
dificultando a amamentacéo dos bezerros, que podem se infectar por essa via (BISHOP,
1979; MASS, 2009). Todos esses sintomas estdo relacionados as perdas econdmicas

principalmente na produgéo de carne e leite.

Figura 5. Sinais clinicos de estomatite vesicular. (A) Vesiculas na lingua de um bovino infectado com

VSV. (B) Vesicula rompida na regido da boca de um bovino infectado com VSV. (C) Salivagao excessiva
de um bovino infectado com VSV, um dos sinais que aparecem no inicio do quadro infeccioso. Fonte:

adaptado de www.vetmed.ucdavis.edu

O periodo de incubagdo da enfermidade varia de 3 a 14 dias e o animal se convalesce
em um periodo de 2 a 3 semanas (BURTON, 1917). A infeccédo subclinica pode ocorrer
tanto em animais quanto em humanos que tiveram contato com o virus, uma vez que
podem ndo desenvolver a doenca, mas apresentam niveis elevados de anticorpos no soro
(BISHOP, 1979).
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A incidéncia da doencga pode variar muito entre os rebanhos afetados. Normalmente, 10
a 15% dos animais apresentam sinais clinicos. Os casos clinicos ocorrem
principalmente em animais adultos, visto que bovinos e equinos de até um ano de idade
raramente sdo afetados (BRANDLY et al., 1951). A mortalidade é proxima de zero em
ambas as espécies, entretanto, foi observada uma alta taxa de mortalidade em suinos
afetados pelo virus NJ. As implicagBes econdmicas mais importantes envolvem a perda
da produgéo leiteira dos rebanhos, queda do preco da carne no mercado, trabalho
adicional durante o surto, custos associados a imposi¢do de quarentena, e suspensao da
comercializacdo internacional de carne, como aconteceu com o estado de Goids em
junho de 2008 (HAYEK et al., 1998; IBGE, 2008). Ambos os subtipos NJ e IND-1 nos
surtos dos EUA em 1995, 1997 e 1998 causaram doencas clinicas primariamente em
equinos. Embora alguns sinais clinicos tenham sido observados no gado, os primeiros

achados nesses animais foram a soroconversdo (OIE, 2008).
1.3.1. Histdrico e Distribuicdo Geogréfica

A estomatite vesicular foi primeiramente relatada nos EUA em 1916 em um evento que
atingiu proporcdes epidémicas em bovinos e equinos (TEIDEBOLD et al., 1916).
Entretanto, uma doenca clinicamente similar foi descrita em cavalos em 1862, durante a
guerra civil dos EUA (McCLELLAN et al., 1864). Em 1915, durante a 12 Guerra
Mundial, veterinarios franceses descreveram uma doenca clinicamente semelhante a
estomatite vesicular em cavalos importados dos EUA e do Canada para a Europa
(HANSON, 1952; BISHOP, 1979). Existem relatos da doenca na Africa do Sul, em
cavalos, que datam do século XIX (1884 e 1887). ApGs esse episddio, ndo houve mais
notificagbes de estomatite vesicular nesta localidade ou em nenhuma outra parte da
Africa (HANSON, 1952).

Em 1925, bovinos transportados de Kansas City — Missouri para Richmond — Indiana,
desenvolveram lesdes vesiculares na boca e iniciaram um surto de estomatite vesicular
na regido. A etiologia viral da doenca foi estabelecida por Cotton em 1927 (COTTON,
1927) e a amostra foi denominada de VSV-Indiana (VSV-1). Em 1926, outro surto
atingiu o gado na regido de New Jersey. O virus causador da doenca era
antigenicamente diferente da amostra VSV-I e atualmente é conhecida como a amostra
VSV-New Jersey (VSV-NJ) (COTTON, 1926 e 1927). Os virus VSV-lI e VSV-NJ

representam os dois sorotipos mais comumente isolados nas Americas. O Gltimo surto
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de VSV-I relatado nos EUA ocorreu em 1965 (WEBB et al., 1989). O sorotipo VSV-NJ
foi o responsavel pelos surtos nos EUA em 1944, 1949, 1957, 1959, 1963, 1982-1983,
1985 e 1995 (BRIDGES et al., 1997).

Em 1961 foram descritas amostras sorologicamente distintas dos dois tipos classicos:
VSV-1 e VSV-NJ. A amostra do virus Indiana-2 Cocal foi isolada de pulgas que se
alimentavam de ratos de arrozais na floresta de Trinidad (América Central). De 1966 a
1968 o virus Indiana-2 foi diagnosticado no Brasil, no municipio de Rancharia (S&o
Paulo) onde se isolou o virus Indiana-2 Rancharia (Indiana-2 Rancharia — Brasil/66).
Esse virus esta relacionado ao virus Indiana-2 Salto (Argentina/63) (PUSTIGLIONE
NETTO et al., 1969). Novas epidemias do virus Indiana-2 ocorreram em 1978 no Rio
Grande do Sul e em 1979 no municipio de Sao José de Boa Vista (Sdo Paulo) onde foi
isolado um virus também relacionado ao virus Indiana-2 Salto. Esse virus foi
denominado de Indiana-2 Ribeirdo — Brasil/79. Em 1998, novos focos ocorreram em
Santa Catarina e Parana (LOPES, 1999).

Em 1964, ocorreu um surto em mulas, em varias regides do estado de Alagoas (Brasil) e
no estado vizinho de Pernambuco (ANDRADE et al., 1979). O virus isolado era
sorologicamente distinto dos VSV conhecidos, como o VSV-l e Cocal, e foi
denominado Indiana-3 Alagoas (Indiana-3 Alagoas — Brasil/64). No estado de Minas
Gerais, 0 primeiro isolamento ocorreu em 1977 no municipio de Espinosa, de uma
amostra semelhante ao virus Indiana-3 Alagoas, sendo denominada Indiana-3 Espinosa

(Indiana-3 Espinosa — Brasil/77).

Atualmente, 0 VSV é endémico em muitos paises da América Latina e é responsavel
por perdas econdmicas importantes na industria pecuaria. A doenca causada pelos
sorotipos VSV-NJ e VSV-I foi relatada em 11 paises da América Latina em 1996 (OIE,
1996). Dentre os VSV descritos, somente o0s sorotipos Indiana-2 e Indiana-3 apresentam
importancia epidemiolégica no Brasil (LOPEZ et al., 1996-1997), tendo em vista a
auséncia de relatos de ocorréncia do sorotipo VSV-NJ. Isso é corroborado pelo fato de
que 0 VSV-NJ é caracteristico de regides de clima temperado (RODRIGUEZ, 1996).

As relagbes entre as amostras de VSV-l1 foram estudadas por FEDERER e
colaboradores (1967). Foi proposta a seguinte classificagdo: Indiana-1 para a amostra
classica isolada nos EUA; Indiana-2 para as amostras Cocal (Trinidad) e Salto

(Argentina); e Indiana-3 para a amostra Alagoas. Portanto, o sorotipo VSV-NJ néo
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possui subtipos e a sua distribuicdo € ampla nas areas temperadas da América do Norte,
enquanto que o sorotipo VSV-I possui trés subtipos, dos quais dois estdo limitados a
América do Sul (MASON, 1978). Uma nova classificacdo tem sido proposta, em que 0s

subtipos Cocal e Alagoas seriam classificados como espécies (ICTV, 2009).

Atualmente a doenca apresenta atividade endémica do norte da América do Sul
(Colémbia, Equador, Peru e Venezuela) ao norte do México e sudeste dos Estados
Unidos. Atividade epidémica geralmente acorre no sul da América do Sul, Estados
Unidos e Canadd (RODRIGUEZ et al., 1996; ARBOLEDA & TRUJILLO, 2002). A
tabela a seguir mostra a situacéo dos surtos ocorridos nos Estados Unidos entre os anos
de 2004 — 2006 (TABELA 1).

Tabela 1: Surtos de estomatite vesicular ocorridos nos EUA entre 2004 — 2006.

Ano 2004 2005 2006
Locais afetados 294 propriedades 445 propriedades 9 propriedades
(3 estados — 43 municipios) (9 estados — 69 (1 estado — 2 municipios)
municipios)
Bovinos infectados 63 202 10
Bovinos susceptiveis 6101 13.285 485
Equinos infectados 405 584 12
Equinos susceptiveis 2495 3677 255

Fonte: adaptado de www.usda.gov

A irregularidade na ocorréncia dos surtos € uma caracteristica marcante na estomatite
vesicular. A tabela acima (TABELA 1) inclui nGmeros importantes entre os anos de
2004 a 2006, no entanto, a doenga atingiu apenas sete animais em 2009 e quatro animais
em 2010, todos equinos, nos EUA. Ndo foram encontrados dados referentes aos anos de
2007 e 2008 (USDA, 2010). Os ultimos relatos da ocorréncia da doenca no Brasil foram
em Tocantins e Goias em 2008, mas ndo foram acessados os dados oficiais (MAPA,
2010).

1.3.2. Epidemiologia

A ocorréncia da doenca é anual ou em intervalos de 2 — 3 anos em areas tropicais e
subtropicais. Os intervalos geralmente sdo maiores nas regides temperadas da América
do Norte e da América do Sul quando comparados aos observados nas regides tropicais

(HANSON, 1981). Os surtos aparecem de forma repentina no verdo, ocorrendo
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simultaneamente em vaérias localidades de uma &rea delimitada. A distribuicdo
geogréfica é irregular e, com frequéncia, propriedades adjacentes ndo sdo afetadas
(MASON, 1978).

O mecanismo de transmissdo do virus ainda é desconhecido, apesar do fato de que o
virus tenha sido isolado de moscas, mosquitos e outros insetos levar a hipdtese de
transmissdo por artropodes (COMER et al., 1992; FRANCY et al., 1988; OIE, 2008).
Alguns estudos comprovaram que o VSV ndo é capaz de penetrar a pele intacta e
também néo é capaz de causar infecgdo por meio de alimentos ou reservatorio de dgua
(HANSON, 1981). E mais provavel que a infeccdo natural ocorra por meio de lesdes na
lingua, tetas ou na pele da banda coronaria das patas entre 0s animais susceptiveis.
Grande parte desses animais pode ser infectada pela via nasofaringeana (MASON,
1978).

A ocorréncia aumentada dos casos de estomatite vesicular nos meses quentes e
chuvosos, juntamente com a répida difusdo do virus em grandes areas de vasta
vegetacao e correntes de agua reforcam a hipdtese de que o VSV poderia ser transmitido
por insetos (MASON, 1978). Isso explicaria a sazonalidade da doenca (MASON et al.,
1976; ORREGO et al., 1987) e teria sustentacdo no fato de que o virus ja foi isolado em
artrépodes. A transmissdo do VSV ¢ frequentemente associada aos Phlebotomus, mas
pouco se sabe sobre o mecanismo e o0s locais de multiplicacdo do virus nesses insetos
(WEAVER et al., 1992). O VSV-I foi isolado de Phlebotomus e de mosquitos do
género Aedes (MASON, 1978). O virus ja foi multiplicado em cultura de células de
Aedes aegypti, Aedes albopictus (LETCHWORTH, 1999) e em células de Drosophila
melanogaster (mosca das frutas). Ja foi até demonstrada a importancia da imunidade
mediada por RNAI contra o0 VSV em modelo de Drosophila (MUELLER, 2010). As
amostras VSV Indiana-1, Indiana-3 Alagoas e VSV-NJ sdo constantemente isoladas de
Phlebotomus naturalmente infectados, em que a transmissdo transovariana €
demonstrada pelo isolamento do virus em macho, tendo em vista que apenas as fémeas
se alimentam de sangue (COMER et al., 1992). Foram evidenciadas a ocorréncia de
adaptacdo natural do VSV em celulas de artropodes (LLEWELLYN, 2002) e a
competéncia de vetores do género Simulium em transmitir o VSV em modelos animais
(MEAD, 2006). Apesar desses achados, existem varias objecOes a essa hipdtese.
Primeiramente, postula-se que equinos, bovinos e suinos ndo produziriam viremia

suficiente para infectar os artropodes hematdfagos e, portanto, estes animais seriam
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hospedeiros terminais (ARBOLEDA & TRUJILLO, 2002). Outro fator a ser
considerado é que a distribuicdo espacial da doenca ndo é tipica de uma doenca
transmitida por insetos, visto que regiGes contiguas ndo séo afetadas, além de néo ter
sido possivel isolar o virus de artropodes durante a ocorréncia de alguns surtos da
doenga (LETCHWORTH, 1999).

Outra hipétese é a de que 0 VSV seja um virus de planta (MASON, 1978) e que 0s
animais estdo no final da cadeia epidemioldgica. Dessa forma, em circunstancias
especiais, 0 virus poderia passar por processos adaptativos para infectar animais,
seguido de transmissdo direta entre 0s animais susceptiveis. Durante uma epizootia em
1982 no oeste dos EUA, foram relatados casos de transmissdo direta de animal para
animal (SELLERS et al., 1990).

1.3.3. Diagnostico

A estomatite vesicular é clinicamente indistinguivel de outras doengas vesiculares,
como a febre aftosa, o exantema vesicular dos suinos e a doenca vesicular dos suinos,
quando equinos ndo estdo envolvidos (OIE, 2008). Isso traz grandes implicacdes socio-
econbmicas e, na falta de um diagnostico clinico, o diagndstico laboratorial torna-se
urgente e imprescindivel em caso de suspeita de estomatite vesicular (HOFNER et al.,
1994; De STEFANO et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 1993; ALONSO et al., 1991).

A coleta de material clinico e a tecnologia utilizada para o diagnéstico de estomatite
vesicular devem estar em concordancia com a metodologia utilizada no diagndstico de
febre aftosa e de outras doencas vesiculares, com o objetivo de facilitar o diagnostico
diferencial dessas doencas vesiculares. E importante lembrar que o VSV pode infectar o
ser humano e, portanto, precaucdes apropriadas e medidas de biosseguranca devem ser

adotadas durante a manipulacdo de material potencialmente infeccioso (OIE, 2008).

As melhores amostras para o diagndstico incluem os fluidos vesiculares, o epitélio de
vesiculas ndo rompidas, o epitélio de vesiculas recém rompidas ou swabs de vesiculas
rompidas. As amostras podem ser coletadas de lesdes da boca, das patas, assim como de
qualquer outra regido com formacdo de vesiculas. Quando as amostras de tecido
epitelial ndo estdo disponiveis, pode-se coletar amostra de fluido esofago-faringeo (OIE,
2008).
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A estomatite vesicular pode ser diagnosticada através da identificacdo ou isolamento
viral. O isolamento pode ser feito pela inoculagdo em cultura de células ou em ovos
embrionados. A inoculacdo pode ser feita em células Vero (células de rim de macaco
verde africano), em BHK-21 (celulas de rim de hamster) ou em IB-RS-2 (células de rim
de suino). A inoculagdo nas trés linhagens celulares permite uma diferenciacdo das
doencas vesiculares, ja que o VSV causa efeito citopatico nas trés linhagens, enquanto
que o virus da febre aftosa causa efeito em BHK-21 e IB-RS-2, e o virus da doenca

vesicular suina causa efeito citopatico apenas em IB-RS-2.

O VSV replica e pode ser isolado em ovos embrionados de oito a dez dias por meio de
inoculacdo na cavidade alantoide, em camundongos desmamados com idade entre dois a
sete dias pela inoculacdo por qualquer via, ou em camundongos com idade de trés
semanas por inoculacdo intracerebral. Em todos os trés casos, 0 virus causa a morte

entre dois e cinco dias ap6s a inoculacdo (OIE, 2008).

A identificacdo do virus pode ser feita pela fixacdo de complemento (FEDERER et al.,
1967; ALONSO, 1986), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (ALONSO et
al., 1991), imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais e soroneutralizagdo
(FEDERER et al., 1967; ALONSO, 1986).

O ELISA, através da deteccdo de antigenos virais em suspensao, € atualmente o método
de escolha para a identificacdo do VSV. A técnica permite a identificacdo dos subtipos
representativos de VSV-I, por meio da utilizacdo de anticorpos polivalentes e ainda é
capaz de detectar o VSV-NJ, com a utilizacdo de anticorpos monovalentes (ALONSO,
1991). O ELISA é preferivel ao teste de fixacdo do complemento pela maior
sensibilidade e por ndo ser afetado por fatores anti ou procomplemento. Entretanto,
quando o ELISA ndo esta disponivel, o teste de fixacdo do complemento pode ser
realizado. De maneira geral, técnicas moleculares como a PCR ainda nédo estdo sendo

utilizadas na rotina como método diagnoéstico para a estomatite vesicular (OIE, 2008).

Quando ndo é possivel fazer a coleta de amostras para a identificagdo do agente,
amostras de soro de animais recuperados podem ser utilizadas para a deteccdo e
quantificacdo dos anticorpos especificos. Amostras de soro de um mesmo animal,
coletadas com um intervalo de 1 a 2 semanas entre as coletas séo preferenciais, pois
podem apontar um aumento no titulo de anticorpos, o que pode ser um indicativo de

infeccdo recente. Geralmente, os anticorpos podem ser detectados entre cinco e oito dias
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apos a infeccdo. A deteccdo e a quantificacdo de anticorpos no soro podem ser feitas por
meio de testes de ELISA e soroneutralizagdo. A fixagdo de complemento pode ser
utilizada quando a coleta do soro for feita logo apds o inicio da infeccdo (OIE, 2008).

O ELISA utilizado nesse caso é do tipo competitivo, para a deteccdo de anticorpos. A
técnica também permite a deteccdo dos sorotipos VSV-I e VSV-NJ, por meio da
utilizacdo de antigenos recombinantes. A soroneutralizacdo € feita em microplacas de
cultura de tecidos, utilizando soro inativado como amostra. No procedimento s&o
utilizados os sorotipos VSV-I e VSV-NJ, juntamente com células VERO ou IB-RS-2. O
teste de fixacdo do complemento pode ser utilizado para a quantificacdo de anticorpos
no inicio da infeccdo, principalmente da classe IgM. Entretanto, 0 método apresenta

baixa sensibilidade e é frequentemente afetado por fatores inespecificos (OIE, 2008).

