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RESUMO 

 

 

Pestivírus suíno atípico (APPV) tem sido associado ao tremor congênito (TC) tipo A-II em 
leitões neonatos. Apesar do número de estudos sobre o APPV ter aumentado, as alterações 
histopatológicas, bem como outros aspectos relativos à caracterização antigênica e molecular 
do vírus e aspectos epidemiológicos da infecção em leitões ainda são pouco descritos. O 
objetivo do primeiro estudo foi descrever os achados patológicos e moleculares associados à 
infecção simultânea de APPV e teschovírus suíno (PTV) em leitões com manifestações 
clínicas de TC provenientes de um rebanho do estado do Paraná com altas taxas de letalidade 
em animais recém-nascidos. Em 2017, foram relatados casos de TC em leitegadas com alta 
letalidade neonatal em um rebanho paranaense e três leitões da mesma leitegada que 
morreram espontaneamente foram enviados para diagnóstico. As principais alterações 
patológicas encontradas em todos os leitões foram desmielinização secundária e 
hipomielinização no cerebelo, tronco encefálico e medula espinhal confirmadas por 
histopatologia e coloração Luxol Fast Blue. Alterações histopatológicas adicionais incluíram 
necrose neuronal multifocal, neuronofagia e gliose encontrados no córtex cerebral e medula 
espinhal e enterite atrófica de todos os leitões e edema no mesocólon de um deles. RNA de 
APPV e de PTV foi detectado por nested-RT-PCR no sistema nervoso central (SNC) dos 
leitões afetados, sendo que PTV também foi detectado no intestino e nas fezes. As alterações 
patológicas e os resultados moleculares demonstram que os leitões avaliados apresentavam 
infecção por APPV e PTV, o que pode ter ocasionado a alta letalidade (100%) de leitões 
recém-nascidos identificada nesse caso. No segundo estudo foram descritas as características 
histopatológicas da infecção espontânea singular por APPV em quatro leitões com sinais 
clínicos de TC. Os quatro leitões de dois dias de idade com TC foram avaliados por 
histopatologia, imunohistoquímica (IHQ) e análise molecular. As principais alterações 
histopatológicas no encéfalo e medula espinhal incluíram necrose neuronal, gliose, 
neuronofagia, satelitose, desmielinização, degeneração walleriana e necrose de células de 
purkinje. Na IHQ, realizada com o objetivo de detectar a proliferação da proteína ácida 
fibrilar glial (GFAP) em áreas afetadas do encéfalo e medula espinhal, demonstrou que a 
proliferação de células GFAP positivas e fibras era predominante em leitões com TC 
infectados com APPV em relação a leitões assintomáticos não infectados da mesma idade. As 
reações de nested-RT-PCR identificaram RNA de APPV no cérebro, cerebelo e tronco 
cerebral de todos os leitões, enquanto outros vírus (teschovírus suíno, sapelovírus suíno e 
vírus Seneca Valley) conhecidos por induzir sinais clínicos semelhantes não foram 
identificados. Estes resultados sugerem que as alterações histopatológicas induzidas pela 
infecção singular por APPV nos leitões avaliados são predominantemente degenerativas e 
necróticas e correlacionadas com as alterações identificadas no primeiro estudo. Com estes 
resultados podemos sugerir que a necrose neuronal, a gliose, a neuronofagia e a satelitose 
possam ser consideradas características histológicas importantes da infecção induzida por 
APPV em leitões recém-nascidos com sinais clínicos de TC. 
 
Palavras-chave: APPV. Desmielinização. Histopatologia. Leitões. Mioclonia. 
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ABSTRACT 

 
 

Atypical porcine pestivirus (APPV) has been associated with congenital tremor (CT) type A-
II in neonatal piglets. Although the number of APP-based studies is increasing, the 
histopathological alterations and other aspects related to the antigenic and molecular 
characterization of the virus and epidemiological aspects of the infection in piglets are still 
underreported. The objective of the first study was to describe the pathological and molecular 
findings associated with simultaneous infection of APPV and porcine teschovirus (PTV) in 
piglets with clinical manifestations of CT from a herd of Paraná State with high rates of 
lethality in newborn piglets. In 2017, CT cases were reported in litters with high neonatal 
mortality in a pig herd from Paraná and three piglets from the same litter that died 
spontaneously were sent for diagnosis. The main pathological alterations in all piglets were 
secondary demyelination and hypomyelination at the cerebellum, brainstem and spinal cord 
confirmed by histopathology and luxol fast blue–cresyl violet stain. Additional 
histopathological alterations included multifocal neuronal necrosis, neuronophagia and gliosis 
found in the cerebral cortex and spinal cord of all piglets, and atrophic enteritis in all piglets 
and mesocolonic oedema in one piglet. APPV and PTV RNA was detected by nested-RT-
PCR in the central nervous system of affected piglets, and PTV was also detected in the 
intestine and faeces. The pathological alterations and molecular results together suggested that 
the piglets evaluated had a dual infection by APPV and PTV, which probably was the cause 
of the high lethality (100%) of newborn piglets identified in this case. In the second study the 
histopathologic features of singular spontaneous APPV infection in four piglets with clinical 
signs of CT were described. Four two-day-old piglets with CT were evaluated by 
histopathology, immunohistochemistry (IHC), and molecular assay. The main histopathologic 
alterations at the brain and spinal cord included neuronal necrosis, gliosis, neuronophagia, 
satellitosis, demyelination, Wallerian degeneration, and Purkinje cell necrosis. In the IHC 
assay, performed to detect the proliferation of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in 
affected areas of the brain and spinal cord revealed that the proliferation of GFAP+ cells and 
fibers was predominant in APPV-infected piglets relative to asymptomatic piglets of the same 
age group. The nested-RT-PCR assays identified APPV RNA in the cerebrum, cerebellum, 
and brainstem of all piglets, while other viruses (PTV, PSV, SVV) known to induce similar 
clinical signs were not identified. These results suggested that the histopathological alterations 
induced by singular APPV infection are predominantly degenerative and necrotic and 
correlate with alterations identified in the first study. With these results we can suggest that 
neuronal necrosis, gliosis, neuronophagia, and satellitosis should be considered as important 
histologic features of APPV-induced infection in newborn piglets with clinical signs of CT. 
 