Atualmente, a caracterizacdo de agentes infecciosos vem sendo realizada por meio de
técnicas moleculares (RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2008). Uma das mais utilizadas é a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), um método de diagnostico rapido e sensivel,
onde uma regido do genoma viral pode ser detectada em varios tipos de espécimes
clinicos. A PCR esta substituindo os métodos classicos de deteccdo do agente
infeccioso. As vantagens incluem a utilizacdo tanto de tecido epitelial quanto de
suspensdo viral inativada, diminuindo os riscos biolégicos a saide humana e animal,
além de poder ser feita em areas livres ou exoticas da doenca (THOMPSON et al.,
1999). Apresenta também uma alta sensibilidade, principalmente no caso da qPCR,
podendo detectar o material genético do virus mesmo se estiver presente em pequena
quantidade na amostra, além da rapidez, por ndo depender de cultivo. Outro fator
importante a ser considerado é que, na maioria das vezes, as amostras de campo chegam
ao laboratorio em condi¢fes inadequadas de conservagdo, o que dificulta o isolamento
do agente devido a contaminacdo bacteriana ou a compostos citotdxicos, como 0s
antissépticos utilizados nos rebanhos para tratar as lesdes dos animais. Esses fatores ndo
afetam a PCR em um nivel significativo (RODRIGUEZ et al., 1993).

Vérias reacfes de RT para deteccdo de VSV ja foram descritas na literatura
(RODRIGUEZ et al., 1993; HOFNER et al., 1994; NUNEZ et al., 1998; RASMUSSEN
et al., 2005; HOLE et al., 2006; RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2008). Ha um esfor¢co em
escala mundial para o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico, que

possibilitem um resultado mais rapido e confidvel, para evitar possiveis perdas
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econbmicas drasticas, principalmente quando envolve doencas como estomatite
vesicular ou febre aftosa (BELAK, 2007).

O gPCR inclui vantagens como a possibilidade de monitorar o progresso da reagéo de
forma simultanea; mensurar precisamente a quantidade de produto de PCR em cada
ciclo; apresentar uma maior amplitude de deteccdo; combinar 0s processos de
amplificacdo e deteccdo em um mesmo tubo, o que elimina a necessidade de
manipulagdes posteriores; possibilidade de um ensaio quantitativo eficiente; permite
facilmente uma automatizacdo do processo; e pode diminuir os custos do diagnostico
(BELAK, 2007).

As técnicas moleculares como a PCR vem sendo muito utilizadas na caracterizacdo de
patdgenos com posterior andlise filogenética (RASMUSSEN, 2003 e 2004;
HAKHVERDYAN, 2005 e 2006; BELAK, 2007; ESCUTENAIRE, 2007). Essas
ferramentas sdo muito Uteis no estudo epidemioldgico, resultando em um importante
aporte na identificacdo, caracterizacdo e possivel rastreamento das fontes de
disseminacédo do virus (RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2008). Podem auxiliar na vigilancia
da enfermidade e na deteccdo da fonte de infeccdo (THOMPSON et al., 1999).

1.3.4. Tratamento, controle e prevencao

O tratamento constitui-se no oferecimento de protecdo aos animais acometidos por meio
de acomodacdes adequadas, agua fresca e alimentacdo tenra e rica. O fornecimento de
alimentos de fécil apreensdo e mastigacdo favorece a recuperacdo das lesdes orais,
abreviando, dessa forma, o periodo de anorexia. A administracdo de antibi6ticos pode
ser necessaria aos animais mais debilitados, tendo em vista o risco de aparecimento de
infeccBes bacterianas secundarias. O uso de solucbes polivitaminicas e repositoras de
eletrolitos, de administracdo oral ou parenteral, pode ser necessario nos casos mais
graves. De maneira geral, a estomatite vesicular apresenta um progndstico favoravel a
sobrevivéncia dos animais (ABRAVEQ), 2010).

O controle de um surto de estomatite vesicular é feito através da quarentena dos animais
suspeitos e o isolamento dos que foram comprovadamente afetados. Os 6rgdos oficiais
do governo devem ser comunicados. A alimentacdo deve ser macia e fina para facilitar a
cicatrizagdo das lesdes, evitando-se, dessa maneira, a disseminagéo prolongada do virus.

O alimento restante deve ser retirado frequentemente e o reservatério do mesmo deve
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ser desinfetado. A desinfeccao pode ser feita com formalina a 1%, soluc¢des iodadas ou
preparacdes fendlicas (ABRAVEQ, 2010).

A importancia da estomatite vesicular deve-se ndo s6 por causar claudicacdes
debilitantes nos equinos, mas pelo interesse no diagndstico diferencial da febre aftosa
em bovinos e suinos. A doenca ainda pode causar grandes perdas econémicas na
producdo leiteira. Dessa forma, a Organizacdo Mundial das Epizootias (OIE) considera
a estomatite vesicular como uma doenca da lista “A” em seu Codigo Internacional de
Saude Animal, o que determina, entre outras medidas, restricbes a importacdo de
bovinos, suinos e outras espécies, vivas, para a prevencdo da transmissdo do VSV
(ABRAVEQ, 2010).
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1. JUSTIFICATIVA

A estomatite vesicular é uma doenca viral e contagiosa que acomete principalmente
equinos, bovinos e suinos, podendo também afetar uma diversidade de animais
domeésticos e silvestres, além do homem. Atualmente € considerada uma doenca
presente apenas no continente americano. Os animais domésticos, principalmente 0s
bovinos e suinos, sdo fontes importantes de proteina animal, sendo que o acometimento
dos mesmos por doencas transmissiveis acarreta em grandes perdas econdmicas e,

consequentemente, diminuicao da qualidade de vida da populacéo.

A doenca € conhecida por causar febre e formacdo de vesiculas na mucosa da boca,
epitélio lingual, labios e regido interdigital das patas e tetas. Os animais deixam de se
alimentar e, consequentemente, perdem peso, 0 que pode afetar significativamente a
lactagdo. A doenca clinica normalmente é observada nos bovinos adultos, tendo em
vista que as lesdes sdo raramente observadas em bezerros. A forma subclinica também
pode ser observada e se apresenta como um quadro de debilidade geral. A incidéncia da
doenca no rebanho é muito variada, atingindo de 5 a 50% e podendo chegar a 90% do
rebanho. A mortalidade normalmente ndo ultrapassa 5%.

A estomatite vesicular tem sua importancia reconhecida mundialmente no ambito da
satde animal, principalmente pelas graves consequéncias sdcio-econdmicas associadas,
haja vista que 0 animal acometido apresenta queda na producao de leite e carne. Além
disso, a sua presenca constitui um fator limitante para o comércio internacional de
animais e seus subprodutos. O problema ainda vai além do prejuizo na produtividade do
gado e assume um papel significativo para os programas de salde animal, ja que a
estomatite vesicular é clinicamente indistinguivel da febre aftosa em bovinos e suinos,
sendo esta Ultima uma doenca vesicular severa que vem provocando grandes prejuizos
na economia das Américas. A despeito de toda essa importancia, a estomatite vesicular
estd incluida na lista das enfermidades de notificacdo obrigatoria da Organizagéo
Mundial de Saide Animal (OIE), classificada como uma doenca que pode se estender
além das fronteiras nacionais, com graves consequéncias socio-econémicas, sanitarias e
no comércio internacional de animais e produtos derivados. Essa incluséo resulta na

imposicéo de quarentena e na realizagdo de testes para controle da doenga.

O VSV pode ser isolado em cultivo celular a partir do material obtido das lesdes dos

animais ou identificado por técnicas sorologicas para deteccdo de antigenos virais, mas



27

esse processo, muitas vezes, € dificultado por causa do mal estado de conservacao das
amostras que chegam ao laboratdrio. Recentemente, tem crescido muito o interesse pelo
uso de técnicas de biologia molecular para a identificacdo do VSV. A PCR, tanto
convencional quanto em tempo real, tem sido a mais promissora, e pode ser realizada
diretamente de amostras de tecidos ou através de extracdes simples. A gPCR além de
ser sensivel e especifica, € um método rapido e confiavel, ja que ndo necessita de etapas
posteriores a reacdo. A obtencdo do resultado pode ser mais rapida também pelo fato de
0s programas realizados nas maquinas de gPCR serem mais curtos. Essas caracteristicas
tornam o método bastante indicado, tendo em vista que o diagnostico laboratorial é

dado como urgente e imprescindivel quando héa suspeita de estomatite vesicular.
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I11. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

X/
L X4

Desenvolver e padronizar uma reacdo de gPCR para diagnostico da estomatite

vesicular em bovinos.

3.2. Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Isolar, multiplicar e caracterizar uma amostra de VSV que sera utilizada como

controle positivo para padronizacdo da reacao de PCR;

Analisar uma regido propicia para detectar o virus e desenhar os iniciadores que
serdo utilizados nas reacoes de PCR;

Otimizar a reacdo de qPCR para o gene L e determinar a sensibilidade e

especificidade;

Validar o teste através da utilizacdo de amostras clinicas.
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IV. FLUXOGRAMA DE TRABLAHO
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V. MATERIAIS E METODOS
5.1. Células Vero

As células de linhagem continua Vero séo derivadas de epitélio de rim de macaco verde
(Cercopithecus aethiops), obtidas da American Type Culture Collection (ATCC),
Maryland, USA, passagem 126. Essas células foram cultivadas em meio 199
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (CULTILAB, Brasil), gentamicina
(50mg/L), penicilina potéssica (200U/mL) e fungizona (2.5mg/L). As células foram
incubadas a 37°C em ambiente com 5% de CO». Os subcultivos foram realizados em
intervalos de 3 dias ap06s o implante das células, utilizando-se solugéo de tripsina EDTA
[NaCl 136mM; KCI 5mM; glicose 55mM; NaHCOz 69mM; 0,59 p/v tripsina 1:250
(Difco); EDTA 0,5mM; 1% vermelho de fenol]. Essa linhagem celular foi utilizada para

a multiplicacéo e a titulacdo do VSV.
5.2. Virus
5.2.1. Origem

A amostra de VSV utilizada é proveniente do Laboratério de Virus do Instituto de
Ciéncias Biologicas — UFMG e corresponde a amostra VSV-1 ATCC VR-1238 (Indiana
Lab [V-520-001-522]). As amostras de VSV foram armazenadas a temperatura de -
70°C e, portanto, foi feita uma primeira passagem em monocamada de células Vero
com o objetivo de avaliar a viabilidade das particulas virais. O ensaio foi feito em placas
de 6 pocos contendo a monocamada de células Vero, que foram infectadas com a
amostra do virus diluida com igual volume de meio 199 a 0% SFB (volume final de 300
uL). Apds um periodo de adsor¢do de 1 hora e homogeneizagdo em intervalos de 10
min, foi acrescentado o meio 199 a 1% SFB e as placas foram incubadas a temperatura
de 37°C em ambiente com 5% de CO.. O efeito citopatico (ECP), arredondamento de
células, aumento da refringéncia e desprendimento das mesmas, foi observado de 2 em
2 h nas primeiras 8 h de incubacdo, sendo que o sobrenadante da monocamada foi
coletado quando observou-se um ECP de 90%. O material foi armazenado a

temperatura de -70°C para posterior titulagéo.
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5.2.2. Titulagdo do virus
5.2.2.1. Titulagéo viral por contagem de UFP

Apo6s a multiplicacdo, o virus obtido foi titulado em células Vero. Para isso, foram
utilizadas placas de 6 pocos contendo a monocamada de células que foram infectadas
com as diluicdes seriadas do virus. As células foram infectadas com 300 pL de cada
diluicdo do virus em meio 199 por 1 hora. Ap6s a adsorcdo, foi acrescentado o meio
199 suplementado com 2% de SFB e CMC a 1,5%. As células foram mantidas a 37°C,
em ambiente com 5% de CO- por 72 h e observadas ao microscopio em intervalos de 24
horas. Apos 72 h, as células foram fixadas em solucdo de formol a 10% por 30 min. Em
seguida, a monocamada foi corada com solucdo contendo 1% (p/v) de cristal violeta em
PBS por 15 min. O titulo foi expresso pelo nimero de unidades formadoras de placas
(UFP) obtido nas camaras cujas dilui¢bes apresentaram entre 30 e 300 placas de lise,

multiplicado pelo inverso da diluicdo, e convertido para UFP/mL.
5.2.2.2. Ensaio de formacao de cometas

Foi feito um ensaio de formacéo de cometas, para auxiliar na caracterizacdo da amostra
de VSV utilizada. O teste é util para avaliar a infectividade viral e possui resultados
conhecidos para o VSV (ZHU & YIN, 2006). Para isso, foi utilizada uma placa de seis
pogos contendo a monocamada de células Vero, sendo posteriormente infectada com as
diluigdes do virus. As células foram infectadas com volumes de aproximadamente 300
uL de cada diluicdo do virus em meio 199 por 1 hora. A amostra de virus utilizada foi o
VSV-I, com um titulo de 5,67 x 102 UFP/mL e as dilui¢des foram feitas com o objetivo
de inocular as seguintes quantidades de particulas infectantes: 5 UFP, 50 UFP, 150
UFP, 300 UFP e 500 UFP. Ap6s a adsorcéo, foi acrescentado o meio 199 suplementado
com 1% de SFB. As células foram mantidas a 37°C, em ambiente com 5% de CO2 por
24 h. Apoés 24 h, as células foram fixadas em solucéo de formol a 10% por 30 min. Em
seguida, a monocamada foi corada com solucéo contendo 1% (p/v) de cristal violeta em
PBS por 15 min.

5.2.3. Multiplicacéo viral
O virus foi multiplicado em células Vero com aproximadamente 95% de confluéncia.

Estas foram infectadas com o VSV, utilizando-se a m.o.i. de 0,01 em meio 199 por 1
hora. ApOs a adsor¢do, foi adicionado meio 199 com 1% SFB e as células foram
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mantidas a 37°C sendo observadas ao microscépio Optico até atingir 90% de efeito
citopatico (ECP), quando os sobrenadantes foram coletados e armazenados a
temperatura de -70°C.

5.3. Extracao de RNA viral

Para a extragdo de RNA do virus inoculado em célula Vero foi utilizado o Kit QIAmMp®
Viral RNA (QIAGEN®, U.S.A.). Cerca de 140 pL da suspensdo de células incubadas
por 24 h foram lisados pela solucdo tampdo AVL e, ap6s a lise, as amostras foram
aplicadas a uma coluna com afinidade para 0 RNA e submetidas a uma centrifugagéo de
8.000 x g, por 1 min. Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes: a primeira
com a solucdo tampdo AWL1 e a segunda com a solucdo tampao AW2. Apds 0 processo

de lavagem, o RNA foi eluido da coluna, pela solugdo AVE e estocado a -70°C.
5.4. Producéo de cDNA

O RNA extraido serviu de molde para a producéo de uma cadeia complementar de DNA
(cDNA) utilizando a enzima M-MLV RT com o iniciador senso VSV (TABELA 2).

Para a producdo de DNA complementares (cCDNA), cerca de 1 a 5 pug de RNA extraido
foi incubado a 70°C por 5 min, juntamente com o iniciador senso do VSV (2,5
pmol/uL) (TABELA 2). Apés incubacdo em banho de gelo, os seguintes componentes
foram adicionados a reacdo: 4 uL de tampdo de RT 5X (Tris a 250mM pH 8.9, MgCl. a
15mM, KCI a 375mM, DTT a 50mM), 2 pL de dNTP (10mM) e 0,5 pL (20U) de
RNAsin (Ribonuclease Inhibitor-Promega), seguido por incubacdo a 42°C por 5 min.
No terceiro ciclo foi adicionado 1 pL (200U) de enzima M-MLV RT (200U/pL)
(Promega Corporation-EUA). Essa mistura foi incubada por 50 min a 42°C e

posteriormente a 70°C por 15 min, sendo entdo resfriada em banho de gelo.

O produto da transcricdo reversa, designado de cDNA, foi conservado a temperatura de
-70°C até sua utilizaco.

5.5. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional

O cDNA obtido no processo anterior foi utilizado em uma reacdo de PCR com o
objetivo de caracterizar a amostra de VSV utilizada como padrédo do teste de qPCR e

construgdo de um plasmidio, utilizado como controle positivo da gPCR.
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A utilizacdo do plasmidio se justifica pela grande estabilidade do produto e facilidade
de armazenamento, além do alto grau de pureza e facilidade de quantificacdo em
espectrofotémetro. Além disso, sua utilizacdo dispensa a necessidade de manipulacéo de

particulas virais e material genético viral para a realizacédo dos testes.

Os iniciadores utilizados nesse processo reconhecem uma regido conservada do gene L
(polimerase) do VSV (TABELA 2). O gene L do VSV apresenta certo grau de
conservagdo e constitui um bom candidato como alvo de ensaios com objetivo de
diagnostico (RODRIGUEZ, 2002). E importante mencionar que a regido contida no
plasmidio foi utilizada posteriormente como molde para a confeccdo dos iniciadores da
gPCR.

Os iniciadores utilizados, VSV senso e anti-senso, foram descritos em um trabalho de
um grupo de pesquisa canadense (HOLE, 2006). Foram selecionados os iniciadores
desenhados para 0 VSV-I e a reacdo resultou na amplificacdo de um fragmento de 227
pb, que foi utilizado nas préximas etapas de clonagem e sequenciamento. Os iniciadores
utilizados estéo especificados na TABELA 2.

Tabela 2: Relagéo dos iniciadores a serem utilizados na amplificagdo do gene L do VSV.

Primer Sequéncia Posicéo no Tamanho Referéncia
genoma* amplicon (pb)
VSV senso 5-TGATACAGTACAATTATTTTGGGAC-3’ 7230 227 Hole et al.,
2006
VSV anti- 5'-GAGACTTTCTGTTACGGGATCTGG-3' 7456

senso

* As posi¢des foram numeradas de acordo com a sequéncia do VSV Indiana-1 (nimero de acesso no
GenBank: J02428).

As condicBes salinas e enzimaticas utilizadas na reacdo sdo descritas a seguir. Foram
utilizados 1,5mM de MgCl,, 20mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2U de Taq
DNA polimerase, 2,0 uL de Tampao 10X (0,1M Tris pH 8,3, 0,5M KCI e 0,1% Triton
X100), 10 pmol/100uL de cada iniciador e 1,0 pL de amostra, em um total de 20 pL de

reacao.

As temperaturas de pareamento e quantidade de ciclos da PCR foram adaptadas a partir
das padronizagdes dos autores. A reacdo de PCR foi processada em um termociclador
Mastercycler® (Eppendorf, Hamburg, Alemanha).
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Os fragmentos amplificados foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose a
1% em TAE 1X (0,04M Tris-Acetato; 0,001M EDTA). O gel foi submetido a voltagem
de 100V imerso em solugéo de TAE. Foram aplicados 10 pL do produto da reagéo,
misturados a 1,0 pL do tampédo de corrida (Azul de Bromofenol 2,5%, TAE 10X e
glicerol 50%) e 1,0 pL de GelRed™ (Biotium, Hayward, CA). As bandas foram
visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta. Também foi incluido no gel um
padrdo de tamanho molecular 100 pb DNA Ladder (Promega, Madison, WI U.S.A.)

para identificacdo do tamanho do produto.

Os produtos amplificados que apresentaram bandas na altura esperada foram
recuperados do gel e purificados para posterior ligacdo ao vetor pPGEM-T.

5.5.1. Extracao de DNA do gel

A recuperacao do produto especifico amplificado, a partir do fragmento de gel foi feita
utilizando o Gel Extraction Kit (QIAGEN®, U.S.A.). Todos os procedimentos foram
feitos seguindo o protocolo do fabricante. O fragmento de gel excisado apresentava 420
mg e, no primeiro passo, foram acrescentados 420 pL do tampdo QG. A mistura foi
incubada por 10 min a 50°C, sendo homogeneizada no meio do intervalo. Em seguida,
foram acrescentados 200 puL de isopropanol e a preparagdo foi homogeneizada e
transferida para uma mini-coluna. Nesta etapa, foi feita uma centrifugacdo de 13000
rpm por 1 min, sendo descartado o eluato. Foram acrescentados 500 puL de tampéo QG
na coluna e centrifugou-se novamente, descartando o eluato obtido. Um volume de 750
uL de tamp&o PE foi acrescentado na coluna e centrifugou-se novamente, descartando o
eluato. Trocou-se o tubo coletor e adicionou-se 30 pulL de agua. Novamente, foi feita
uma centrifugagdo de 13000 rpm por 1 min. A coluna foi descartada e o DNA do
extrato foi dosado através do espectrofotdmetro ND-1000 (NanoDrop Technologies). O

extrato obtido foi armazenado a -20°C.
5.6. Ligacao dos produtos de PCR ao vetor pGEM-T

Os produtos obtidos na reagdo de PCR foram inseridos no plasmidio pGEM-T de
acordo com a técnica descrita pelo fabricante do kit pGEM-T easy vector system
(Promega Corporation, EUA). A quantidade de inserto utilizada depende da
concentracdo de DNA na amostra e permaneceu na proporcdo de 3:1 (inserto:plasmidio)

na reacdo de ligacao.
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A montagem da reacdo consiste em 5,0 pL de tampdo de ligagdo 2X (60mM TRIS-HCI
pH 7,8; 20mM MgClz, 20mM DTT, 2mM ATP, 10% polietilenoglicol), 1,0 puL de
pGEM-T (50 ng), 1,0 pL de T4 DNA ligase, a quantidade calculada de inserto e 4gua
para completar um volume final de 10 pL. A reacéo foi incubada a 4°C por 16 horas e 0
produto de ligacdo foi utilizado para transformacdo de Escherichia coli DH5a

quimicamente competentes.
5.7. Transformagéo Bacteriana (SAMBROOK et al, 1989)

O produto da ligacdo entre o fragmento de PCR e o vetor pGEM foi utilizado para a
transformacdo de bactérias Escherichia coli DHS5a quimicamente competentes,

preparadas conforme o protocolo descrito por SAMBROOK e colaboradores (1989).

Para a transformacéo, foram utilizados 5,0 uL do material proveniente da ligacdo e 100
uL de bactéria competente DHS5a descongelada em banho de gelo. Os tubos foram
levemente agitados e incubados em banho de gelo por 30 min. Apos essa etapa de
incubacédo, foi feito o choque térmico incubando-se os tubos por 3 min a 42°C e
novamente resfriados em banho de gelo por 2 min. Em seguida, foi adicionado 1,0 mL
de meio LB 1X sem antibidtico a cada tubo e os mesmos foram incubados a 37°C por 1
hora (HANAHAN et al., 1991). A cultura bacteriana resultante foi centrifugada a 1.500
rpm por 5 min. O volume de 1,0 mL do sobrenadante foi removido e os 100 pL
restantes foram utilizados para ressuspender o sedimento. Todo o volume da suspensao
bacteriana foi plaqueado em meio LB-agar (1% bacto-triptona; 0,5% bacto-extrato de
levedura; 1% NaCl; 1% Agar) contendo ampicilina (50 pg/mL). As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. Paralelamente, foi feito o controle do
crescimento de bactérias competentes ndo transformadas em placa LB-4gar na presenca

de ampicilina.
5.8. Triagem das col6nias

As coldnias foram selecionadas e multiplicadas em 1,0 mL de meio LB contendo
ampicilina (50 pug/mL). Os tubos foram incubados em um agitador (Shaker Superohm g-
25, Brasil) por 4 horas a 37°C com agitacdo de 180 rpm. As culturas bacterianas
resultantes foram utilizadas em reacGes de PCR com iniciadores especificos para o

fragmento de interesse. Aliquotas de 1,0 pL da cultura bacteriana foram utilizadas como
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moldes nas reacdes de PCR em um volume final de 20 puL. Os produtos das reagdes de

PCR foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose 1% a 100V.
5.9. Obtencéo de DNA plasmidial em pequena escala

Para a obtencdo do plasmidio em pequena escala foi utilizado o Kit Wizard Plus SV
Minipreps (Promega Corporation — EUA). As bactérias foram crescidas em 10 mL de
meio LB contendo ampicilina por 16 horas a temperatura de 37°C com agitacdo de 180
rpm. Apds o crescimento, as culturas foram centrifugadas e o sobrenadante foi
descartado. Foi acrescentado ao sedimento 300 pL de solucdo de ressuspensdao com
posterior homogeneizacdo em agitador de tubos. Em seguida, foram adicionados 300 pL
de solucdo de lise e a mistura foi homogeneizada por inversdo do tubo por 4 vezes.
ApoOs essa etapa, foram adicionados 300 pL de solucdo de neutralizacdo, com
homogeneizacdo e centrifugacdo do material a 14.000 rpm por 15 min, em
microcentrifuga Eppendorf 5415C. O sobrenadante foi transferido para uma coluna,
onde foi centrifugado e lavado com 2,0 mL de solugdo de lavagem. O DNA foi eluido
da coluna com &gua, por centrifugacdo a 14.000 rpm, e utilizado para dosagem em
espectrofotobmetro ND-1000 (NanoDrop Technologies). O restante foi armazenado a

temperatura de -20°C, até o seu uso no sequenciamento.
5.10. Sequenciamento

O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi descrito por SANGER e
colaboradores (1977), em sequenciador automatico capilar Mega Bace 1000 (Ge
Healthcare), utilizando o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (Mega BACE™),

seguindo as condicdes de reacéo e leitura indicadas pelo fabricante.

Aproximadamente 200-400 ng do plasmidio foram utilizadas na reacdo de
sequenciamento, feita com os iniciadores universais do tipo M13. A reacdo de
sequenciamento foi realizada em placa de 96 pocos, em termociclador Eppendorf 96-
well Mastercycler®, com o seguinte ciclo: desnaturacdo a 95°C por 25 s, pareamento do
iniciador a 50°C por 15 s e extenséo a 60°C por 3 min, sendo este ciclo repetido por 36
vezes. Em seguida, o produto do sequenciamento foi purificado por uma reacdo de
precipitacdo utilizando acetato de amonio e etanol, e homogeneizado em tampéo de

amostra.
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Os resultados do sequenciamento foram armazenados sob a forma de cromatogramas
processados automaticamente pelo aparelno mencionado. As sequéncias foram

manualmente inspecionadas para eliminar as regides do vetor e as de baixa qualidade.
5.11. Analise das sequéncias
5.11.1. Montagem e edicdo das sequéncias nucleotidicas

A montagem e visualizagdo das sequéncias finais foram obtidas a partir da analise dos
cromatogramas, utilizando-se os programas Chromas Lite™ (Technelysium Pty Ltd) e
CAP3 Sequence Assembling Program (HUANG & MADAN, 1999), através da home-
page da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) do Brasil (disponivel

em: http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/.).
5.11.2. Busca de similaridade em bancos de dados

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias de VSV depositadas no
GenBank, utilizando-se os programas BLASTn e BLASTx (ALTSCHUL et al., 1997;

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
5.11.3. Alinhamento das sequéncias

Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram realizados com o
auxilio do programa MEGA 3.1 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis),
utilizando-se o pardmetro Clustal W versdo 1.6 (THOMPSON et al., 1994; KUMAR et
al., 2008; http//megasoftware.net).

5.12. gPCR
5.12.1. Desenho dos iniciadores

Os iniciadores utilizados no qPCR foram desenhados, partir da sequéncia incorporada
no plasmidio. Exigéncias importantes para a melhor execu¢do da qPCR que séo:
fragmento com tamanho entre 80-250pb, tamanho dos iniciadores entre 18-24 nt,
auséncia de estruturas secundarias internas, auséncia de grandes repeti¢cbes de bases,
diferenga de Tm menor do que 5°C entre os dois iniciadores, conteudo de GC em torno
de 50%, preferéncia por sequéncias ricas em GC na porcao 3’ terminal no iniciador e

evitar a complementaridade de bases entre as sequéncias dos iniciadores (formacao de
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dimeros) foram consideradas, assim como a capacidade de detectar amostras naturais de

VSV, tendo em vista que o teste possui objetivo diagnostico.

Para isso, foram utilizadas as sequéncias presentes no GenBank do VSV Indiana |
(J02428), que representa a amostra protétipo laboratorial, de onde foi amplificada a
sequéncia presente no plasmidio; do VSAV (EU373658) e do COCV (EU373657),
sendo que esses Ultimos apresentam grande relevancia de circulacdo na Ameérica do Sul
e representam amostras de isolados naturais do VSV (PAUSZEK, 2008). Foi feito o
alinhamento das trés amostras de VSV atraveés do programa BioEdit (HALL, 1999),
levando em consideracdo apenas a regido correspondente ao plasmidio com o inserto do

VSV, ou seja, uma regido conservada do gene L (polimerase) com 227 pb (FIGURA 6).

—EENESHENE - s H L =

Gene Polimerase — 6372 bp

4723 : 115 !P 11095

. .

227 bp

Figura 6. Esquema dos iniciadores utilizados para amplificar uma regido do gene da Polimerase

viral.

5.12.2. Gradiente de temperatura para os iniciadores VSV RT Fe VSV RT R

Foi feito um teste de gradiente de temperatura por PCR convencional para testar a
funcionalidade dos iniciadores utilizados no qPCR. As temperaturas testadas variaram
de 55 a 64,9°C, e as condic¢des salinas e enzimaticas utilizadas sdo descritas a seguir.
Foram utilizados 1,5 mM de MgClz, 50 uM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2U
de Tag DNA polimerase, 2,0 pL de Tampéo 10X, 10 pmol/100uL de cada iniciador e
1,0 uL de amostra, em um total de 20 L de reacdo.

A PCR foi feita em 30 ciclos, com temperatura de desnaturacdo de 95°C por 30 s,
temperatura de pareamento variando de 55 a 64,9°C por 10 s e temperatura de extensdo
de 72°C por 30 s. Foi feita uma extenséo final de 72°C por 10 min. O controle negativo
da reacdo foi feito com agua estéril e para o controle positivo utilizou-se 2,0 ng de DNA

plasmidial com o inserto do VSV.
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Foi feita a eletroforese do produto final em gel de poliacrilamida a 8% em TBE 1X
(Tris-Borato, EDTA). O gel foi submetido a voltagem de 100 V, imerso em solucéo de
TBE. Foram aplicados 10 pL do produto da reacdo, misturados a 1 pL do tampdo de
corrida (Azul de Bromofenol 2,5%, TAE 10X e glicerol 50%). As bandas foram
visualizadas através da coloracéo por prata. Também foi incluido no gel um padrdo de
tamanho molecular 100 pb DNA Ladder (Promega, Madison, WI U.S.A.) para
identificagdo do tamanho do produto.

5.12.3. Teste do qPCR com os iniciadores VSV RT F e VSV RT R — mix caseiro

Foi feita uma reacdo de amplificacdo para testar a funcionalidade dos iniciadores
desenhados para o qPCR. A reacdo foi feita de maneira arbitréria, com relacdo as
concentragOes dos reagentes, tendo em vista que todas as variaveis seriam padronizadas
posteriormente. O mix da PCR foi preparado para um volume final de 20 uL, utilizando

reagentes do laboratorio, da seguinte maneira:

Tampao 10X......coovieeiriiieniiee e 2 uL

MOCL e 1,8 mM

ANTP ..o 50 puM de cada
VSV RT Frieiieeee e 50 nM

VSV RT R 50 nM

Tag DNA polimerase.........ccccceveerinenne 2U

Evagreen 20X........ccccceiviiiiiiiieniiieee 1L

H2O Q.S.P e 20 pL
AMOSHIA. ..o Luk

Em todas as qPCR do presente trabalho utilizando mix caseiro, as condi¢des de

termociclagem utilizadas foram as seguintes:

95°C — 3 min
Desnaturagéo 95°C-15s |
Pareamento 60°C—-15s | 45ciclos
Extenséo 72°C-15s |
Curva de dissocia¢ao

Para essa reacdo, foram utilizados cDNA e o plasmidio pVSV 15.8 em diferentes
concentragdes. O controle negativo da reacao foi feito com agua.

Todas as qPCR do presente trabalho foram feitas utilizando o termociclador StepOne®
da Applied Biosystems e os dados de deteccdo e quantificagdo foram coletados e

analisados pelo software StepOne® versdo 2.1 da Applied Biosystems.
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5.12.4. Teste de sensibilidade utilizando mix comercial

Foram feitas trés reacOGes diferentes para testar os iniciadores (VSV RT F/R) e o
plasmidio (pVSV 15.8) quanto a sensibilidade, utilizando um Master Mix comercial
(SYBR Green® PCR Master Mix, Applied Biosystems). Esse teste serve como
comparativo em relacdo a reacdo feita com o mix caseiro. As diversas quantidades de
DNA testadas foram obtidas a partir de diluigdes seriadas do plasmidio pVSV 15.8. O

mix foi preparado como se segue:

Master MiX 2X ......ccoooeviniieeniiieeiieeee 5puL

VSV RTF oot 100, 200 e 400 nM
VSV RT R i 100, 200 e 400 nM
H20 Q.S.P v 10 pL

AMOSIIA ... 1puL

As condicBes utilizadas para o Master Mix comercial (SYBR Green® PCR Master Mix,

Applied Biosystems) no presente trabalho foram as seguintes:

95°C — 3 min
Desnaturacao 95°C-30s .
I 45 ciclos
Pareamento e extensao 60°C -60s |

Curva de dissociacao

Para esse teste, foram utilizadas varias diluicdes de base 10 do pVSV 15.8, em uma
escala de 10,0 ng/uL até 1,0 fg/uLL de DNA. O controle negativo da reagao foi feito com

agua.
5.12.5. Preparacao de um pré-mix caseiro

Com o objetivo de aprimorar a reprodutibilidade do teste feito com o master mix
caseiro, foi feito um pré-mix da PCR, de forma que toda a padronizacdo fosse feita
utilizando esse mesmo mix. A producdo do pré-mix poderia melhorar a
reprodutibilidade do teste, atraves da reducdo dos erros de pipetagem e de uma maior

homogeneidade dos reagentes.

O pré-mix foi preparado para uma quantidade de 500 reagdes:

Tampao 10X .....oooviiiiiiieniieeeeieeeeee 1mL
Evagreen 10X ......cccoccvveveeeviiniiiieennenne 0,5mL
HoO s 0,5mL

Vﬁ,—,a| ..................................................... 0,5 mL



41

O pré-mix foi produzido de maneira que, para 20 uL de uma reacdo, utilizava-se 10 puL

do pré-mix e acrescentava-se o restante dos reagentes.

Esse pré-mix foi validado com uma reacédo teste no gPCR. Para isso, foram feitas trés
preparagdes: a primeira com uma concentracdo de iniciadores de 1,0 pmol/100 pL, a
segunda com uma concentracdo de 2,0 pmol/100 uL, e uma terceira com 2,0 pmol/100
puL de iniciadores, mas com a utilizacdo de uma Tag DNA polimerase comercial

(GoTaq Promega®).

MIX 1 2/3
Pré-mix (2X) ...ooveeiieeieieeeee e 50 pL 50 pL
MOCL2 oo 1,5mM 1,5 mM
ANTP oo 25 uM 25 uM
VSV RTF i, 1 pmol/100 pL 2 pmol/100 pL
VSV RT R oot 1 pmol/100 pL 2 pmol/100 pL
TAQ et e 2U 2U
H20 Q.S.P v 20 pL 16 pL

Para cada mix, foi feita uma duplicata de controle negativo (H2.O) e uma duplicata de
controle positivo (pVSV 15.8 — 1,0 ng).

5.12.6. Padronizacao — Curva de iniciadores

ApoOs a etapa de validacdo do pré-mix, foi feita a primeira etapa de padronizacdo dos
reagentes do mix, através da curva de iniciadores. As etapas realizadas e quantidades de
reagentes utilizadas foram obtidas da literatura e pela experiéncia do Laboratério de
Virus - ICB/UFMG (LUTFALLA & UZE, 2006; INVITROGEN, 2008;
RAYMAEKERS, 2009).

Foi feita uma preparacdo intermediaria a partir do pré-mix, com o0s reagentes de
concentracdo invaridavel (Ex: dNTP e MgCl»). Essa preparacdo foi aliquotada para a
posterior adi¢do de diferentes quantidades de iniciadores e da dgua restante do mix.

Preparagdo do mix intermediario para 62 reagdes:

Pré-mix (2X) ...coooveiiiiiiieinene 620 pL

MACl 1,5 mM
2

ANTP o 25 uM

Taq DNA polimerase ............... 2U
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Foram feitas aliquotas desse mix para a adi¢do dos iniciadores e agua, sendo que cada
aliquota continha volume suficiente para cinco reacBes. As quantidades de cada
iniciador (VSV RT F/R) utilizadas nas diferentes reagdes estdo dispostas a seguir:

(1) 0,5 pmol/100 pL (5) 1,5 pmol/100 pL (9) 2,5 pmol/100 pL

(2) 0,75 pmol/100 pL (6) 1,75 pmol/100 pL (10) 2,75 pmol/100 pL
(3) 1,0 pmol/100 pL (7) 2,0 pmol/100 pL (11) 3,0 pmol/100 pL
(4) 1,25 pmol/100 pL (8) 2,25 pmol/100 pL (12) 4,0 pmol/100 pL

Para cada mix, foi feita uma duplicata de controle negativo (H20) e uma duplicata de
controle positivo (pVSV 15.8 — 1,0 ng).