Keywords: APPV. Demyelination. Histopathology. Piglets. Myoclonia. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em 2015, foi descrito pela primeira vez o pestivírus suíno atípico (Atypical porcine 

pestivirus - APPV), identificado por sequenciamento de DNA de nova geração (NGS) em 

amostras de soros de suínos (HAUSE et al., 2015). Inicialmente, o vírus não foi associado a 

qualquer manifestação clínica, posteriormente, um estudo de inoculação experimental 

conduzido nos Estados Unidos da América (EUA) demonstrou que APPV estava associado à 

ocorrência de tremor congênito (TC) em leitões neonatos (ARRUDA et al., 2016). 

 Atualmente, relatos da ocorrência de APPV associado ao TC foram realizados na 

Alemanha (POSTEL et al., 2016), Áustria (SCHWARZ et al., 2017), Canadá 

(DESSUREAULT et al., 2018), China (ZHANG et al., 2017), Espanha (MUÑOZ-

GONZALEZ et al., 2017), Holanda (DE GROOF et al., 2016) e Hungria (DÉNES et al., 

2018). No Brasil, no ano de 2018 APPV foi descrito em leitões com TC, nas regiões Sul e 

Sudeste (GATTO et al., 2018; MÓSENA et al., 2018; POSSATTI et al., 2018a; POSSATTI et 

al., 2018b).  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 TREMOR CONGÊNITO 
 

Tremor congênito é uma doença neonatal de leitões, caracterizada por espasmos 

musculares, localizados ou generalizados, observados dentro de poucas horas após o 

nascimento. Os sinais clínicos podem ser moderados como tremor de orelha, flanco ou 

membros pélvicos. Já os sinais mais graves incluem tremores generalizados que resultam em 

dificuldade de permanecer em pé ou caminhar e, consequentemente, incapacidade de mamar, 

o que pode levar à morte devido à desnutrição (YUAN et al., 2017). 

 Duas classificações são utilizadas para o TC, sendo que quando não há lesões 

histopatológicas a doença é classificada como tipo B e quando há desmielinização no sistema 

nervoso central (SNC) é classificada como tipo A. O tipo A, por sua vez, é subdividido de 

acordo com a etiologia em cinco tipos (I-V). O tipo A-I é causado pelo vírus CSFV e 

caracteriza-se por hipoplasia cerebelar (DONE et al., 1984). A causa do tipo A-III é um 

defeito genético apresentado apenas pela raça Landrace, que ocasiona a ausência de bainha de 

mielina e redução do número de oligodendrócitos (BLAKEMORE; HARDING; DONE, 

1974). O tipo A-IV é ocasionado por um defeito genético recessivo na raça suína Saddleback, 

que é caracterizado pela hipomielinogênese no cérebro e medula espinhal (PATTERSON et 

al., 1973). Já o tipo A-V é causado por intoxicação pelo triclorfom ou metrifonato, que pode 

estar associada à ingestão de alimentos tratados com este composto que é usado como 

inseticida ou pelo seu uso durante a gestação como uma droga antiparasitária, levando à 

ocorrência de hipoplasia cerebelar nos leitões (KNOX et al., 1978). Até pouco tempo a 

etiologia do TC tipo A-II era desconhecida. Inicialmente circovírus suíno 2 (PCV-2), foi 

associado a esta enfermidade, porém alguns estudos contestavam essa possibilidade 

(KENNEDY et al., 2003). Em 2015, ARRUDA et al. (2016) detectaram, pela primeira vez, 

APPV em animais com TC nos EUA. Para comprovar a associação do vírus com a doença, os 

autores inocularam uma amostra de soro, positiva na RT-qPCR, em seis matrizes aos 45 (n=3) 

e 62 (n=3) dias de gestação. A maioria dos leitões nascidos apresentou sinais clínicos de TC e 

splay leg (comumente conhecida como perna aberta) e a infecção por APPV foi confirmada 

por RT-qPCR. A partir de então, APPV foi considerado o agente etiológico do TC tipo A-II. 