5.12.7. Padronizagao — Curva de MgCl,

Para a curva de concentracdo de MgCl, foram preparados dois mix intermediarios, tendo
em vista a utilizagdo de duas concentragOes diferentes de iniciadores a serem testadas.
As preparacgdes foram aliquotadas para adicdo posterior de MgCl» e da &gua restante do

mix.

Preparacdo dos mix intermediarios para 32 reagdes de cada:

1 2
PIé-mixX (2X) «.vooveeeeeereereenen 320 L 320 L
ANTP oo 25 pM 25 pM
VSV RTF oo 0,75 pmol/100 pL 1,25 pmol/100 pL
VSV RTR oo, 0,75 pmol/100 pL 1,25 pmol/100 pL
Tag DNA polimerase ............... 2U 2U

Foram feitas aliquotas desses mix para a adicdo do MgCl, e agua, sendo que cada
aliquota continha volume suficiente para cinco reagdes. As quantidades de MgCl:
utilizadas sdo descritas a seguir:

1 2 3 4 5 6
0,5mM 1,0 mM 1,5mM 1,8 mM 2,0mM 3,0mM

Vale lembrar que cada concentracéo de MgCl: foi testada para as duas concentragdes de
iniciadores. Para cada mix, foi feita uma duplicata de controle negativo (H20) e uma

duplicata de controle positivo (pVSV 15.8 — 1,0 ng).
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5.12.8. Padronizagdo — Curva de dNTP

O passo seguinte no processo de padronizagdo foi a curva de concentragédo de dNTP
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP), apds a definicdo de valores adequados para iniciadores e
MgCl>. Os valores de concentragdo de dNTP testados foram obtidos a partir de dados da
literatura (LUTFALLA & UZE, 2006; INVITROGEN, 2008; RAYMAEKERS, 2009).

Novamente, foi preparado um mix intermediario com os reagentes de concentracdo fixa.
Esse mix foi aliquotado para a adicdo do dNTP na concentragdo correspondente e da
agua restante.

Preparacdo do mix intermediario para 54 reagdes:

Pré-mix (2X) ..ooovvveveienieienene 540 pL
MOCI i 2,0mM

2
VSV RTF i 1,25 pmol/100 pL
VSVRTR oo 1,25 pmol/100 pL
Tag DNA polimerase ............... 2U

Foram feitas aliquotas desse mix para a adi¢cdo do dNTP e agua, sendo que cada aliquota
continha volume suficiente para cinco reagdes. As quantidades de dNTP utilizadas s&o
descritas a seguir:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 uM 15 uM 20 pM 25 pM 30 uM 35 uM 40 pM 50 uM 80 uM 100 uM

E importante notar que a concentracdo indicada acima representa o valor de cada
nucleotideo separadamente. Para cada mix, foi feita uma duplicata de controle negativo

(H20) e uma duplicata de controle positivo (pVSV 15.8 — 1,0 ng).
5.12.9. Teste de sensibilidade utilizando mix caseiro

Depois de cumpridas as etapas de padronizacdo do método, foi feito um teste de
sensibilidade, semelhante ao teste realizado no item 5.12.4 com o mix comercial (SYBR
Green® PCR Master Mix, Applied Biosystems). O objetivo foi comparar a eficiéncia do
mix caseiro frente a um padrdo comercialmente distribuido e comprovar, dessa maneira,

a eficacia do teste diagndstico padronizado neste presente trabalho.

As diversas quantidades de DNA testadas foram obtidas a partir de dilui¢bes seriadas do

plasmidio pVSV 15.8. O mix para 30 reagdes foi preparado como se segue:
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Pré-mix (2X) ..oocoveeieeieeiieie e 300 pL

MgCI2 .................................................. 2,0mM

ANTP e 10 uM

VSV RTF oo 1,25 pmol/100 pL
VSV RT R oo 1,25 pmol/100 pL
ROX (50X) ..vvverrenreeeeeienie e 0,4 pL

TAQ ceeeeeeee et 2U

HZO ..................................................... 4 pL

E importante salientar que esse ultimo mix apresenta 0 ROX dentre os seus reagentes. O
ROX é um corante, utilizado como uma referéncia passiva nas reagdes de qPCR. Esse
mesmo corante é utilizado como referéncia passiva no mix comercial (SYBR Green®
PCR Master Mix, Applied Biosystems). Para esse teste, foram utilizadas varias
dilui¢cdes de base 10 do pVSV 15.8, em uma escala de 10,0 ng/uL até¢ 1,0 fg/uL de
DNA. O controle negativo da reacdo foi feito com agua.

5.12.10.Teste de especificidade da reagdo

O teste de especificidade tem o objetivo de avaliar o grau de reconhecimento especifico
da reacdo. Foram testados materiais de virus e bactéria que podem causar sintomas
semelhantes ao da estomatite vesicular. O teste ndo incluiu amostra do virus da febre
aftosa, tendo em vista que o laboratério ndo tem permissdo para trabalhar com tal

amostra, pois se configura com um Nivel de Biosseguranca tipo 2 (NB-2).

Nessa etapa foram feitos testes em pequena escala, com amostras positivas para agentes
causadores de doencas confundiveis com estomatite vesicular. Nesse caso, foram
testadas amostras dos seguintes agentes: Vaccinia virus (Familia Poxviridae, Género
Orthopoxvirus), Orf virus (Familia Poxviridae, Género Parapoxvirus), Bovine viral
diarrhea virus 1 (Familia Flaviviridae, Género Pestivirus), Bovine herpesvirus 2
(Familia Herpersviridae, Género Simplexvirus), Bovine herpesvirus 1 e Bovine
herpesvirus 5 (Familia Herpersviridae, Género Varicellovirus), Bluetongue virus
(Familia Reoviridae, Género Orbivirus) e uma amostra de Staphylococcus aureus.

As amostras relacionadas para o teste de especificidade foram tratadas adequadamente
para a qPCR. Para as amostras de virus com genoma de DNA (Vaccinia virus, Orf
virus, Bovine herpesvirus 2, Bovine herpesvirus 1 e Bovine herpesvirus 5) foram
utilizados extratos de DNA, enquanto que para os virus com genoma de RNA (Bovine

viral diarrhea virus 1 e Bluetongue virus) foram utilizados os cDNA obtidos a partir de


http://www.ictvdb.org/ICTVdB/00.026.0.02.001.htm
http://www.ictvdb.org/ICTVdB/00.026.0.02.001.htm
http://www.ictvdb.org/ICTVdB/00.026.0.02.001.htm
http://www.ictvdb.org/ICTVdB/00.026.0.02.001.htm
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RT com iniciadores randémicos. Para a amostra de Staphylococcus aureus, foi utilizada

uma diluicdo de 100 vezes do meio de cultura contendo o microrganismo.

A reacdo foi feita de acordo com os parametros encontrados na padronizacao do teste:

Pré-mix (2X) ..oovveeiieiiie e 1X

MgCI2 .................................................. 2,0 mM

ANTP e 10 pM

VSV RTF i 1,25 pmol/100 pL
VSV RTR oo 1,25 pmol/100 pL
ROX (50X) ..o 1X

TAQ eeeeeeeeee et 2U

AMOSEIA .eeveeiveee e 1,0 uL

HZO [0 TS o USRS 20 pL

A reacdo foi feita com uma triplicata de controle negativo (H20O) e uma triplicata de

controle positivo (pVSV 15.8 — 1,0 ng). Todas as amostras foram testadas em triplicata.
5.12.11. Teste de sensibilidade

O teste deveria ser validado com amostras clinicas suspeitas ou positivas para o VSV,
mas isso ndo foi possivel. As amostras suspeitas de todo o territério nacional sao
enviadas para 0 LANAGRO em Recife-PE para proceder com o diagnéstico de doencas
vesiculares. E importante ressaltar que os isolados naturais de VSV também necessitam
de nivel Il de biosseguranca (OMS, 2004).

Para avaliar a sensibilidade do teste em amostra clinica, foi feito um experimento de
contaminacéo artificial de um material de origem bovina (crosta), utilizando a amostra
laboratorial de VSV existente no laboratério. O material foi dividido em varios tubos
(10 mg em cada) aos quais foram adicionadas as dilui¢ces seriadas do virus. Para isso,
foi utilizada a amostra VSV 9.28 obtida no item 5.2.3, com um titulo de 5,67 x 10°
UFP/mL. O virus foi diluido em meio 199 1X a 0% de SFB, e a quantidade de
particulas virais em cada tubo variou de 107 a 10 UFP em diluicGes seriadas de base
10, sendo utilizados 100 pL de cada diluicdo. As contagens negativas se justificam pelo
fato de que representam o numero de particulas viaveis obtidas na titulagdo viral, ou
seja, a quantidade de material genético do virus poderia ser maior. A representacdo do

contetdo de cada tubo esta descrita no quadro a seguir.
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Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Quantidade
de crosta 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(mg)

Volume da
diluicédo de 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
virus (pL)

Quantidade
de virus 107 1068 10° 10* 108 102 10* 10° 101 102 10°% 0
(UFP)

As preparacOes obtidas foram encaminhadas para a extracdo de RNA total.
5.12.12. Extracédo de RNA com TRIZOL®

A extracdo de RNA total foi feita com o reagente TRIZOL® (Invitrogen). As amostras
(50 mg ou menos de tecido) foram homogeneizadas com 750 pL de TRIZOL® e
incubadas a temperatura ambiente por 5 min. Para a separacdo das fases, foi adicionado
cloroférmio (200 pL) e as misturas incubadas a temperatura ambiente por 15 min. As
preparacdes foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4°C. Ap0s a separacgdo, a
fase aquosa dos tubos, contendo o RNA, foi transferida para um novo tubo. A
precipitacdo do RNA foi feita pela adicdo de 500 pL de isopropanol e incubacdo a
temperatura ambiente por 10 min. As preparac@es foram centrifugadas a 12.000 x g por
10 min a 4°C. Apds a remocdo do sobrenadante, foi feita a lavagem do precipitado
adicionando-se 1 mL de etanol a 75%, com posterior centrifugacdo a 7500 x g por 5 min
a 4°C. O sobrenadante foi novamente removido e fez-se a secagem do precipitado a
temperatura ambiente por 5 — 10 min. A dissolugdo do RNA foi feita adicionando-se 50
pL de agua livre de RNAse/DNAse. As preparacdes foram incubadas por 10 min a 55 —
60°C para dissolucdo completa do RNA. As solucBGes obtidas foram aliquotadas e

armazenadas a -70°C ate a sua utilizagéo.
5.12.13. Tratamento com DNAse

Parte do extrato de RNA obtido foi tratado com DNAse | (New England, BioLabs)
antes da transcrigdo reversa. Esse procedimento poderia melhorar os resultados do
gPCR e foi testado por esse motivo. Primeiramente, adicionou-se 3 pL do tampdo 10X
da enzima aos 27 pL da solugdo de RNA. Foi acrescido a preparagdo 1 pL de DNAse |

(2 U), com posterior incubacdo & 37°C por 10 min. Apds a incubacg&o, 0s tubos foram
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colocados em banho de gelo, para a adicdo de 0,3 pL de EDTA a 0,5 M. Finalmente, foi
feita uma incubacgéo a 75°C por 10 min para inativagdo da enzima DNAse I.

5.12.14. Teste da RT

Alguns testes para a transcricdo reversa foram propostos, tendo em vista a importancia
da eficiéncia dessa etapa no processo de diagnostico por PCR. Para isso, foram
utilizadas quatro aliquotas de 200 pL do virus VSV 9.28. Foi feita a extracdo de RNA
com TRIZOL® como especificado no item 5.12.12, e 0 RNA obtido foi aliquotado em
volumes de 10 pL, para serem utilizados na RT. Os ensaios foram baseados na
utilizacdo de trés tipos de iniciadores: os iniciadores randémicos, o VSV RT F e o Oligo
dT.

As etapas comuns em todas as RT foram: utilizagdo de 10 pL de extrato de RNA (1 a 5
pg de RNA) incubados a 70°C por 5 min, juntamente com os iniciadores. Apods
incubacdo em banho de gelo, os seguintes componentes foram adicionados a reacdo: 5
puL de tampdo de RT 5X (Tris a 250 mM pH 8.9, MgClz2a 15 mM, KCl a 375 mM, DTT a
50 mM), 2 uL. de ANTP (10 mM), 0,5 puL (20 U) de RNAsin (Ribonuclease Inhibitor-
Promega) ¢ 1 puL (200U) de enzima M-MLV RT (200U/uL) (Promega Corporation-EUA).
No caso dos iniciadores VSV RT F e Oligo dT o passo seguinte foi uma incubacdo de
60 min a 42°C, enquanto que para os iniciadores randémicos essa incubacao foi de 60

min a 37°C. Os testes com os iniciadores foram feitos de acordo com a TABELA 3.

Tabela 3: Relagdo de iniciadores utilizados no teste de RT

1 2 3 4 5 6
Iniciadores VSV RT F Oligo dT VSV RT F (1,0 Oligo dT (2,0 Oligo dT (2,0
Iniciadores randémicos (2,0 pmol/uL) | (2,0 pmol/uL) pmol/uL) + pmol/uL) + pmol/uL) +
(0,5 pg) Randdmico Randdmico VSV RT F
(0,25 pg) (0,4 ug) (1,6 pmol/uL)
Temp. de 37°C 42°C
incubacgéo
°C)

Em relacdo a TABELA 3, as quantidades de iniciadores utilizadas foram as seguintes:
em (1), foram utilizados 0,5 pg de iniciadores randomicos; em (2) a concentracdo final
de VSV RT F foi de 2,0 pmol/uL; em (3) 2,0 pmol/uL de Oligo dT; em (4) 1,0 pmol/uL
de VSV RT F ¢ 0,25 ug de iniciador randémico; em (5) 2,0 pmol/uL de Oligo dT e 0,4
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ug de iniciador randomico; em (6) 2,0 pmol/uL de Oligo dT e 1,6 pmol/uL. de VSV RT
F.

O cDNA obtido foi utilizado em uma gqPCR, com Master Mix comercial (SYBR Green®

PCR Master Mix, Applied Biosystems) para avaliar a eficacia das diferentes RT.

O mix foi preparado como se segue:

Master MiX 2X.......coovvvrviiiieniennieeiinens 5pL
VSV RT Fueee e 100 nM
VSV RT Ruiiiiciineicie e 100 nM
H20 0.S.Peeeiiiiiiieee e 10 pL
AMOSIA. ... 1pL

Para esta reacéo, foi feita uma duplicata de controle negativo (H20) e uma duplicata de
controle positivo (pVSV 15.8 — 1,0 ng).

5.12.15. Curva de iniciadores utilizando amostra clinica

Foi feita uma curva de iniciadores utilizando amostra clinica para avaliar a eficacia da
reacdo. O mix foi preparado de acordo com a padronizagdo obtida anteriormente e
depois foram adicionadas as diferentes quantidades de iniciadores, para cada mix

separadamente. A reacdo foi feita da sequinte maneira:

Pré-mix (2X) ..ooooeeieeiieiieie e 1X
MOCI i 2,0 mM
ANTP e 100 uM
(200 ) Q1 (510).4 ISR 1X
TAQ e 2U
AMOSEIa ..cooeeviiiieeeeee 1,0 yL
HZO [o T3 o ORI PPN 20 pL

Nota-se que a quantidade de dNTP também foi alterada nesse mix, tendo em vista que,
na padronizacdo utilizando o plasmidio, o gradiente de concentracdo de dNTP nao
afetou a sensibilidade da reacdo, mas esse fator pode ser preponderante em um teste
com amostra clinica. Vale lembrar que a concentragao de 100 uM também foi testada na

padronizacdo e funcionou normalmente.
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As quantidades de cada iniciador (VSV RT F/R) utilizadas nas diferentes reacdes para o

teste em amostra clinica estdo descritas a seguir.

(1) 1,0 pmol/100 pL (5) 3,0 pmol/100 pL (9) 10,0 pmol/100 pL
(2) 1,5 pmol/100 pL (6) 4,0 pmol/100 pL (10) 20,0 pmol/100 pL
(3) 2,0 pmol/100 pL (7) 5,0 pmol/100 pL (11) 30,0 pmol/100 pL
(4) 2,5 pmol/100 pL (8) 7,5 pmol/100 pL (12) 40,0 pmol/100 pL

Para cada mix, foi feita uma duplicata de controle negativo (H2.O) e uma duplicata de
controle positivo. Nesse caso, o controle positivo da reacdo foi o cDNA obtido a partir
do tubo 1 do item 5.12.11 (Teste de sensibilidade), que consiste na amostra com maior

quantidade de material genético viral daquele experimento.
5.12.16. Comparagao entre amostras tratadas e néo tratadas com DNAse

No experimento do item 5.12.11, uma parte das amostras passou por uma etapa de
tratamento com DNAse. Apoés a extracdo de RNA, as amostras passaram pela etapa de
transcricdo reversa, que foi feita utilizando o iniciador VSV RT F, ja que 0 mesmo se
mostrou mais eficiente de acordo com os experimentos detalhados no item 5.12.14
(Teste da RT). O cDNA obtido desse processo, foi utilizado na gPCR com 0 mix
otimizado. Foi feito um controle negativo da RT, obtido pela adicdo de todos os

reagentes, menos a enzima M-MLV. O mix foi feito da seguinte maneira:

Pré-mix (2X) ..ooooeeiennieiiee e 1X

MgCI2 .................................................. 2,0 mM

ANTP e, 100 uM

VSV RTF oo 4,0 pmol/100 pL
VSV RT R oot 4,0 pmol/100 pL
230 ) (1004 1X

TAQ e 2U

AMOSEIa ..o 1,0 uL

HZO [o T3 o SRR UPRPRUPR 20 pL

Para esta reacdo, foi feita uma duplicata de controle negativo dos reagentes (H20), uma
duplicata de controle negativo da RT e uma duplicata de controle positivo (pVSV 15.8 —
1,0 ng). As amostras também foram testadas em duplicatas e foram obtidas no

experimento do item 5.12.11 (Teste de sensibilidade).
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5.12.17. gPCR das amostras clinicas

Foi feita uma reacdo para testar a sensibilidade do método para as amostras obtidas no
experimento do item 5.12.11 (Teste de sensibilidade). Apo6s a extracdo de RNA, as
amostras ndo tratadas com DNAse passaram pela etapa de transcrigcdo reversa, que foi
feita utilizando o iniciador VSV RT F, ja que 0 mesmo se mostrou mais eficiente de
acordo com os experimentos detalhados no 5.12.14 (Teste da RT). O cDNA obtido
desse processo, foi utilizado na gPCR com o mix otimizado. O mix foi feito como se

Segue:
Pré-mix (2X) ..oooveevieeie e 1X
MgCI2 .................................................. 2,0 mM
ANTP e 100 pM
VSV RTF oo, 4,0 pmol/100 pL
VSV RT R oo 4,0 pmol/100 pL
(230 ) (1000 WU 1X
TAQ et e 2U
AMOSEra ..o 1,0 yL
HZO (o TR o PPN 20 pL

Para esta reacéo, foi feita uma triplicata de controle negativo dos reagentes (H20) e uma
triplicata de controle positivo (pVSV 15.8 — 1,0 ng). As amostras também foram
testadas em triplicatas e foram obtidas no experimento do item 5.12.11 (Teste de

sensibilidade).
5.12.18. Genes de referéncia

Para cumprir com as necessidades exigidas, foram escolhidos dois genes bovinos
altamente conservados para assumirem o papel de normalizadores da reagdo, a B-actina
e a HPRT (Hypoxanthine phosphoribosyl-transferase 1). Foram escolhidos o0s
iniciadores especificos para cada um desses genes, que apresentam como funcdo
principal, a deteccdo de transcritos (RNAmM) de origem bovina nas amostras, apos a
extracdo de RNA total. Foram escolhidos genes de origem bovina, por esta ser a

espécie-alvo do presente trabalho.

5.12.18.1. B-Actina

Os iniciadores para a deteccdo de [-actina foram desenhados de acordo com as

caracteristicas preconizadas na qPCR. O objetivo dos iniciadores era detectar
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sequéncias referentes ao RNA dos bovinos, principalmente RNAm. Para isso, foi
utilizado o programa Clustal W versdo 2.0 (LARKIN, 2007) para o alinhamento de
sequéncias obtidas no GenBank. Nesse caso, foi feito o alinhamento entre as sequéncias
de DNA e de RNAm da B-actina bovina. Os iniciadores foram desenhados a partir do
RNAmMm, delimitando grandes regides onde o DNA ndo é transcrito em RNA (introns).
Dessa maneira, os iniciadores sdo capazes de detectar sequéncias de RNA e DNA dos
bovinos, mas a presenca do intron no DNA impede que este seja amplificado de

maneira eficiente na qPCR.

Ap6s o desenho dos iniciadores, foi feito um estudo das caracteristicas gerais dos
mesmos através do programa Oligo Calc (KIBBE, 2007), para certificar-se do
cumprimento de requisitos basicos para os iniciadores utilizados em gPCR.

5.12.18.2. HPRT

Os iniciadores para HPRT bovina foram selecionados de uma publicacdo de Lisowski e
colaboradores (LISOWSKI, 2008). O autor do trabalho utilizou uma técnica semelhante
a apresentada no item anterior para desenhar iniciadores especificos para sequéncias
oriundas de RNAm. Esses iniciadores também foram estudados através do programa
Oligo Calc (KIBBE, 2007), para certificar-se do cumprimento de requisitos basicos para

os iniciadores utilizados em gPCR.
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VI. RESULTADOS
6.1. Passagem, multiplicacdo e titulacdo do VSV em monocamada de células Vero

Foi feita uma primeira passagem do virus em monocamada de células Vero, como foi
descrito no item 5.2.3. A amostra viral VSV 9.28, que estava armazenada no freezer a -
70°C, logo apresentou efeito citopatico significativo, como se pode notar pela FIGURA

Figura 7. Efeito citopatico de VSV em monocamada de células Vero. (A) Monocamada de células
Vero ndo infectada; (B) Efeito citopatico inicial na monocamada (~8 horas p.i); (C) Efeito citopatico
intermediério (~12 horas p.i); (D) Efeito citopatico avangado (~20 horas p.i); (E) Placa de lise viral em

monocamada de células Vero, utilizando suporte semi-sdlido (CMC).

Quando o efeito citopatico atingiu em torno de 90% da monocamada de células, o

sobrenadante foi coletado e armazenado a uma temperatura de -70°C até sua utilizagdo.

ApOs essa primeira passagem cega, foi necessario calcular o titulo do VSV no
sobrenadante coletado, ja que o préximo passo de multiplicacdo viral seria feito
utilizando uma m.o.i de 0,01. Uma aliquota do sobrenadante foi titulada, como descrito
no item 5.2.2.1, e o titulo obtido foi de 1,42 x 108 UFP/mL.

Com base no titulo viral, foi feita uma multiplicagdo em monocamada de células Vero,
com uma m.o.i de 0,01, como descrito no item 5.2.3. Ao final dessa etapa, foram
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coletados 30 mL de sobrenadante contendo o VSV. Esse sobrenadante foi aliquotado e

armazenado a uma temperatura de -70°C até sua utilizacéo.

Foi feita uma nova titulagdo, dessa vez para avaliar o titulo do pool trabalho e a
eficiéncia do processo de multiplicacdo viral. Uma aliquota do sobrenadante foi
utilizada para tal procedimento e o titulo obtido foi de 5,67 x 102 UFP/mL. O resultado

da titulacéo viral pode ser visto através da placa fixada e corada, FIGURA 8.

107 101

Figura 8. Placas de titulacdo do VSV 9.28 coradas com cristal violeta. O po¢o destacado em amarelo

(10°%) representa onde foi feita a contagem das placas de lise.

6.2. Ensaio de formac&o de cometas

Para auxiliar na caracterizacdo da amostra viral, foi feito um ensaio de formacdo de
cometas em monocamada de células Vero, de acordo com o protocolo proposto por
ZHU & YIN e conforme descrito no item 5.2.2.2. Como era esperado para 0 VSV,

houve a formacdo dos cometas, o que pode ser visto pela FIGURA 9 a seguir.

Figura 9. Placas com resultado do ensaio de formacédo de cometas coradas com cristal violeta. A)

Placa com meio semi-solido; B) Placa com meio liquido. Coloragdo da figura em escala de cinza.
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E facil notar a diferenca no resultado da multiplicagdo viral quando se compara 0 ensaio
feito com suporte de meio liquido em relacdo ao suporte semi-sélido (FIGURA 9). Com
a utilizacdo do suporte semi-sélido, o resultado final é a formacdo de uma placa de lise
arredondada e bem definida. A utilizacdo do meio liquido permite a disseminagdo do
virus pela monocamada, o que resulta na formacédo de imagens parecidas com cometas.
Vale lembrar que a disseminacéo do virus ocorre na direcdo da cabeca para a cauda do
“cometa” (ZHU & YIN, 2006).

6.3. Extracio de RNA viral

A extracdo de RNA viral do sobrenadante obtido no item 5.2.3 foi feita com o kit
QIAmMp® Viral RNA (QIAGEN®, U.S.A.), como descrito no item 5.3. Foi mensurada a
concentragdo de RNA no extrato obtido utilizando o espectrofotometro ND-1000
(NanoDrop Technologies). A concentracdo de RNA encontrada foi de 78,2 ng/uL em
um total de 50 pL de eluato.

6.4. Producéo de cDNA, PCR convencional e extracdo de DNA do gel

O extrato de RNA obtido anteriormente foi utilizado para a producdo do cDNA,
utilizando o iniciador VSV F, como descrito detalhadamente no item 5.4. Nao foi feita
dosagem do cDNA produzido, mas a eficiéncia da RT foi avaliada indiretamente através

da PCR convencional.

O cDNA obtido foi utilizado em uma PCR convencional, com o objetivo de amplificar
uma sequéncia especifica do VSV delimitada pelos iniciadores VSV F/R, como descrito
no item 5.5. Uma primeira reacdo foi feita para testar a qualidade dos iniciadores e do
cDNA, sendo que o resultado foi a amplificacdo bastante eficaz do fragmento esperado
de 227 pb, como pode ser visto na FIGURA 10. A banda que aparece proximo de 500
pb na amostra apresentada na FIGURA 10 ¢é de origem desconhecida e ndo interferiu

nos resultados.
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Figura 10. Gel de poliacrilamida a 8% corado com prata. C(-): controle negativo da reacdo; VSV:

controle positivo com o fragmento especifico do VSV (227pb) em destaque; Ladder 1Kb: padrdo de

tamanho molecular.

Foi feita outra reacdo, utilizando os mesmos parametros da reacdo anterior, com 0
objetivo de amplificar o material genético a ser utilizado na ligacdo ao vetor pGEM-T.
A eletroforese dos produtos amplificados foi feita em agarose a 1% e as bandas
correspondentes ao fragmento de tamanho esperado (227 pb) foram recuperadas do gel.
A extracio de DNA do gel foi feita utilizando o Gel Extraction Kit (QIAGEN®) e o
DNA do extrato foi dosado através do espectrofotobmetro ND-1000 (NanoDrop
Technologies). A concentracdo de DNA obtida no extrato foi de 17,1ng/pL.

6.5. Ligacdo dos produtos de PCR ao vetor pGEM-T, transformacéo bacteriana e
triagem das colbnias

A ligacédo dos fragmentos de DNA ao vetor pGEM-T foi feita utilizando 1 puL do extrato
de DNA obtido anteriormente. Todo o volume da reacdo foi utilizado no processo de
transformacdo bacteriana, que por sua vez gerou um resultado satisfatério. Foi
observado o crescimento de mais de 100 coldnias de bactérias transformadas, sendo que
ndo houve crescimento bacteriano na placa de controle negativo, feito com bactérias

competentes ndo transformadas.

Foram coletadas seis colnias para o teste da triagem por PCR. A reagdo foi feita com

os iniciadores especificos VSV F/R como descrito no item 5.5. Como pode ser visto na



56

FIGURA 11 a seguir, todas as col6nias coletadas foram positivas para o inserto de 227
pb do VSV.

200bp ——3227bp

Figura 11. Resultado da triagem das colénias em gel de poliacrilamida a 8% corado com prata.
C(+): cDNA de VSV; C(-): meio LB 1X; Ladder 100pb: padrdo de tamanho molecular; 1-6: col6nias

testadas (em vermelho a col6nia escolhida para a obten¢éo do DNA plasmidial).

6.6. Obtencé@o de DNA plasmidial em pequena escala

Apos a obtengdo das colbnias positivas para o inserto do VSV, foi feita a extragdo em
pequena escala do DNA plasmidial, como descrito de forma detalhada no item 5.9. O
volume do produto final obtido foi de 100 puL e a dosagem no espectrofotdmetro ND-

1000 (NanoDrop Technologies) mostrou uma quantidade total de DNA igual a 204
ng/uL.

6.7. Sequenciamento e andlise das sequéncias

O DNA plasmidial obtido anteriormente foi utilizado para o sequenciamento, que foi
feito utilizando os iniciadores universais do tipo M13. O fragmento foi sequenciado seis
vezes, e um consenso foi feito utilizando a plataforma online Asparagin-Cenargen
(genoma.embrapa.br/phph/). Uma sequéncia consenso de alta qualidade foi obtida e
analisada utilizando o programa BLASTN.
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A sequéncia de nucleotideos do inserto do plasmidio mostra um perfeito alinhamento
com a amostra prototipo de VSV utilizada (J02428), sem nenhuma inser¢éo, delecdo ou
alteracéo de elementos (FIGURA 12).

>chlJ0242'6.1|VSVCG EE Vesicular stomatitis Indiana virus, complete genome
Length=11161

Score = 420 bits (227), Expect = 2e-114
Identities = 227/227 (100%), Gaps = 0/227 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TGATACAGTACAATTATTTTGGGACATTTGCTAGACTCTTGTTGATGATGCATGATCCTG 60
R N AN RN RN
Sbjct 7230 TGATACAGTACAATTATTTTGGGACATTTGCTAGACTCTTGTTGATGATGCATGATCCTG 7289

Query 61 CTCTTCGTCAATCATTGTATGAAGTTCAAGATAAGATACCGGGCTTGCACAGTTCTACTT 120

ERLELEEL PR e e e e bbb e e e e bbb el
Sbijct 7290 CTCTTCGTCAATCATTGTATGAAGTTCAAGATAAGATACCGGGCTTGCACAGTTCTACTT 7349

Query 121  TCAAATACGCCATGTTGTATTTGGACCCTTCCATTGGAGGAGTGTCGGGCATGTCTTTGT 180
PEERRLEERE R e e e bbb e bbb bbbt
Sbjct 7350 TCAAATACGCCATGTTGTATTTGGACCCTTCCATTGGAGGAGTGTCGGGCATGTCTTIGT 7409

Query 181  CCAGGTTTTTGATTAGAGCCTTCCCAGATCCCGTAACAGAAAGTCTC 227
PERLEREEEEE e bbb e bbbl
Sbjct 7410 CCAGGTTTTTGATTAGAGCCTTCCCAGATCCCGTAACAGAAAGTCTC 7456

Figura 12. Alinhamento da sequéncia obtida. Identidade de 100% com o fragmento correspondente
da amostra VSV J02428. O alinhamento foi feito utilizando-se o programa BLASTn

(www.nchi.nlm.nih.gov/blast).
6.8. gPCR
6.8.1. Iniciadores

Todas as caracteristicas relacionadas aos iniciadores foram analisadas de forma
criteriosa. As informacgfes relevantes estdo contidas na TABELA 3 e outros dados
importantes foram obtidos a partir de buscas de similaridade no GenBank atraves do
programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997; www.ncbi.nim.nih.gov/blast). A
FIGURA 6 a seguir mostra o alinhamento das sequéncias utilizadas para a confecgao

dos iniciadores.
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vVSIV ACTCTTGTTGATGATGCATGATCCTGCTCTTCGTCAATCATTGTATGAAGTTCAAGATA
VSAV e . 0 s araia u sl aYe aet s o wiur AL o v CAS ARG . v i CilCa s Cula iia ' C..GCTG.
coCvy T GC s v Ca s amiv insn pimsnnise CovChiBAAGAG. v T Ao 2. nGs s AZG
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Figura 13. Alinhamento de parte das sequéncias do VSIV (J02428), VSAV (EU373658) e COCV
(EU373657). Imagem extraida do programa BioEdit (HALL, 1999).
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Como se pode ver pela FIGURA 13, as sequéncias apresentam muitas diferencas, apesar
de serem pertencentes a amostras de mesmo sorotipo. RegiGes onde havia maior
similaridade entre as sequéncias foram escolhidas para desenho dos iniciadores, para

permitir um pareamento eficiente e consequente amplificacdo de todas elas.

Apdbs o desenho dos iniciadores, foi feito um estudo das caracteristicas gerais dos
mesmos através do programa Oligo Calc (KIBBE, 2007), para certificar-se do
cumprimento de requisitos basicos para os iniciadores utilizados em qPCR (TABELA
4).

Tabela 4: Relagéo dos iniciadores a serem utilizados na qPCR para o VSV.

Iniciador Sequéncia Tamanho Contetdo Tm (°C) Fragmento

(nt) GC (%) (pb)
VSV RT F 5’-GCTGCTGATGATGCATGATC-3’ 20 50 58,4 115
VSV RTR 5-GAAGGGTCCAGATACAACATGG-3’ 22 50 62,1

Além dos dados apresentados na TABELA 4, os iniciadores foram verificados quanto a
formacdo de dimeros (pareamento minimo de cinco bases) e de algas (pareamento
minimo de quatro bases) através do mesmo programa (Oligo Calc), o que ndo foi

observado para nenhum dos iniciadores.

As sequéncias dos iniciadores foram comparadas com as sequéncias de nucleotideos
depositadas no GenBank, utilizando-se o programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997;
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Essa andlise demonstrou que os iniciadores sdo capazes
de reconhecer de forma eficiente as trés amostras utilizadas como molde. Importante
lembrar que nenhum outro pareamento importante, ndo relacionado ao VSV, foi

encontrado nessa analise.

Os iniciadores VSV RT F/R apresentaram especificidade para as sequéncias do VSV e
suas amostras naturais (VSAV e COCV), e ndo apresentaram pareamento importante
com sequéncias pertencentes ao Vaccinia virus, Orf virus, Bovine viral diarrhea virus 1,
Bovine herpesvirus 1, Bovine herpesvirus 2, Bovine herpesvirus 5 e Bluetongue virus
(dados nao apresentados). Os iniciadores também foram testados com sequéncias de
Bos taurus, tendo em vista a origem das amostras clinicas. Nesses casos, foram
detectados pareamentos de pequena importancia como: na porc¢do 5’ dos iniciadores ou

envolvendo um pequeno numero de bases (menos de 8 nt). Pareamentos com essas
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caracteristicas possuem valores de Tm (°C) baixos, que ndo resultam em amplificacdo
significativa para a PCR.

6.8.1.1. Gradiente de temperatura para os iniciadores VSV RT Fe VSV RT R

O teste de gradiente de temperatura foi Gtil na avaliacdo da funcionalidade dos
iniciadores desenhados em varias temperaturas. O resultado pode ser visto a seguir na
FIGURA 14.

115pb

Figura 14. Resultado do teste de gradiente de temperatura em gel de poliacrilamida a 8% corado
com prata. Ladder 100pb: padréo de tamanho molecular; (-): controles negativos (H20); (+): controles
positivos (pVSV 15.8 - 50,0 ng).

Pela FIGURA 14 acima é possivel observar que os iniciadores funcionaram de forma
eficiente em todas as temperaturas testadas. A temperatura de pareamento escolhida
para 0 qPCR foi a de 60°C e o teste nas temperaturas mais proximas (59,1 e 60,4°C)
mostrou ndo haver problemas em utilizar essa temperatura.
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6.8.1.2. Teste da gPCR com os iniciadores VSV RT F e VSV RT R — mix caseiro

Foi feita uma gPCR para avaliar a funcionalidade dos iniciadores com essa
metodologia. Os resultados obtidos dessa reacdo encontram-se englobados na FIGURA
15.

Em alguns casos, como o da FIGURA 15, as curvas de amplificacdo aparecem na forma
linear. Isso se deve ao fato de que, no inicio dos trabalhos com gPCR, 0 ROX nao
estava disponivel e as curvas logaritmicas ficavam mais dificeis de analisar. No presente
trabalho, as figuras apresentam curvas logaritmicas ou lineares de acordo com a
facilidade de analise das mesmas, apesar da curva logaritmica ser mais adequada para
resultados de qPCR.