O Quadro 2 resume as diferenças entre os tipos de TC. 
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Quadro 1 – Classificação e etiologia do tremor congênito em leitões 

Classificação 

Lesões 

histopatológicas 

no SNC# 

Tipos Etiologia 

A Sim 

I Vírus da peste suína clássica (CSFV) 
II Pestivírus suíno atípico (APPV) 
III Defeito genético – raça suína Landrace 
IV Defeito genético – raça suína Saddleback 
V Intoxicação por triclorfom 

B Não - Desconhecida 
 # SNC = sistema nervoso central 

Fonte: próprio autor 

 

 Logo em seguida, um estudo semelhante conduzido na Alemanha também detectou 

APPV em amostras biológicas provenientes de animais com TC que foram usadas para 

inocular três matrizes aos 32 dias de gestação. Duas leitegadas apresentaram animais com TC 

e foram positivas no teste de RT-PCR, enquanto a terceira leitegada não apresentou sinais da 

doença e foi negativa para o vírus, comprovando a associação de APPV com os casos de TC 

(DE GROOF et al., 2016). Assim como pode ocorrer em outros pestivírus, ambos os estudos 

de inoculação comprovaram que APPV também pode ser transmitido pela via 

transplacentária. 

 

2.1 GÊNERO PESTIVIRUS 
 

O gênero Pestivirus pertence à família Flaviviridae e, até 2018, era composto por 

quatro espécies reconhecidas, denominadas pestivírus clássicos que incluem vírus da diarreia 

viral bovina 1 e 2 (BVDV-1 e -2), vírus da peste suína clássica (CSFV) e vírus da doença da 

fronteira (BDV) (SIMMONDS et al., 2011). Adicionalmente, vários pestivírus, foram 

propostos como novas espécies e são, portanto, denominados atípicos, como Pronghorn 

antelope pestivirus (VILCEK et al., 2005), vírus Bungowannah (KIRKLAND et al., 2007), 

Giraffe pestivirus (BECHER et al., 2014), vírus HoBi (SCHIRRMEIER et al., 2004), vírus 

Aydin-like (POSTEL et al., 2015), Norway rat pestivirus (FIRTH et al., 2014) e Rhinolophus 

affinis pestivirus (WU et al., 2012). Recentemente, foram descritos dois novos pestivírus, 

provisoriamente denominados atypical porcine pestivírus (APPV) e “lateral-shaking inducing 

neurodegenerative agent” (Linda virus - LV) (LAMP et al., 2017). 

Um grande número de novas espécies virais tem sido proposto no gênero Pestivirus e 

desde 2009 não havia qualquer alteração na taxonomia desse gênero. Com isso, Smith e 
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colaboradores (2017) propuseram que o grupo de estudos da família Flaviviridae do Comitê 

Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) revisasse a taxonomia do gênero Pestivirus, de 

acordo com os métodos analíticos já utilizados na revisão taxonômica dos gêneros 

Hepacivirus (que contém vírus da hepatite C) e Pegivirus (que contém pegivírus humano) 

também incluídos nesta mesma família viral. Esta classificação foi aceita pelo ICTV e, 

atualmente, no gênero Pestivirus estão incluídas 11 espécies virais denominadas Pestivirus A 

– K (ICTV, 2018), com exceção de Rhinolophus affinis pestivirus e Linda virus que, ainda, 

não foram aceitos como espécies oficiais (Quadro 1). A Figura 1 demonstra a árvore 

filogenética das espécies que pertencem ao gênero Pestivirus. 

 

Quadro 2 - Nomenclatura atual e antiga das espécies do gênero Pestivirus e as espécies 
animais suscetíveis 

Atual Antiga Espécie animal 

Pestivirus A Bovine viral diarrhea virus -1 

(BVDV-1) 

Bovino, ovino, outros ruminantes, 

suíno 

Pestivirus B Bovine viral diarrhea virus - 2 

(BVDV-2) 

Bovino, ovino, outros ruminantes, 

suíno 

Pestivirus C Classical swine fever virus 

(CSFV) 

Suíno 

Pestivirus D Border disease virus (BDV) Ovino, caprino, rena, suíno 

Pestivirus E Pronghorn antelope pestivirus  Antilocapra 

Pestivirus F Bungowannah virus  Suíno 

Pestivirus G Giraffe pestivírus Girafa, bovino 

Pestivirus H Hobi-like pestivírus (ou BVDV-3) Bovino, búfalo 

Pestivirus I Aydin-like pestivírus Ovino, caprino 

Pestivirus J Norway rat pestivírus Rato 

Pestivirus K Atypical porcine pestivirus 

(APPV) 

Suíno 

Não classificado Linda virus Suíno 

Não classificado Rhinolophus affinis pestivirus Morcego 

 Fonte: Smith et al. (2017) - adaptado 
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Figura 1 - Árvore filogenética do gênero Pestivirus com a nova nomenclatura das espécies, 
construída com base na sequência de aminoácidos de um fragmento da poliproteína 

 
Fonte: Smith et al. (2017) 
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APPV = atypical porcine pestivirus; BDV = border disease virus; Bungo = Bungowannah virus; 

BVDV = bovine viral diarrhea virus; CSFV = classical swine fever virus; GPV = giraffe pestivírus; 

NRPV = Norway rat pestivirus; Pronghorn = Pronghorn antelope pestivirus; ShPV = sheep pestivirus 

 

Os pestivírus tem um tamanho aproximado de 50 nm, são envelopados e possuem genoma 

constituído por RNA fita simples polaridade positiva que codifica uma poliproteína de 

aproximadamente 4000 aminoácidos (aa), flanqueada por duas regiões não traduzidas (5’ e 3’ 

UTR - untranslated region). A poliproteína é clivada em quatro proteínas estruturais (C, Erns, 

E1, E2) e oito não estruturais (Npro, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Figura 2) 

(TAUTZ; TEWS; MEYERS, 2015). 
 

Figura 2 - Esquema demonstrando a organização do genoma de representantes do gênero 

Pestivirus 

 
Fonte: https://viralzone.expasy.org/39?outline=all_by_species 

 

A infecção por pestivírus clássicos foi associada a manifestações clínicas neurológicas 

e lesões no SNC de diferentes espécies hospedeiras. BVDV acomete principalmente bovinos, 

mas pode infectar outros ruminantes e também suínos. Dentre as afecções mais comuns 

decorrentes da infecção por BVDV em bovinos estão as malformações congênitas no SNC, 

como hipoplasia cerebelar, hidranencefalia, porencefalia, hidrocefalia e microencefalia 

(AGERHOLM et al., 2015). Casos de tremor e ataxia já foram descritos em bezerros 

infectados por BVDV (RIOND et al., 1990; PORTER et al., 2010). Em relação às lesões 

histopatológicas, a infecção por BVDV em bovinos pode causar degeneração neuronal, 

necrose, gliose e edema e, em alguns casos, hipomielinização do SNC (RIOND et al., 1990; 

BLANCHARD et al., 2010; PORTER et al., 2010). Em cabritos recém-nascidos BVDV já foi 
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descrito causando tremor e ataxia (BACHOFEN et al., 2013). BDV causa doença congênita 

em ovinos e caprinos, sendo que o tremor é o sinal clínico característico desta enfermidade 

(NETTLETON et al., 1998; GARCIA-PEREZ et al., 2009). CSFV está frequentemente 

associado a sinais clínicos neurológicos como incoordenação, convulsão e desequilíbrio com 

fraqueza em membros posteriores em animais de diferentes faixas etárias e pode, ainda, 

ocasionar TC em leitões infectados pela via transplacentária (MOENNIG; FLOEGEL-

NIESMANN; GREISER-WILKE, 2003). Em infecções tanto por BDV quanto por CSFV os 

achados histopatológicos mais comuns são hipomielinização e gliose (BARLOW; STOREY, 

1977; BRADLEY et al., 1983; MOLLER et al., 1993). Adicionalmente, sinais neurológicos 

como tremores musculares e incoordenação motora foram descritos em cordeiros com 

infecção por pestivírus; entretanto, não foi possível diagnosticar a espécie viral envolvida 

(PESCADOR et al., 2004). 

 
2.2 PESTIVÍRUS SUÍNO ATÍPICO 
 

O genoma de APPV tem aproximadamente 11 kb e contém uma longa fase aberta de 

leitura (open reading frame - ORF) que codifica uma poliproteína com 3.635 aa, ou seja, em 

torno de 250 aa a menos que os demais pestivírus (HAUSE et al., 2015). Esta poliproteína é 

clivada em quatro proteínas estruturais e oito não estruturais, como os demais pestivírus. A 

região 5’-UTR do genoma de APPV possui 360-370 nt, um pouco menor que os demais 

pestivírus e a região 3’-UTR tem 245-268 nt, consistente com os demais pestivírus (HAUSE 

et al., 2015; SCHWARZ et al., 2017). Análises do genoma completo de APPV têm 

demonstrado que este vírus apresenta menos de 50% de identidade de nucleotídeo (nt) com os 

pestivírus clássicos (SCHWARZ et al., 2017). De acordo com as sequências genômicas de 

APPV disponíveis, Yuan e colaboradores (2017) realizaram a análise do ancestral comum 

mais recente por inferência Bayesiana, o que demonstrou que provavelmente APPV surgiu na 

Alemanha e se propagou para as Américas, China e outros países da Europa. 

A proteína E2, é uma glicoproteína de envelope imunodominante que possui epitopos 

de neutralização e, portanto, é a proteína dos pestivírus que apresenta maior diversidade 

(RIDPATH; BOLIN, 1997). Nas análises moleculares realizadas por Hause e colaboradores 

(2015) a proteína E2 de APPV apresentou tamanho menor do que a mesma proteína dos 

demais pestivírus, com isso os autores sugeriram que a redução substancial no tamanho da E2 

e apenas 30% de identidade com as proteínas E2 dos demais pestivírus poderiam resultar em 
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uma mudança na utilização do receptor celular, o que pode explicar a dificuldade de 

isolamento de APPV. 

 

2.2.1 Diagnóstico 
 

Cultivo celular 

 

 O isolamento viral em cultivo celular é considerado o padrão ouro para o diagnóstico 

laboratorial de infecções virais. Três estudos realizaram tentativas de isolamento de APPV. 

Foram utilizadas, principalmente, células suscetíveis para outros pestivírus, como células 

renais suínas (PK-15 e SK-6) e células epiteiliais de testículo suíno (STE) (HAUSE et al., 

2015; POSTEL et al., 2016; SCHWARZ et al., 2017), além de células renais de macaco 

(MARC-145), células epiteliais renais de macaco verde africano (Vero e Vero 76), células de 

adenocarcinoma humano (HCT-8), células renais bovinas (MDBK), células renais caninas 

(MDCK) (HAUSE et al., 2015), células de linfoma suíno (38A1D) e células endoteliais suínas 

(PEDSV.15) (POSTEL et al., 2016), entretanto, todas sem sucesso. Beer e colaboradores 

(2016) utilizando uma amostra de soro positiva para APPV inoculada em uma linhagem 

celular de rim suíno (SPEV) foram os primeiros a obter sucesso no isolamento do vírus. O 

isolamento foi confirmado por RT-qPCR e NGS. 