A B

e N

§ == / |

(CN) (CN) cDNA
A B (DNA1:2
32,441 (74,85) 32,925 (74,70) W cDNA1:4
N (cDNA) (cDNA) = sgigig
12,567 (81,71) 12,448 (81,71)
(cDNA1:2) (cDNA1:2)
£ 15,831 (81,71) 15,342 (81,71)
(cDNA 1:4) (cDNA 1:4)
P 18,205 (81,57) 18,429 (81,57)
(pVSV 2 ng) (pVSV 2 ng)
2 15,506 (81,71) 15,418 (81,71)
(pVSV 0,2 ng) (pVSV 0,2 ng)
F 18,736 (81,71) 18,297 (81,71)

Figura 15. Resultado do teste da gPCR com os iniciadores VSV RT F e VSV RT R. A) Curvas de
amplificagdo especifica em escala linear; B) Curvas de dissociacdo dos fragmentos especificos; Parte
inferior: Quadro com o Ct correspondente a cada amostra e o respectivo valor de Tm (°C) entre
parénteses.
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Como especificado no item 5.12.3, a reacdo foi feita de maneira arbitraria com relacao
as quantidades de reagentes, mas o objetivo era somente o de testar a amplificacdo
utilizando os iniciadores desenhados. Além disso, a reacdo foi feita com mix caseiro, e
como amostras foram utilizados o cDNA e o plasmidio controle de VSV (pVSV 15.8).
E importante lembrar que ndo houve diferenca significativa nos valores de Tm para as
amostras amplificadas. Houve amplificacdo inespecifica (Tm diferente das amostras) no
controle negativo da reacdo, o que poderia ser minimizado ou abolido através da

padronizacéo da reacao.

A reacdo apresenta uma eficiéncia diferente na amplificacdo do plasmidio em
comparagdo com o cDNA (FIGURA 15). Nota-se que uma diluigdo de duas vezes do
cDNA acarreta em um aumento de aproximadamente 3Ct, enquanto que a mesma
diferenca é observada quando se dilui o plasmidio em uma ordem de dez vezes. O
resultado é Util para demonstrar que o plasmidio é mais adequado para ser utilizado

como controle positivo da reagao.
6.8.2. Teste de sensibilidade utilizando mix comercial

O mix comercial (SYBR Green® PCR Master Mix, Applied Biosystems) foi utilizado
como uma referéncia padrdo para o teste de sensibilidade com os iniciadores
desenhados (VSV RT F/R) e o plasmidio controle de VSV (pVSV 15.8). O resultado

global do experimento pode ser visto na FIGURA 16 a seguir.

A B C

a Curve Standard Curve Fandwd Curve

L Vo . 1304 o T 11 ST e Y S 399 s AL I 22D

Figura 16. Resultado do teste de sensibilidade utilizando mix comercial. A) Curva padréo
estabelecida com a utilizacdo de 100 nM de cada iniciador; Parametros: Inclinagdo: -3.906; R% 0.998;
Eficiéncia: 80.31%; Intersecdo (eixo Y): 41.56; B) Curva padrao estabelecida com a utilizacdo de 200 nM
de cada iniciador; Pardmetros: Inclinagdo: -3.769; R% 0.99; Eficiéncia: 84.22%; Intersecdo (eixo Y):
42.89; C) Curva padrdo estabelecida com a utilizagdo de 400 nM de cada iniciador; Pardmetros:
Inclinacéo: -3.808; R%: 0.998; Eficiéncia: 83.06%; Intersecdo (eixo Y): 44.75.
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O teste de sensibilidade com o mix comercial serve como padrdo de referéncia para a
reacdo com 0 mix caseiro proposta no presente trabalho. A curva foi estabelecida
utilizando a quantidade de DNA total do plasmidio pVSV 15.8, sendo feitas dilui¢cdes
seriadas na base dez. O mix comercial ndo foi capaz de amplificar o ultimo ponto
testado (1,0 fg/ul) com eficiéncia adequada em todos os ensaios, portanto ele ndo faz
parte da curva padrédo, pois a reacdo ndo apresenta linearidade nesse ponto (FIGURA
16).

O mix comercial foi testado com trés diferentes concentracfes de iniciadores (100, 200
e 400 nM de cada iniciador) para o estabelecimento da curva padrdo. Ha uma diferenca
entre os graficos da FIGURA 16, ja que o grafico da letra A foi feito com amostras em
triplicata e com o ponto de 1,0 ng de DNA como o ponto mais concentrado. Os gréaficos
B e C foram feitos com amostras em duplicata e com 10,0 ng de DNA como 0 ponto
mais concentrado. A sensibilidade estabelecida nos trés graficos foi a de 10,0 fg de
DNA (FIGURA 16).

Os graficos podem ser comparados entre si, e 0 melhor resultado foi obtido com o mix
da curva B (FIGURA 16), utilizando 200 nM de iniciadores. E o grafico com a melhor
inclinacdo da curva (-3.769) e também a melhor eficiéncia (84.22%), sendo esses dados
fornecidos pelo equipamento. O grafico servira de padrdo de comparacdo com 0 mix

caseiro, mas ainda ndo apresenta uma eficiéncia ideal (90-110%).
6.9. Padronizagdo do qPCR
6.9.1. Preparacdo de um pré-mix caseiro

A padronizacdo do método passou por varios aprimoramentos até chegar a resultados
mais concretos. O objetivo era o de conseguir um teste com um nivel de
reprodutibilidade aceitavel. A alta sensibilidade da gPCR pode explicar o grande
nimero de variagdes observadas em determinados momentos, que podem surgir em
virtude de erros de pipetagem e da falta de homogeneidade de reagentes. Esses fatores
se tornam ainda mais importantes quando se trata de um mix produzido dentro do

laboratorio.

Para a padronizacdo do qPCR, foram feitos varios testes quantitativos e qualitativos em

relacdo aos componentes do mix, e o conjunto de etapas descritas a seguir apresentaram
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os melhores resultados. A primeira etapa de padronizacdo do teste foi a preparagdo de

um pré-mix caseiro, como descrito no item 5.12.5.

Tampao 10X ...cccoocvvvirieiieiiieiree e, 1mL

Evagreen 10X .......cccccovvveeininneninennnnns 0,5mL
H2O s 0,5 mL
Vinal «ereerrenreneenenneane et s eneene 0,5mL

O mix foi validado por meio de algumas reacdes cujos resultados estdo representados na
FIGURA 17. O frequente aparecimento de amplificacdo inespecifica no controle
negativo da gPCR obrigou a realizacdo de alguns testes adicionais, como 0 uso de uma

Taq DNA polimerase comercial na reacao.

Mekt Curve

A — B

1|2 -
1(CN) 1(CN) 1,0 pmol
A B GoTaq
= = B CN-GoTaq
1(cP) 1(cP) ® CN-2,0 pmol
® CN-1,0 pmol
22,330(82,14) 21,560 (82,00) s
2 (CN) 2(CN)
37,935(77,07) 39,023 (76,92)
2(cp) 2(cp)
16,345 (82,00) 16,419 (82,00)
3(CN) 3(CN)
34,488 (75,28) 36,364 (75,28)
3(cP) 3(cP)
17,288 (82,14) 16,487 (82,14)

Figura 17. Resultado do teste do pré-mix caseiro. A) Curvas de amplificacdo em escala linear; B)
Curvas de dissociagdo dos fragmentos amplificados; Parte inferior: Quadro com o Ct correspondente a
cada amostra e o respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. Os valores em azul representam cada mix
em questdo, sendo 1: reacdo com 1,0 pmol/100 pL de cada iniciador; 2: reagdo com 2,0 pmol/100 pL de
cada iniciador; 3: reacdo com 2,0 pmol/100 pL de cada iniciador e GoTaq Promega®. CN: controle

negativo; CP: controle positivo. (-): indica auséncia de amplificacéo.
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Com base nesses resultados, pode-se concluir que o mix caseiro foi validado com
sucesso, tendo em vista as amplificagcdes especificas do controle positivo em todas as
reacOes. O experimento também foi Gtil para demonstrar a importancia da padronizagdo
do teste, pois uma simples mudanca na concentracdo de iniciadores pode gerar um perfil
de reacdo diferente. Os resultados demonstram certa instabilidade do mix, que apresenta

grandes variagdes a partir de pequenas mudancas (FIGURA 17).

A utilizagdo da Taq DNA polimerase comercial (GoTaq Promega®) foi dtil ao
demonstrar que a amplificagéo inespecifica obtida nos controles negativos dos mix 2 e 3
ndo era uma caracteristica intrinseca ao uso da Taq DNA polimerase do Laboratorio de
Virus — ICB/UFMG, que é produzida por tecnologia de DNA recombinante e passa por
menos etapas de purificacdo em compara¢do com enzimas comerciais (FIGURA 17).
Esse tipo de amplificagdo pode ser oriundo da dimerizagdo dos iniciadores, tendo em
vista que: ocorre somente no controle negativo da reacao; desaparece com a diminuicao
da concentracdo dos iniciadores; possui um valor de Tm baixo (INVITROGEN, 2008).
Em todas as etapas de padronizagdo subsequentes, os parametros foram selecionados
com o objetivo de minimizar ao maximo o aparecimento da amplificacdo inespecifica

no controle negativo, sem prejuizos a sensibilidade da reacéo.

Outro fato importante é que entre os mix 2 e 3 da FIGURA 17 ndo houve diferenca
significativa na deteccdo dos controles positivos, demonstrando que as enzimas nao

modificaram a eficiéncia da reacao.

Nessa etapa € possivel notar que, de uma maneira geral, o Tm da amplificacdo
especifica obtido com o mix comercial (~76.5°C) (FIGURA 16) é menor que 0 Tm
obtido com o mix caseiro (~81.5°C) (FIGURAS 15 e 17).

6.9.2. Padronizagdo — Curva de iniciadores

Como primeira etapa de padronizacdo de reagentes do mix, foi feita uma curva de
concentragdo de iniciadores, a fim de encontrar o valor mais adequado para o sistema
proposto. O experimento foi detalhado no item 5.12.6 e os resultados estdo

compreendidos na FIGURA 18 a sequir.
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A Amplification Plot
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A

Figura 18. Resultado da curva de concentracao de iniciadores. A) Curvas de amplificacdo em escala
linear de todas as reagdes com controle positivo; B) Curvas de amplificacdo em escala linear das reacfes
com 0,75 e 1,25 pmol/100pL de cada iniciador; C) Curvas de dissocia¢do das reagdes com 0,75 e 1,25
pmol/100uL. de cada iniciador; Parte inferior: Quadro com o Ct correspondente a cada reacdo e o
respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. Os valores em azul indicam a concentracdo de cada
iniciador em pmol/100puL. Os valores em vermelho correspondem aos controles positivos (Linhas B, D e

F) e em preto os controles negativos (Linhas A, C e E). (-): indica auséncia de amplificaco.
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A curva de iniciadores foi testada com concentracbes que variaram de 0,5 a 4,0
pmol/100 pL de cada iniciador, mantendo-se as seguintes concentragdes dos outros
reagentes: MgCl2a 1,5 mM e dNTP a 25 uM.

Foram escolhidas para a etapa subsequente duas concentracdes de iniciadores: 0,75
pmol/100puL (Mix 2) e 1,25 pmol/100uL (Mix 4). As duas foram escolhidas pela
minima amplificacdo inespecifica no controle negativo e pela eficiéncia na deteccdo do
controle positivo, quando comparado com as concentragdes mais baixas. A amplificagéo
do Mix 2 para o controle positivo ndo foi téo eficiente (Ct~30.5), mas poderia melhorar
significativamente em etapas seguintes de padronizacdo. O Ct encontrado para o Mix 4
(~22.5) (FIGURA 18) se assemelha ao valor obtido da amplificacdo do primeiro ponto
da curva padrao (1,0 ng/uLL. de DNA) com o mix comercial (~22.4), como pode ser visto

na FIGURA 16, sendo 0 mix comercial um padrdo de referéncia.

Houve um ganho de sensibilidade nas concentracGes mais altas de iniciadores, mas isso
era sempre acompanhado das amplificacdes inespecificas (FIGURA 18). O objetivo foi
o de padronizar a reacdo ausente de amplificacdo inespecifica no controle negativo, o
que justifica a escolha das concentracgdes citadas acima.

6.9.3. Padronizacéo — Curva de MgCl2

Essa etapa da padronizagdo teve como objetivo a determinacdo da concentracdo ideal de
iniciadores em conjunto com o MgCly, tendo em vista que foram feitas duas curvas de
MgCl,. Resumidamente, foram testadas concentracfes de MgCl> que variaram de 0,5 a
3,0 mM, mantendo-se a concentragdo de dNTP (25 uM) e duas concentragdes de
iniciadores (0,75 e 1,25 pmol/100uL). Os procedimentos foram detalhados no item
5.12.7 e os resultados estdo contidos nas FIGURAS 19 e 20.
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Figura 19. Resultado da curva de concentracdo de MgCl2. A) Curvas de amplificacdo em escala

logaritmica das reagdes com 0,75 pmol/100uL de cada iniciador; B) Curvas de amplificagdo em escala

logaritmica das reagdes com 1,25 pmol/100uL de cada iniciador; C) Curvas de amplificagdo em escala

linear da reagdo com 2,0 mM de MgCl; e 1,25 pmol/100uL de cada iniciador; D) Curvas de dissociacdo

da reacdo com 2,0 mM de MgCl; e 1,25 pmol/100uL de cada iniciador.
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Figura 20. Quadro com os resultados da curva de concentracdo de MgCl.. Valores de Ct

correspondentes a cada reacdo e o respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. Os valores em azul

indicam a concentracdo de MgCl, em mM. Os valores em vermelho indicam os controles positivos

(Linhas B, D e F) e em preto os controles negativos (Linhas A, C e E). Colunas 1-4: utilizacdo de 0,75

pmol/100uL de cada iniciador; Colunas 5-8 utilizagdo de 1,25 pmol/100uL de cada iniciador. (-): indica

auséncia de amplificacdo.
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Como pode ser visto nas figuras (FIGURA 19 e 20), o indice de amplificacOes
inespecificas nos controles negativos foi bem menor em relacdo as etapas anteriores,
mostrando a importancia da padronizacéo dos reagentes da PCR. A reagédo nao foi muito
eficiente com a utilizacdo de 0,75 pmol/100 pL de iniciadores quando comparada a
concentracdo de 1,25 pmol/100 pL. Mesmo com a utilizacdo de 3,0 mM de MgCl; o Ct
ainda permaneceu alto (~24.6).

O uso de uma concentragdo maior de iniciadores acarretou num melhor perfil de
amplificacdo, sendo mais sensivel (FIGURA 19 e 20). Nesse caso, a concentracdo de
iniciadores mais adequada foi a de 1,25 pmol/100 puL e a de MgCl. foi a de 2,0 mM.
Com esses parametros a reacdo se apresentou bastante sensivel, com um Ct médio de
22,660, e auséncia de amplificacdo inespecifica no controle negativo (FIGURA 19 e
20).

E observada uma variacdo no Tm das amplificacdes especificas nas diferentes reagdes,
0 que pode ser explicado pela diferente concentracdo de sal, nesse caso, principalmente
0 MgCl..

6.9.4. Padronizacdo — Curva de dNTP

Apos a definicdo da concentracdo adequada de iniciadores (1,25 pmol/100 puL) e MgCl»
(2,0 mM), foi feita uma curva de concentracdo de dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
com uma variagdo de 10 a 100 uM. O experimento foi descrito detalhadamente no item

5.12.8 e os resultados sdo apresentados a seguir (FIGURA 21).
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Figura 21. Resultado da curva de concentracdo de dNTP. A) Curvas de amplificacdo em escala linear
de todas as reacdes; B) Curvas de dissociacdo de todas as reagdes; Parte inferior: Quadro com o Ct
correspondente a cada reacdo e o respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. Os valores em azul
indicam a concentragdo de cada ANTP em pM. Os valores em vermelho indicam os controles positivos

(Linhas B, D e F); Linhas A, C e E: controles negativos (-): indica auséncia de amplificacéo.

Em relagdo a curva de dNTP, nédo foi observada amplificacdo inespecifica nos controles
negativos (Linhas A, C e E no quadro da FIGURA 21). A amplificacdo dos controles
positivos foi pouco variavel entre as diferentes reagdes, sendo 20.657 (Posicdo F3) o
menor Ct e 23.064 (Posi¢do B7) o maior entre eles (FIGURA 21). A variacdo observada
foi pequena, considerando que o dNTP variou de 10 a 100 uM. Como ndo ha um
aumento na sensibilidade da reacdo com o aumento da concentra¢do de dNTP, decidiu-

se que a concentracdo mais adequada para uso foi a de 10 uM de cada dNTP.
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6.9.5. Teste de sensibilidade utilizando mix caseiro

Como descrito no item 5.12.9, foi feito o teste de sensibilidade com os pardmetros
estabelecidos para a padronizacdo do teste, que consistiram de: 1,25 pmol/100 pL de
cada iniciador, 2,0 mM de MgCl2 e 10 uM de cada dNTP. Os resultados encontram-se
agrupados na FIGURA 22 a seguir.
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0,01 0,01 0,01
B 19.736 20.612 20.112
{81.54) (81.54) (81.54)
1000 1000 1000
0,001 0,001 0,001
C 25.513 25.582 25.625
(81.69) {81.54) (81.54)
100 100 100
D 31.865 31.500 31.827
(81.69) (81.69) (81.54)
10 10
10
E 36.971 = 37.267
(81.84) (81.69)
1 1
1
F 2 42,852 43,253
(81.84) (81.69)

Figura 22. Resultado do teste de sensibilidade utilizando mix caseiro. A) Curvas de amplificacdo em
escala logaritmica; B) Curva padrdo obtida; Parametros: Inclinagdo: -5.736, Intersecdo (eixo Y): 48,74,
R% 0,999 e Eficiéncia: 49,39%. Parte inferior: Quadro com o Ct correspondente a cada amostra € o
respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. Os valores em azul indicam a concentracdo de DNA (pVSV
15.8) na amostra, em pg/uL. CN: controle negativo, X: pontos desconsiderados da curva padrdo. (-):

indica auséncia de amplificacéo.
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A curva observada na FIGURA 22 representa o teste de sensibilidade do mix caseiro
padronizado com o plasmidio pVSV 15.8. A curva apresenta um coeficiente de
linearidade adequado (0,999), mas uma baixa eficiéncia (49,39%), o que pode visto
também na inclinacdo da curva (-5,736). Como mencionado anteriormente, valores de
eficiéncia devem estar compreendidos entre 90 e 110% e a inclinacdo da curva deve
estar entre -3.58 e -3.10. A reacdo cumpre com 0 objetivo de n&do apresentar
amplificacdo inespecifica no controle negativo, mas perde significativamente em
sensibilidade. A sensibilidade alcancada foi de apenas 1 pg/uL, sendo este um valor
inadequado para gPCR. Por esse motivo, a reacdo passou por etapas posteriores de

otimizacdo.
6.9.6. Teste de especificidade da reagdo

Como descrito no item 5.12.10, foram feitos os testes de especificidade da reacéo,
levando em consideracdo os agentes envolvidos em doencas confundiveis com a
estomatite vesicular. A reacdo foi feita levando em consideracdo o mix padronizado
obtido anteriormente e as amostras foram utilizadas da seguinte maneira: para amostras
de virus com genoma de DNA (Vaccinia virus, Orf virus, Bovine herpesvirus 2, Bovine
herpesvirus 1 e Bovine herpesvirus 5) foram utilizados extratos de DNA, enquanto que
para os virus com genoma de RNA (Bovine viral diarrhea virus 1 e Bluetongue virus)
foram utilizados os cDNA obtidos a partir de RT com iniciadores randémicos. Para a
amostra de Staphylococcus aureus, foi utilizada uma diluicdo de 100 vezes do meio de
cultura contendo o microrganismo. Os resultados sdo apresentados nas FIGURAS 23 e
24.