 

Sorologia 

 

Até o momento, existem três ensaios de ELISA padronizados para APPV. Em um 

deles, peptídeos recombinantes da proteína Erns do vírus foram expressos em E. coli. 

Entretanto, este teste não foi validado com soros suínos sabidamente positivos e negativos 

para APPV (HAUSE et al., 2015). Outro ELISA indireto padronizado com a proteína Erns 

recombinante expressa em Leishmania tarentolae foi utilizado para avaliar 189 amostras de 

soros suínos da Itália e Alemanha, resultando em 118 (62%) amostras reagentes (POSTEL et 

al., 2017b). O terceiro ELISA desenvolvido é um teste de bloqueio que utilizou o domínio 

helicase da proteína NS3. Neste estudo, 170 amostras de soro de um rebanho suíno 

sabidamente positivo por RT-PCR foram avaliadas e 35,3% das amostras foram positivas, 

sendo que matrizes com histórico de leitegadas com TC apresentaram atividade de bloqueio 

maior que a média de matrizes sem histórico (SCHWARZ et al., 2017). 
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Biologia molecular 

 

 Atualmente, as principais técnicas empregadas no diagnóstico da infecção por APPV 

são a RT-PCR, RT-qPCR e NGS (HAUSE et al., 2015; ARRUDA et al., 2016; BEER et al., 

2016; YUAN et al., 2017; ZHANG et al., 2017). Com o uso destas metodologias já foram 

disponibilizadas 19 sequências completas do genoma do vírus (HAUSE et al., 2015; 

ARRUDA et al., 2016; ZHANG et al., 2017). A maioria dos protocolos padronizados utilizam 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) que amplificam as regiões NS3 e NS5 do genoma 

viral (ARRUDA et al., 2016; BEER et al., 2016; POSTEL et al., 2016; SCHWARZ et al., 

2017; YUAN et al., 2017; POSSATTI et al., 2018b). Também já foram descritos primers para 

as regiões E2, Erns, NS4B e para a região conservada 5’ - UTR (HAUSE et al., 2015; DE 

GROOF et al., 2016; POSTEL et al., 2016). Adicionalmente, Zhang e colaboradores (2017) 

descreveram vários conjuntos de primers que possibilitaram o sequenciamento do genoma 

que codifica a poliproteína completa de APPV.     

 

Exames histopatológicos 

 

Não há relatos de lesão macroscópica significativa encontrada durante as autópsias de 

animais com TC. Os achados histopatológicos em infecções por APPV incluem 

principalmente vacuolização da substância branca do cerebelo e tronco cerebral (MÓSENA et 

al., 2018). Estudos utilizando o método Luxol Fast Blue demonstraram redução na intensidade 

da coloração da mielina na substância branca da medula espinhal e/ou nervo ciático (POSTEL 

et al., 2016; SCHWARZ et al., 2017; MÓSENA et al., 2018). Em um estudo que utilizou 

imuno-histoquímica para coloração de oligodendrócitos, os animais com TC apresentaram 

aumento na intensidade da coloração em relação aos animais do grupo controle (SCHWARZ 

et al., 2017). O mesmo estudo realizou microscopia eletrônica em fragmentos do cerebelo e 

medula oblonga de dois leitões com TC e identificou alterações ultra-estruturais na mielina 

(hipomielinização, rompimento, vacúolos), vacúolos nas membranas e espaços no citoplasma 

de células da glia e degeneração de axônios (SCHWARZ et al., 2017). 

 

2.2.2 Epidemiologia 
  

Após os estudos de inoculação experimental, outros autores relataram a presença do 

genoma de APPV em amostras clínicas provenientes de animais com TC em diferentes países. 
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Em um estudo conduzido na Alemanha, APPV foi detectado no soro e SNC de seis leitões 

com dois dias de idade (POSTEL et al., 2016). Na Holanda e Espanha, APPV foi detectado 

em granjas suínas com surtos de TC e os autores propuseram a classificação genética das 

cepas identificadas em três tipos, denominados A, B e C, de acordo com a análise filogenética 

dos genes completos E2 e Npro (DE GROOF et al., 2016). Em 2016, outro estudo na Espanha 

também detectou APPV em amostras de 11 leitões de dois dias de idade (MUÑOZ-

GONZALEZ et al., 2017). O primeiro relato de APPV em leitões com sinais clínicos de TC 

na China foi realizado em 2016 (ZHANG et al., 2017). A análise filogenética da poliproteína 

completa demonstrou que as duas cepas chinesas identificadas no estudo agruparam em um 

ramo independente das cepas detectadas nos EUA e Europa. Um outro estudo conduzido em 

outra região da China corroborou estes resultados, demonstrando que novas cepas 

identificadas em amostras biológicas de leitões com TC formaram um grupo distinto, sendo 

classificadas como tipo D (ZHANG et al., 2018), de acordo com a divisão proposta 

anteriormente (DE GROOF et al., 2016). Três estudos adicionais realizados na China também 

detectaram APPV em leitões com TC (YUAN et al., 2017; PAN et al., 2018; WU et al., 

2018). No Canadá, o primeiro relato de APPV associado a casos de TC ocorreu em 2018 em 

leitões nascidos de cinco das 20 marrãs introduzidas na granja (DESSUREAULT et al., 

2018). 