Cyele

Figura 23. Resultado do teste de especificidade com amostras virais relacionadas. A) Curvas de
amplificacdo em escala linear de todas as reac@es; B) Curvas de amplificagdo em escala logaritmica de
todas as reac@es; C) Curvas de dissociacdo de todas as reacdes. A curva em amarelo indica a amplificacéo

do controle positivo pVSV 15.8 (1,0 ng).
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Figura 24. Resultado do teste de especificidade com uma amostra de Staphylococcus aureus. A)
Curvas de amplificacdo em escala linear de todas as reacdes; B) Curvas de amplificacdo em escala
logaritmica de todas as reagGes; C) Curvas de dissociacao de todas as reagdes. A curva em amarelo indica

a amplificacdo do controle positivo pVSV 15.8 (1,0 ng).

Como pode ser visto nas FIGURAS 23 e 24, ndo foram observadas amplificacbes em
nenhuma das amostras relacionadas, o que permite a validacdo do teste de
especificidade para as amostras testadas. Importante lembrar que houve amplificagéo
especifica no controle positivo (pVSV 15.8) e ndao houve amplificacdo no controle

negativo da reacdo (H.0).

6.10. Teste da RT

Com o objetivo de verificar a eficiéncia da RT, foram testados alguns protocolos que
poderiam ser utilizados. Esses testes se fizeram necessarios para aumentar a
sensibilidade da qPCR, através da melhora na quantidade e qualidade do cDNA
utilizado como amostra. Para isso, foram utilizados alguns protocolos com 0s seguintes
iniciadores: VSV RT F, Oligo dT e iniciadores randémicos. Os resultados encontram-se
agrupados na FIGURA 25.
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Figura 25. Resultado dos testes da RT. A e B) Curvas de amplificacdo em escala logaritmica para os

testes relacionados na legenda ao lado; C e D) Quadro com o Ct correspondente a cada amostra e 0

respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. (-): indica auséncia de amplificacéo.

O resultado apresentado na FIGURA 25 ilustra os testes realizados com a RT. Todas as

combinagdes foram feitas para um volume final de reacdo de 25 pL e o controle
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positivo pVSV 15.8 foi utilizado como padrdo de comparacdo com as reacOes feitas a
partir de cDNA. A reacdo mais eficiente foi obtida com a utilizagdo do iniciador
especifico do VSV (VSV RT F), resultando em um Ct de aproximadamente 25.5. Os
iniciadores randdmicos ndo apresentaram eficiéncia adequada (Ct~30.5) e quando
utilizados de forma combinada ndo pareciam ser eficazes. Isso pode ser observado na
combinacdo de iniciadores randomicos com Oligo dT ou VSV RT F. A reacdo
combinada apresenta Ct similar a reacéo feita somente com um destes (FIGURA 25). A
ocorréncia disso pode ser explicada pela temperatura utilizada nas reagdes combinadas
(42°C), que pode estar elevada para os iniciadores randémicos. A reacdo foi feita a

37°C apenas na reacao do iniciador randémico sozinho.

A reacdo com Oligo dT parecia promissora, por detectar apenas 0 RNAm do VSV. A
reacao poderia ser combinada com o iniciador VSV RT F que detecta apenas o genoma
do VSV. A reacdo com o Oligo dT apenas, possui uma eficiéncia parecida com a reacédo
dos iniciadores randomicos (Ct~31.5), enquanto a reacdo com o VSV RT F apresenta
maior eficiéncia (Ct~25.5). Entretanto, a reacdo com os iniciadores combinados
alcancou uma eficiéncia intermediaria (Ct~27.7) (FIGURA 25). Talvez fosse necessaria
uma padronizacdo da concentracdo de iniciadores, tendo em vista a possibilidade de
competicdo entre 0s mesmos. Os resultados apontam a reagcdo com o iniciador VSV RT
F como a mais eficiente, sendo indicada para as préximas etapas.

6.11. Curva de iniciadores utilizando amostra clinica

A curva de iniciadores foi feita com o objetivo de otimizar o teste. O procedimento foi
detalhado no item 5.12.15 e o resultado pode ser visto na FIGURA 26.
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Figura 26. Resultado da otimizacdo da concentracdo de iniciadores. A) Curvas de amplificagdo em

escala logaritmica de todas as reagfes com controle positivo; B) Curvas de dissociacdo de todas as

reagBes com controle positivo; C) Curvas de amplificacdo em escala logaritmica das reagdes com 4,0

pmol/100uL de cada iniciador; D) Curvas de dissociagdo das rea¢des com 4,0 pmol/100uL de cada

iniciador; Parte inferior: Quadro com o Ct correspondente a cada reagéo e o respectivo valor de Tm (°C)

entre parénteses. Os valores em azul indicam a concentragdo de cada iniciador em pmol/100puL. Em preto

os controles negativos (H20) (Linhas A, C e E); Em vermelho as amostras testadas (Linhas B, D e F).
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Os resultados apresentados na FIGURA 26 mostram a capacidade da reacdo em
amplificar o material genético do VSV a partir de amostras de origem bovina. A
otimizacdo da concentracdo de iniciadores se fez necessaria, ja que a eficiéncia da
reacdo ndo seria adequada com a utilizacdo da concentracdo padronizada em 1,25
pmol/100 L. A reacdo apresentou um ganho de sensibilidade com o aumento da
concentracdo de iniciadores, mesmo com a presenca da amplificacdo inespecifica no
controle negativo. A concentragdo escolhida na otimizacao foi a de 4,0 pmol/100 pL de
cada iniciador, pois houve um ganho significativo no Ct, observado em
aproximadamente 14,0 e manteve a amplificacdo inespecifica em um nivel aceitavel, ja
que foi observada em torno de um Ct igual a 32,0. A otimizag&o se justifica pelo ganho
de sensibilidade, tendo em vista que a reacdao tem o objetivo de diagndstico.

6.12. Comparacao entre amostras tratadas e nao tratadas com DNAse

O teste especificado no item 5.12.16 foi feito com o objetivo de verificar a necessidade
de se utilizar o tratamento com DNAse nas amostras. O protocolo testado gerou os
resultados apresentados na FIGURA 27.
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Figura 27. Resultado do teste de tratamento com DNAse I. A e B) Curvas de amplificacdo em escala
logaritmica e curvas de dissociagdo das amostras ndo tratadas com DNAse I; C e D) Curvas de
amplificagdo em escala logaritmica e curvas de dissociagdo das amostras tratadas com DNAse |; Parte

inferior: Quadro com o Ct correspondente a cada reacdo e o respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses.

As amostras que aparecem na FIGURA 27 foram obtidas da contaminacdo deliberada

com VSV do item 5.12.11. O titulo do virus nesse caso variou de 10* a 10’ PFU.

O resultado da FIGURA 27 demonstra que o uso do protocolo de tratamento com
DNAse utilizado no presente trabalho ndo se mostrou eficiente. Como se pode ver pela
FIGURA 27, a reacdo foi progressivamente mais eficiente com as amostras nao tratadas
em comparagdo com as amostras tratadas com DNAse I. Além disso, algumas reagdes
com as amostras tratadas resultaram em amplificagbes com Tm (°C) diferentes em
relacdo aos valores obtidos para as amostras ndo tratadas. O Tm especifico do

fragmento é aproximadamente 81,5°C e em alguns pontos (amostras tratadas 2 e 4) o
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valor obtido foi diferente (~75°C). Isso também pode ser visto na figura das curvas de
dissociacdo (FIGURA 27D). Outra caracteristica importante observada foi a falta de
repetitividade nos valores de Ct obtidos das duplicatas de amostras tratadas. Os valores
das duplicatas das amostras nao tratadas foram uniformes, apresentando uma variagdo
normal. Portanto, ficou determinado que o protocolo de tratamento com DNAse |

utilizado no presente trabalho néo seria incluido como etapa do teste.
6.13. gPCR das amostras clinicas

Apbs a otimizacdo da concentracdo de iniciadores, selecdo do melhor método para a RT
e para o tratamento das amostras, foi feito o teste da gPCR para as amostras clinicas. O

resultado é apresentado na FIGURA 28 a seguir.
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Figura 28. Resultado da gqPCR das amostras clinicas. A) Curvas de amplificacdo em escala
logaritmica das reacdes positivas; B) Curvas de dissociacao das reagdes positivas; Parte inferior: Quadro
com o Ct correspondente a cada reacdo e o respectivo valor de Tm (°C) entre parénteses. Os valores em
azul indicam a quantidade de virus presente em cada amostra (PFU). CN: controle negativo; CP: controle
positivo pVSV 15.8 (1,0 ng). Os valores em vermelho representam as amostras e em preto os controles

negativos.
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O teste com amostras clinicas visto na FIGURA 28 demonstra que a reacao necessita de
aprimoramentos. Houve amplificacdo de material genético até a diluicio de 10! PFU,
mas que ndo podem ser considerados por completo por causa da amplificagdo observada
nos controles negativos. Considerando-se esse fato, a sensibilidade do teste foi
considerada até a diluicio de 10° PFU, pois a amplificagdo nesse ponto ocorreu distante

das amplificagdes dos controles negativos (ACt).

O uso de diluicdes negativas (10! a 10 PFU) se justifica pelo fato de que os valores
em PFU indicam a quantidade de particulas viaveis a partir de titulacdo em células
Vero, ou seja, pode haver a presenca de material genético do virus mesmo sem a
presenca de particulas viaveis. A sensibilidade obtida (10° PFU) demonstrou que o teste
precisa ser aprimorado para melhorar o perfil de deteccdo do material genético do virus
em amostras clinicas. Importante salientar que ndo houve amplificacdo especifica nos
controles negativos (julgando apenas pelo Tm) e o controle positivo (pVSV 15.8)

funcionou adequadamente.
6.14. Genes de referéncia

Os genes de referéncia ou normalizadores sdo importantes controles usados em qPCR.
Sdo muito utilizados em estudos de expressao génica e podem ser de grande utilidade
em testes diagndsticos. No presente trabalho, os genes de referéncia assumem grande
importancia no controle da integridade do material genético das amostras, apés todo o
processamento das mesmas (LISOWSKI, 2008).

6.14.1. p-Actina

A FIGURA 29 a seguir demonstra como foram desenhados os iniciadores para -actina

bovina.
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Actin CTGCCCTGAGGCICICTICCAGCCTICCTTCCTGGGTGAGTGAGAAGGCCCGCCCTGCCT 1018
ActinRNA CTGCCCTGAGGCTCTCTTCCAGCETICCITCCIGE———————————————————— -] 295
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Actin ATCAAGGTGAGCGCCCAGCCGTAGCCGGACGGTGCAGATAGGCGTGGTGGCTGTCAAGGC 1318
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Actin GGCTGCCTTGCTCGGGTCCCATGGGTACCGGGGAGATGACGCCAGGGCCCTCACTGCCCC 1378
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Actin CTTCICTCTCICTCCAGATCATCGCGCCCCCTGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATTGGCG 1438

ActinRNA Eerrr————— TCATCGCGCCCO- TGAGCGCARGTACTCCGTGTGGATTGGCG 1119
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Figura 29. Desenho dos iniciadores de B-actina bovina. Alinhamento do segmento de DNA (Actin) e
do segmento de RNA (ActinRNA) de parte da B-actina bovina. Os destaques em vermelho representam as
sequéncias dos iniciadores. Os destaques em azul representam regiGes de ndo correspondéncia entre as
sequéncias de DNA e RNA do gene da B-actina bovina.

Apbs o desenho dos iniciadores, foi feito um estudo das caracteristicas gerais dos
mesmos através do programa Oligo Calc (KIBBE, 2007), para certificar-se do
cumprimento de requisitos basicos para os iniciadores utilizados em qPCR (TABELA
5).

Tabela 5: Relacdo dos iniciadores a serem utilizados na gPCR para a p-actina bovina.

Iniciador Sequéncia Tamanho Contetdo  Tm (°C) Fragmento
(nt) GC (%) (b)
ACT BOV F 5-CATTCACGAAACTACCTTCAATTCC-3’ 25 40 62,5 172
ACTBOVR 5-GATGTTCTTGATCTTCATTGTGCTGG-3’ 26 42 64,6

Além dos dados apresentados na TABELA 5, os iniciadores foram verificados quanto a

formacdo de dimeros (pareamento minimo de cinco bases) e de algas (pareamento
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minimo de quatro bases) atraves do mesmo programa (Oligo Calc), o que nédo foi

observado para nenhum dos iniciadores.

As sequéncias dos iniciadores foram comparadas com as sequéncias de nucleotideos
depositadas no GenBank, utilizando-se o programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997;
www.ncbhi.nlm.nih.gov/blast). Essa analise demonstrou que os iniciadores sdo capazes

de reconhecer de forma eficiente o RNAm da -actina dos bovinos.
6.14.2. HPRT

Os iniciadores para HPRT bovina estdo relacionados na TABELA 6 a seguir.

Tabela 6: Relagéo dos iniciadores a serem utilizados na gPCR para a HPRT bovina.

Iniciador Sequéncia Tamanho Contetdo Tm (°C) Fragmento

(nt) GC (%) (pb)
HPRT F 5-TGCTGAGGATTTGGAGAAGG-3’ 20 50 58 154
HPRT R 5-CAACAGGTCGGCAAAGAACT-3’ 20 50 58

Além dos dados apresentados na TABELA 6, os iniciadores foram verificados quanto a
formacdo de dimeros (pareamento minimo de cinco bases) e de alcas (pareamento
minimo de quatro bases) através do mesmo programa (Oligo Calc), o que ndo foi

observado para nenhum dos iniciadores.

As sequéncias dos iniciadores foram comparadas com as sequéncias de nucleotideos
depositadas no GenBank, utilizando-se o programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997;
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Essa andlise demonstrou que os iniciadores sdo capazes

de reconhecer de forma eficiente 0 RNAmM da HPRT dos bovinos.

Apesar dos dados apresentados, os iniciadores desenhados para os genes de referéncia
ndo foram testados na reacdo. Ndo houve tempo habil para que os mesmos chegassem

para serem testados na qPCR.
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VII. DISCUSSAO

As células Vero foram facilmente cultivadas durante 0s primeiros experimentos,
constituindo-se uma boa escolha como sistema celular, tendo em vista que o VSV pode
se multiplicar em uma diversidade de tipos celulares diferentes (LETCHWORTH, 1999;
OIE, 2008).

Apesar de estar estocado no freezer -70°C durante muitos anos, a amostra viral
apresentou efeito citopatico pronunciado em um pequeno intervalo de tempo (menos de
24 h). Os primeiros experimentos ja serviram para auxiliar a caracterizacdo da amostra
viral como sendo de VSV, ja que este é conhecido por apresentar um ciclo de
multiplicacdo simples e com grande capacidade de producdo de particulas
(LETCHWORTH, 1999; OIE, 2008).

Alguns cuidados especiais foram levados em consideracdo durante os processos de
passagem do virus em monocamada de células. As passagens do virus foram feitas com
uma baixa multiplicidade de infeccdo, por causa do risco de formacdo de particulas
defectivas (LETCHWORTH, 1999; LYLES & RUPPRECHT, 2007). Em todos os
processos, foram utilizadas as células Vero mantidas em meio 199, para evitar a
ocorréncia de mudancas ambientais, que pudessem levar a muta¢Ges no genoma viral. Ja
foi demonstrada para o VSV-NJ, a importancia do ambiente para a evolucéo do virus,
diferentemente de outros virus com genoma RNA de polaridade negativa, em que o
fator temporal é mais relevante (Ex: Influenza A virus) (RODRIGUEZ, 1996). Essas
preocupacles tiveram por base a utilizacdo do material genético da amostra viral
amplificada para a producdo do plasmidio, controle positivo da gPCR, que ndo deveria

apresentar mutacdes em sua sequéncia especifica de VSV.

O ensaio de titulacdo do virus obtido revelou a eficiéncia do processo de multiplicacao,
que gerou um grande volume de sobrenadante com um alto titulo viral. O estoque viral

foi suficiente para as etapas subsequentes.

O ensaio de formacdo de cometas foi Util na caracterizacdo da amostra viral, j& que
possui resultados conhecidos para 0 VSV (ZHU & YIN, 2006). Apesar da dificuldade
na contagem dos cometas, é interessante notar que houve relacdo entre a quantidade de
cometas e a quantidade de placas de lise formadas utilizando a mesma dilui¢do do virus
(FIGURA 9).
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A extracdo de RNA utilizando o kit QIAmp® Viral RNA (QIAGEN®, U.S.A)) foi
eficiente e forneceu quantidade adequada de RNA para a etapa de producdo de cDNA.
A producéo do cDNA né&o foi avaliada diretamente, pois ndo foi feita uma dosagem,
mas o processo foi testado de forma indireta através de uma PCR convencional, com 0s
iniciadores VSV F/R. Como se pode ver pela FIGURA 10, o resultado foi satisfatorio
tanto para a producdo de cDNA quanto para a PCR convencional, tendo em vista a
amplificacdo eficiente do fragmento de 227 pb do gene L do VSV. Ainda com relacdo a
FIGURA 10, é importante ressaltar que a banda inespecifica que aparece um pouco
acima da banda relativa a 500 pb do Ladder, ndo apareceu no gel de agarose corado
com GelRed™ (Biotium, Hayward, CA) (dados ndo mostrados) e, portanto, ndo foi
possivel definir a sua origem exata. A coloracdo com GelRed™ é mais especifica para
acidos nucléicos em relacdo a coloracdo por prata, que pode corar outros compostos
organicos. Apesar disso, a banda parece ser de material genético e em alguns casos,
como diluicdo do cDNA antes da PCR, a banda diminuia de intensidade
consideravelmente (dados ndo mostrados). A banda inespecifica supracitada néo
ocasionou problemas maiores, ja que o material utilizado na clonagem foi extraido da

banda especifica do gel de agarose.

A extracdo de DNA do gel foi feita de forma eficiente, fornecendo uma quantidade
adequada de material genético para o processo de ligacdo em plasmidio. Pelos calculos,
na proporgdo de 3:1 (inserto:plasmidio), era necessaria uma quantia aproximada de 11,0
ng de DNA. Nesse caso, foi utilizado 1,0 pL do extrato (~17 ng) no processo de ligagdao
ao plasmidio pGEM-T. Todo o volume da ligacdo foi utilizado na etapa de
transformacéo bacteriana, que por sua vez obteve um étimo rendimento, com mais de
100 col6nias transformadas. O controle negativo em LB-agar com ampicilina ndo

apresentou crescimento bacteriano.

A triagem das col6nias por PCR, com iniciadores especificos para o inserto de VSV, foi
capaz de demonstrar a eficiéncia dos processos de ligagdo e transformacédo bacteriana, ja
que todas as coldnias testadas foram positivas para o inserto de 227 pb do gene L do
VSV (FIGURA 11).

A obtencdo do DNA plasmidial em pequena escala foi importante para dois processos
posteriores principais: provimento de material genético para 0 sequenciamento e

utilizacdo do plasmidio como controle positivo da gPCR do VSV. No experimento feito
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com o Kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega Corporation — EUA), foi obtido um
bom rendimento, fornecendo uma quantidade total aproximada de 20,4 ug de DNA.

Todo o processo feito até entdo foi corroborado pelo resultado do sequenciamento. As
reacOes feitas com os iniciadores universais do tipo M13 foram eficientes e resultaram
em uma sequéncia consenso com 100% de similaridade com a sequéncia do VSV
(J02428) presente no GenBank. Dessa maneira, a amostra viral estava adequadamente
caracterizada e o plasmidio estava pronto para ser utilizado como controle positivo do
gPCR.

Houve uma grande dificuldade no desenho dos iniciadores a serem utilizados na gPCR
para 0 VSV. Primeiramente, existem poucas sequéncias de genomas completos e de
isolados naturais presentes no banco de dados do GenBank, o que dificulta a analise e o
desenho de iniciadores capazes de reconhecer o genoma das amostras presentes nos
espécimes clinicos. Outro problema é que o VSV apresenta muitas diferengas nas
sequéncias mesmo entre os virus do mesmo sorotipo. O VSV é um virus com genoma
de RNA e apresenta uma alta taxa de mutacdo durante o seu ciclo de multiplicacdo, uma
caracteristica que surge a partir do mecanismo de acdo da RNA polimerase viral, que
ndo apresenta uma atividade revisora e comete erros durante o processo de transcricao
do genoma (LETCHWORTH, 1999; LYLES & RUPPRECHT, 2007). Regi0es
totalmente conservadas praticamente nao existem e, portanto, sdo escolhidas aquelas em
que as diferencas entre as sequéncias sdo menores (RASMUSSEN, 2005). A regido do
gene L (RNA polimerase) apresenta certo grau de conservagdo e também foi escolhida
como alvo em outros trabalhos envolvendo diagndstico de VSV (RASMUSSEN, 2005;
HOLE, 2006; FERNANDEZ, 2007). Outros iniciadores, envolvendo outras regides do

genoma do virus, também poderiam ser testados.

O processo de transcricdo sequencial do VSV resulta em uma maior producdo de
RNAm dos genes mais proximos da regido 3’ do genoma, em relagdo aos genes mais
distantes da mesma (IVERSON, 1982). O gene L esta situado na porgdo 5’ do genoma e
apresenta uma taxa menor de transcricdo em relagcdo aos outros. Entretanto, como o
teste diagndstico do presente trabalho foi desenhado para detectar o genoma do virus, a
taxa de transcricdo menor do gene L em relagdo aos outros néo seria uma limitacdo para

0 ensaio.
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Ainda em relacdo as diferencas nas sequéncias das amostras de VSV, hd uma grande
dificuldade em desenhar iniciadores capazes de detectar os dois sorogrupos de VSV
(VSV-1 e VSV-NJ). Dessa maneira, foi analisada a importancia de cada sorogrupo em
relacdo a regido de interesse. O VSV-NJ apresenta maior importancia na América do
Norte, enquanto que o VSV-l representa 0 sorogrupo de maior importancia
epidemioldgica na América do Sul (LOPEZ et al.,1996-1997). Portanto, os iniciadores
foram desenhados a partir de anélises de sequéncias relacionadas ao sorogrupo do VSV-
I (VSIV, VSAV e COCV), ja que apresenta uma maior importancia para o Brasil e
paises vizinhos. A limitacdo em apenas um sorogrupo possibilitaria o desenvolvimento
de um teste mais especifico, apesar das diferencas nas sequéncias entre as amostras de
VSV-1 (FIGURA 13). Como esperado, a analise dos iniciadores com as sequéncias
disponiveis no GenBank mostrou grande especificidade com relacdo ao sorogrupo
VSV-I, incluindo as amostras estudadas (VSIV, VSAV e COCV).

Outra prova de especificidade adequada foi o teste com as sequéncias disponiveis no
GenBank para os virus relacionados (Vaccinia virus, Orf virus, Bovine viral diarrhea
virus 1, Bovine herpesvirus 1, Bovine herpesvirus 2, Bovine herpesvirus 5 e Bluetongue
virus). Os iniciadores ndo apresentaram pareamento relevante com as sequéncias desses

virus.

O primeiro teste pratico realizado com os iniciadores demonstrou a eficiéncia dos
mesmos. O referido teste, de gradiente de temperatura, mostrou a eficacia de
amplificacdo em varias temperaturas e, principalmente, no perfil recomendado para a
gPCR (59,1 e 60,4°C). Dessa forma, os iniciadores estavam de acordo com 0s requisitos

necessarios para a gPCR.

A metodologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real permite o
monitoramento do progresso da reacdo. Dessa forma, os dados sdo coletados ao longo
da PCR, em vez de serem apenas no final, como ocorre na PCR convencional. A gPCR
utiliza 0 momento do ciclo da reacdo no qual a amplificacdo de um alvo é detectada pela
primeira vez, em vez da quantidade de alvo acumulado apds um nimero fixo de ciclos.
O tempo no qual o aumento significativo do sinal é observado depende da quantidade
inicial do acido nucléico alvo, ou seja, quanto mais alto o nimero de cépias iniciais do

acido nucléico, mais rapido o sinal serd observado (INVITROGEN, 2008).
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A metodologia teve como sistema de detecgdo o corante Eva Green™ (Biotium,
Hayward, CA), que representa uma nova geracdo de ligantes de DNA. Esse tipo de
corante apresenta uma maior afinidade e uniformidade de ligagdo com o DNA dupla fita
em relacdo aos anteriores (Ex: Sybr Green 1®), o que acarreta em um sinal de
fluorescéncia mais potente e curvas de dissociacdo mais precisas. Além disso, possui
um nivel de inibicilo da PCR menor em relacdo aos corantes mais antigos
(INVITROGEN, 2008).

De maneira geral, um corante de DNA para qPCR apresenta duas caracteristicas
importantes: aumento da fluorescéncia quando ligado ao DNA dupla fita e ndo provoca
inibicdo consideravel da PCR. As vantagens do corante incluem a possibilidade de ser
utilizado para monitorar a amplificacdo de qualquer sequéncia de DNA dupla fita e sem
a necessidade de sonda, o que reduz a configuracdo do ensaio e 0s custos de execucao.
A principal desvantagem do sistema de corante é a possibilidade de gerar sinais falso-
positivos, ja que pode haver a ligacdo do corante em sequéncias ndo especificas de
DNA dupla fita, uma vez que a molécula de Eva Green™ se liga a qualquer DNA dupla
fita (INVITROGEN, 2008).

A gPCR (item 5.12.3) demonstrou a eficiéncia dos iniciadores VSV RT F/R utilizando
essa metodologia. A reacdo foi capaz de amplificar de forma especifica as amostras de
cDNA e plasmidio de VSV (pVSV 9.28). As diluicbes de cDNA e plasmidio foram
Uteis para avaliar de forma preliminar a sensibilidade da reacdo. Como pode ser visto na
FIGURA 15, as diluicBes na base dois para o0 cDNA e na base dez para o plasmidio,
geraram diferencas de Ct de aproximadamente trés unidades. N& houve diferenca
significativa no Tm das amostras positivas, sendo que o valor encontrado foi de 81.685
+ 0.063 °C. Houve amplificacdo inespecifica no controle negativo, tendo em vista que o

Tm resultante foi diferente das amostras positivas.

O mix da qPCR proposto neste trabalho foi produzido em sua totalidade no proprio
Laboratorio de Virus do ICB/UFMG. Dessa maneira, foi preciso pensar em uma
maneira de se obter uma reacdo o mais homogénea possivel. A técnica de qPCR
apresenta uma sensibilidade elevada, sendo que os erros relativos a pipetagem e
heterogeneidade de reagentes sdo proeminentes. A alternativa encontrada para tais

problemas foi a preparacdo de um pré-mix, feito para um numero maior de reagdes, que



87

minimizaria os erros citados anteriormente e garantiria uma reprodutibilidade do teste
(RAYMAEKERS, 2009).

Os resultados obtidos foram satisfatdrios, tendo em vista que a reprodutibilidade foi
alcancada apenas apos a preparacdo do pré-mix. Os resultados anteriores a utilizacéo de
pré-mix ndo eram satisfatorios, pois a reacdo apresentava padrdes diferentes em cada
etapa da padronizacdo. Esses problemas eram causados principalmente por erros de
pipetagem, com a utilizacdo de volumes muito pequenos (<1,0 pL). A utilizacdo do pré-
mix foi uma boa alternativa para diminuir o grande nimero de pipetagens nas etapas de
padronizacéo. O primeiro pré-mix foi feito apenas com o corante Evagreen™, tamp&o de
reacao e parte da agua, ja que 0s outros reagentes necessitavam de padronizacdo das

suas respectivas concentracoes.

A apresentacdo de um pré-mix também € util para a validacdo de lotes do teste
diagndstico. A validacdo de um lote de pré-mix para um grande ndmero de reacoes,
através do uso de controles positivos e negativos, possibilita um total controle dos

ensaios realizados posteriormente com aquele estoque da reacdo (BELAK, 2006).

Em relacdo a padronizacdo do teste, os resultados foram diferentes do esperado,
principalmente com relacdo a concentracdo de iniciadores. Normalmente, a
concentragao final de cada iniciador fica em torno de 50 a 400 nM (5 e 40 pmol/100 pL.
respectivamente), sendo que 200 nM €é um valor habitual. A padronizacdo do teste
resultou em um valor de concentragio de iniciador igual a 1,25 pmol/100 pL (12,5 nM),
0 que representa possivelmente uma caracteristica diferenciada do mix utilizado. Além
disso, 0 mix caseiro em questdo apresenta alto grau de variagdo a partir de pequenas
modificagdes. Isso pode ser observado nas curvas de padronizacdo da concentragdo de
iniciadores (FIGURA 18). Uma possibilidade seria a utilizacdo de outros reagentes com
0 objetivo de estabilizar 0 mix da reacdo em uma propor¢ao aceitavel, tendo em vista

que o mix comercial ndo apresenta variagdes téo elevadas.

A padronizacdo da concentracdo de MgCl. e dNTP apresentou resultados dentro do
padrdo esperado, apesar de ndo haver diferencas significativas nas curvas obtidas da
padronizagdo do dNTP. Normalmente, a concentragdo de Mg?* fica em torno de 3 e 6
mM e o ANTP em torno de 30 uM de cada.
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Para complementar a padronizacdo do teste, foi obtida uma curva padrdo com os
reagentes padronizados. A curva apresentou um coeficiente linear adequado (R?: 0.999),
mas a sensibilidade apresentada ndo foi ideal (1,0 pg/uL) (FIGURA 22). O mix
comercial apresentou sensibilidade mais alta (10,0 fg/uL) e ainda com uma eficiéncia
abaixo da esperada (FIGURA 16). O objetivo era o de padronizar uma reacdo que nédo
apresentasse amplificagdo inespecifica no controle negativo, o que foi alcangado, mas a
sensibilidade ficou prejudicada, o que é indesejvel para um teste diagndstico. A
concentracdo de iniciadores deveria ser otimizada posteriormente, mas 0s resultados

sugerem que outros iniciadores deveriam ser testados.

Um componente essencial no mix caseiro foi o ROX®, utilizado como referéncia
passiva da reacdo. Ele emite fluorescéncia em um comprimento de onda diferente do
Evagreen™, sendo que a mesma é captada pelo aparelho durante toda a reagdo. A
fluorescéncia emitida pelo ROX é constante durante toda a reagdo, enquanto que a
emissdo pelo Evagreen™ depende da amplificagdo do DNA, o que permite ao aparelho
fazer a correcdo entre a fluorescéncia de fundo (ruido) e a fluorescéncia gerada pela
amplificagdo do DNA na reacdo em cadeia da polimerase (INVITROGEN, 2008).

Os testes de especificidade corroboraram os estudos realizados durante o desenho dos
iniciadores. Os iniciadores VSV RT F/R mostraram-se bastante especificos para o VSV,
sendo que nenhuma amplificacdo foi observada nos testes com os virus relacionados e o

Staphylococcus aureus.

Os testes da RT foram Uteis para avaliar a eficiéncia da producdo de cDNA para a
gPCR. De todos os protocolos testados, a melhor reacdo foi obtida com o uso do
iniciador VSV RT F sozinho. E importante salientar que o iniciador VSV F, utilizado no
inicio do trabalho (TABELA 2), foi testado também na RT (dados ndo mostrados) e 0s
resultados foram parecidos com aqueles obtidos utilizando o VSV RT F. O protocolo
ideal seria com a utilizacdo dos iniciadores randdmicos, ja que a realizacdo de apenas
uma RT poderia servir para testar o cONA em varias reacfes em busca de material
genético de virus com genoma de RNA. Entretanto, o protocolo com iniciadores
randémicos resultou em uma reacdo pouco sensivel na gPCR (FIGURA 25). Os
resultados sugerem que os outros protocolos, principalmente com o VSV RT F mais o
Oligo dT, poderiam ser melhor explorados, em busca de uma padronizacgéo da reacéo, ja
que apenas uma concentracao de cada iniciador foi testada (FIGURA 25).
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A otimizacdo da concentracdo de iniciadores foi Util para aumentar a sensibilidade da
reacdo, utilizando amostras de origem bovina. A escolha da concentracdo de 4,0
pmol/100 pL (40 nM) de cada iniciador baseou-Se na obtengdo de uma sensibilidade
adequada e amplificacdo inespecifica do controle negativo em um nivel toleravel. Em
concentracdes maiores 0 ganho em sensibilidade ndo era tdo elevado e a amplificacédo

inespecifica do controle negativo se tornava pronunciada (FIGURA 26).

O tratamento do extrato de RNA com DNAse | representa uma etapa adicional e poderia
ser indicada apenas se apresentasse uma melhora nos resultados. Esse procedimento
poderia melhorar a eficiéncia da RT, por eliminar a interferéncia de moléculas de DNA
contaminantes, e, consequentemente, melhorar o resultado da gPCR. O protocolo
testado no presente trabalho ndo se mostrou eficiente e os resultados da gPCR ndo
foram adequados. Além da perda de sensibilidade e repetitividade, os resultados se
mostraram menos confiaveis, com o surgimento de amplificagbes com Tm (°C)
diferentes do encontrado para o fragmento de 115 pb delimitado pelos iniciadores VSV
RT F/R (FIGURA 27). O tratamento com DNAse demanda mais tempo e recurso para o
teste diagnostico e, com os resultados apresentados, ndo poderia ser indicado para uso
neste caso. De alguma maneira o protocolo utilizado, feito em uma temperatura
relativamente elevada (75°C), pode danificar as moléculas de RNA. Portanto, outros

protocolos poderiam ser testados.

O teste com as amostras clinicas do mix caseiro otimizado demonstrou a necessidade de
aprimorar a reacdo, principalmente no que diz respeito a sensibilidade. A reacdo foi
capaz de detectar o material genético do virus em vérias dilui¢des e alcangcou uma
sensibilidade de 10° PFU no experimento proposto (FIGURA 28). Pode-se inferir que o
teste seria capaz de detectar o material genético do VSV em uma amostra contaminada

com, no minimo, 100.000 particulas virais.

Os iniciadores desenhados para os genes de referéncia, B-actina e HPRT, apesar de nédo
terem sido testados na gPCR parecem promissores. Para a escolha dos dois pares foram
observadas as caracteristicas necessarias para a boa funcionalidade na qPCR e em

relacdo aos genes de escolha como referéncia para bovinos.
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VIII. CONCLUSOES

As etapas iniciais de multiplicacdo e caracterizagcdo da amostra de VSV se mostraram
adequadas e eficientes para a obtencéo do plasmidio controle positivo da qPCR.

Os iniciadores desenhados para a gqPCR apresentaram resultados satisfatorios nos testes
propostos, sendo capazes de detectar de forma especifica o material genético do VSV.
Entretanto, outros iniciadores poderiam ser testados, com 0 objetivo de se alcancar os

melhores resultados.

O mix caseiro e sua metodologia de preparacdo demonstraram grande capacidade de
gerar resultados satisfatérios na metodologia da qPCR. Contudo, outros reagentes
poderiam ser avaliados para a melhoria da qualidade dos resultados.

O teste foi capaz de detectar o material genético do VSV em amostras clinicas de
origem bovina, demonstrando seu potencial como método diagnostico da estomatite

vesicular bovina.
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IX. PERSPECTIVAS

X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

Testar outros iniciadores para deteccédo do VSV;

Aprimorar o mix caseiro para melhores resultados na qPCR,;

Testar protocolos adicionais de RT com diferentes iniciadores;

Testar outros protocolos de tratamento do extrato de RNA com DNAse I;

Testar os iniciadores dos genes de referéncia p-actina e HPRT na qPCR;

Validar o teste diagndstico com amostras clinicas obtidas de surtos de estomatite

vesicular.
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