 Muito antes da sua primeira descrição em 2015, estudos retrospectivos demonstram a 

circulação de APPV em rebanhos suinícolas europeus. Um dos estudos, conduzido na 

Alemanha, analisou amostras biológicas colhidas no ano de 2007 e detectou APPV em 

cerebelo de animais com TC, cuja etiologia era desconhecida (POSTEL et al., 2016). Outro 

estudo, realizado na Espanha, detectou APPV em amostras de soro colhidas entre os anos de 

1997 e 2016 (MUÑOZ-GONZALEZ et al., 2017). APPV também foi detectado em amostras 

de leitões com TC em granjas da Áustria nos anos de 2013 a 2016 (SCHWARZ et al., 2017). 

Em um estudo na Hungria foi detectado APPV em amostras de SNC de 25 leitões com TC de 

seis diferentes granjas de 2005 até 2018 (DÉNES et al., 2018).  

Alguns estudos investigaram a presença de APPV em amostras provenientes de 

animais sem sinais clínicos de TC e demonstraram alta prevalência do vírus. Na Alemanha 

utilizando RT-qPCR foram encontradas prevalências de 9% (n = 33) em amostras de tonsilas 

coletadas de 367 animais durante o abate e de 22% (n = 14) em amostras de soro de animais 

de terminação e reprodutores, adicionalmente, todas as 12 amostras de tonsilas coletadas 

durante o abate de suínos provenientes de uma granja orgânica foram positivas para APPV 

(BEER et al., 2016). Outro estudo realizado na Alemanha avaliou 369 soros de matrizes e 
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suínos de terminação de 29 granjas e demonstrou prevalência de 2,4% (n = 9) nos suínos e 

10% (n = 3) nas granjas (POSTEL et al., 2016). Na China, 135 soros foram coletados de 

forma aleatória de matrizes e suínos de terminação de 10 propriedades, avaliados por RT-PCR 

e apresentaram prevalência de 5,2% (n = 7) (YUAN et al., 2017). Outro estudo avaliou, por 

RT-PCR, 1460 amostras de soro de suínos assintomáticos provenientes da Alemanha, Itália, 

Sérvia, Grã-Bretanha, Suíça, China e Taiwan e encontrou uma prevalência de 8,9% (n = 130) 

de amostras positivas para APPV, sendo que a maior prevalência foi na Itália com 17,5% 

(35/200) (POSTEL et al., 2017a).    

APPV já foi detectado em amostras de sêmen e líquido prepucial de reprodutores 

suínos criados nos EUA. As amostras clínicas avaliadas faziam parte do acervo do 

Laboratório de Diagnóstico Veterinário da Universidade do Estado de Iowa que haviam sido 

submetidas a outros exames de rotina. Das 597 amostras avaliadas, 90 (15,1%) foram 

positivas para APPV (ARRUDA et al., 2016). Anteriormente, APPV já havia sido detectado 

em amostra de sêmen e de suabe prepucial, ambos obtidos de dois machos adultos que haviam 

apresentado TC ao nascimento (DE GROOF et al., 2016; SCHWARZ et al., 2017). Estes 

resultados sugerem que o sêmen pode ter um papel importante na transmissão do vírus, porém 

ainda são necessários estudos adicionais para confirmação.   

Além de suínos, APPV também já foi investigado na Espanha em amostras de soro de 

437 javalis jovens e adultos sem sinais clínicos de TC utilizando RT-qPCR e uma amostra de 

um macho adulto foi positiva. Na análise filogenética a cepa identificada agrupou com outra 

cepa previamente descrita na Espanha (COLOM-CADENA et al., 2018). Já na Alemanha, foi 

encontrada prevalência de 19% (87/456), também em amostras de soros de javalis avaliadas 

por RT-PCR (CAGATAY et al., 2018). 

 Em 2018, APPV foi descrito no Brasil, nos estados do Rio Grande do Sul e Santa 

Catarina. O estudo avaliou duas granjas produtoras de leitões que apresentavam casos 

esporádicos de TC em leitegadas de primíparas. Foram avaliadas amostras de sangue de 

leitões com 10 dias de idade e amostras de tecido de um animal, todos acometidos por TC. As 

amostras foram positivas na RT-PCR e os achados histopatológicos descritos foram 

vacuolização da substância branca do cerebelo e tronco encefálico e desmielinização foi 

comprovada por Luxol Fast Blue (MÓSENA et al., 2018).  

 Outro estudo realizado no Brasil em 2018, detectou o genoma de APPV em amostras 

biológicas coletadas de leitões de três granjas da região Sul e de uma granja da região Sudeste 

cujas prevalências de sinais clínicos nas leitegadas afetadas variou de 16 a 100% de TC e 6 a 

55% de splay leg (GATTO et al., 2018). 
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 Simultaneamente à descrição de APPV nos dois estudos relatados, também em 2018, o 

nosso grupo de pesquisa identificou o genoma de APPV em amostras de SNC de leitões que 

apresentaram TC logo após o nascimento e vieram a óbito com três dias de idade no estado do 

Paraná. Neste estudo também foi detectada infecção mista por teschovírus suíno (PTV). Os 

exames histopatológicos demonstraram desmielinização no SNC dos animais avaliados 

(POSSATTI et al., 2018b). Em um estudo posterior, o nosso grupo apresentou outro relato da 

infecção por APPV em casos clínicos de TC ocorridos em leitões recém-nascidos de uma 

granja também localizada no estado do Paraná, como aspecto diferencial, por se tratar de 

infecção singular por APPV, puderam ser descritas as principais alterações histopatológicas 

decorrentes da infecção (POSSATTI et al., 2018a). 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 Identificar pestivírus suíno atípico e caracterizar as lesões histopatológicas mais 

frequentes em amostras biológicas provenientes de leitões recém-nascidos com 

tremor congênito. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Padronizar uma reação de nested-RT-PCR para o diagnóstico de pestivírus suíno 

atípico.   

 Detectar RNA de pestivírus suíno atípico em amostras biológicas de leitões com 

tremor congênito. 

 Avaliar coinfecções com teschovírus suíno, sapelovírus suíno e vírus Seneca 

Valley nas amostras analisadas.  

 Comparar e descrever os achados histopatológicos observados em leitões com 

tremor congênito e infectados com pestivírus suíno atípico com os de leitões 

clinicamente saudáveis.  

 Caracterizar a gliose utilizando a técnica de imunohistoquímica para marcação da  

 Avaliar o grau de desmielinização no sistema nervoso central pela coloração de 

Luxol Fast Blue. 
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5 ARTIGO 1 

VIRUSES ASSOCIATED WITH CONGENITAL TREMOR AND HIGH LETHALITY 

IN PIGLETS (doi: 10.1111/tbed.12807) 
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6 ARTIGO 2 

PATHOLOGIC AND MOLECULAR FINDINGS ASSOCIATED WITH ATYPICAL 

PORCINE PESTIVIRUS INFECTION IN NEWBORN PIGLETS (doi: 

10.1016/j.vetmic.2018.10.026) 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A reação de nested-RT-PCR para amplificação parcial do gene NS2/3 foi mais 

eficiente que para o gene NS5B.  

 Foi detectada pela primeira vez coinfecção de teschovírus suíno e pestivírus suíno 

atípico em amostras biológicas de leitões com sinais clínicos de tremor congênito. 

 Pestivírus suíno atípico induz necrose neuronal, gliose, neuronofagia, satelitose, 

desmielinização, degeneração walleriana e necrose de células de Purkinje. 

 Os achados histopatológicos em leitões infectados por pestivírus suíno atípico foram 

predominantemente degenerativos e necróticos. 

 Desmielinização no sistema nervoso central foi frequente em animais infectados por 

pestivírus suíno atípico. 

 A proliferação de proteínas ácidas fibrilares gliais nas áreas afetadas do cérebro e 

medula espinhal foi maior nos leitões infectados por pestivírus suíno atípico. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Atualmente, um número razoável de estudos sobre a infecção por APPV está 

disponível. Entretanto, as propriedades biológicas do vírus ainda não foram totalmente 

esclarecidas. Suínos foram utilizados como modelo experimental para estudos sobre as vias de 

transmissão, dinâmica de infecção e distribuição tecidual do vírus. Do mesmo modo, busca-se 

por um sistema efetivo de isolamento viral em cultivo celular. Esforços para entender melhor 

a patogênese e a imunogenicidade do vírus devem ser contínuos. No Brasil, os dados 

epidemiológicos e moleculares de APPV são escassos. Estudos adicionais e complementares 

são necessários para melhorar o conhecimento sobre a distribuição e a patogenicidade de 

cepas brasileiras de APPV, bem como aspectos epidemiológicos da infecção como papel dos 

portadores assintomáticos na disseminação do vírus, frequência de ocorrência, principais 

formas de transmissão, taxas de morbidade e letalidade e quantificação dos prejuízos 

econômicos ocasionados por infecções seguidas de sinais clínicos em leitões recém-nascidos. 
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ANEXO A - Lista de reagentes 

 

1. Acetona, P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinâmica®) 

2. Ácido bórico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab®) 

3. Ácido clorídrico (HCl) P.M. 36,46 (Reagen®) 

4. Ácido etilenodiaminotetraácido sal di-sódico – EDTA, P.A. (C10H14N2O8Na22H2O) P.M. 

372,24 (Reagen®) 

5. Agarose (Invitrogen Life Technologies®) 

6. Água DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®) 

7. Álcool etílico absoluto (C2H2OH) P.M. 46,07 (Nuclear®) 

8. Álcool isoamílico ((CH3)2CHCH2CH2OH) P.M. 88,15 (Synth®) 

9. Anticorpo monoclonal contra GFAP (Zymed Laboratories)  

10.  Anticorpo secundário (kit de detecção de polímero, Invitrogen Life Technologies®) 

11. Azul de bromofenol (Sigma®) 

12. Bicarbonato de sódio P.A. (NaHCO3) P.M. 84,01 (Biotec®) 

13. Brometo de etídio (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®) 

14. Cloreto de cálcio puro (CaCl2) P.M. 110,94 (Invitrogen Life Technologies®) 

15. Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl2) (Invitrogen Life Technologies®) 

16. Cloreto de potássio, P.A. (KCl) P.M. 74,56 (Reagen®) 

17. Cloreto de sódio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®) 

18. Clorofórmio, P.A. (CHCl3) P.M. 119,38 (Dinâmica®) 

19. Diaminobenzidina -DAB (Invitrogen Life Technologies®) 

20. Dióxido de sílica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma®) 

21. DNA Ladder (123 bp) (Invitrogen Life Technologies®) 

22. dNTP Set (100 mM), 4 x 250 µL; 25 µmol cada (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP 

Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life 

Technologies®) 

23. Dodecil sulfato de sódio – Lauril Sulfato de Sódio – SDS (C12H25NaO4S) P.M. 288,38 

(Synth®) 

24. Eosina (Nuclear®) 
25. Fenol (C6H5OH) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies®) 

26. Fosfato de sódio dihidratado (Na2HPO4 . 2H2O) P.M 177,99 (Merck®) 

27. Fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4 . 2H2O) P.M. 155,99 (Reagen®) 

28. Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) P.M. 141,96 (Synth®) 

29. Glicose (C6H12O6) P.M. 180,16 (Reagen®) 
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30. Hematoxilina (Nuclear®) 
31. Hidróxido de sódio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinâmica®) 

32. Hidroximetil amino metano – TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)  

33. Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL®) 

34. Metanol P.A. (CH3OH) P.M. 32,04 (Allkimia®) 

35. Oligonucleotídeo iniciador (primer) APPV-5B-Fw (forward; 5’- 

ATGTTTCTCAGGGTCGGA - 3’, [nt] X-X);  Possatti et al. (2018b) - 200 pmol 

(Invitrogen Life Technologies®) 

36. Oligonucleotídeo iniciador (primer) APPV-5B-Rv (reverse; 5’- 

GGTCATCTTCCGCAGTTA - 3’, [nt] X-X);  Possatti et al. (2018b) - 200 pmol 

(Invitrogen Life Technologies®) 

37. Oligonucleotídeo iniciador (primer) APPV-5B-Fw-n (forward; 5’- 

TGTGGAGATGACGGCTTTC - 3’, [nt] X-X);  Possatti et al. (2018b) - 200 pmol 

(Invitrogen Life Technologies®) 

38. Oligonucleotídeo iniciador (primer) APPV-5B-Rv-n (reverse; 5’- 

CGGGATAACTGCGACTGAT - 3’, [nt] X-X);  Possatti et al. (2018b) - 200 pmol 

(Invitrogen Life Technologies®) 

39. Oligonucleotídeo iniciador (primer) APPV-2/3-Fw1 (forward; 5’- 

GCAAAGAAGAATGACTC - 3’, [nt] X-X);  Possatti et al. (2018b) - 200 pmol 

(Invitrogen Life Technologies®) 

40. Oligonucleotídeo iniciador (primer) APPV-2/3-Rv2 (reverse; 5’- 

GGTTTGTCTCATTGCTC - 3’, [nt] X-X);  Possatti et al. (2018b) - 200 pmol (Invitrogen 

Life Technologies®) 

41. Oligonucleotídeo iniciador (primer) APPV-2/3-Rv3 (reverse; 5’- 

CCATGTTCTTGGGATTG - 3’, [nt] X-X);  Possatti et al. (2018b) - 200 pmol (Invitrogen 

Life Technologies®) 

42. PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCl) (Invitrogen Life 

Technologies®) 

43. Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 unidades (Invitrogen Life 

Technologies®) 

44. QuantIT TM dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies®) 

45. Sacarose, P.A. – sucrose (C12H22O11) P.M. 342,31 (Reagen®)  

46. Superscript II - Reverse Transcriptase – 200 unidades (Invitrogen Life Technologies®) 

47. Triton x-100 
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48. Xileno P.A. (Nuclear®) 
 

ANEXO B - Soluções e Tampões 
 

 Diluição dos primers 

 

Primers nested-RT-PCR NS5B 

Data de fabricação: Dez/2015 

 

- Primer forward APPV-5B-Fw 

Concentração: 47,6 nmoles 

  

 47,6 x 1000 = 47600 pmoles 

 47600 / 200 = 238 µL 

 

Primer mãe (200 pmol/µL): ressuspender em 238 µL de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x (20 pmol/µL): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

 

- Primer reverse APPV-5B-Rv 

Concentração: 61,8 nmoles 

  

 61,8 x 1000 = 61800 pmoles 

 61800 / 200 = 309 µL 

 

Primer mãe (200 pmol/µL): ressuspender em 309 µL de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x (20 pmol/µL): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

 

 

- Primer forward APPV-5B-Fw-n 

 

Concentração: 56,5 nmoles 

      56,5 x 1000 = 56500 pmoles 

 56500 / 200 = 282,5 µL 
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Primer mãe (200 pmol/µL): ressuspender em 282,5 µL de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x (20 pmol/µL): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

 

- Primer reverse APPV-5B-Rv-n 

Concentração: 54,5 nmoles 

  

 54,5 x 1000 = 54500 pmoles 

 54500 / 200 = 272,5 µL 

 

Primer mãe (200 pmol/µL): ressuspender em 272,5 µL de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x (20 pmol/µL): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

 

Primers semi-nested-PCR NS2/3 

Data de fabricação: maio/2017 

 

- Primer forward APPV-2/3-Fw1 

Concentração: 47 nmoles 

  

 47 x 1000 = 47000 pmoles 

 47000 / 200 = 235 µL 

Primer mãe (200 pmol/µL): ressuspender em 235 µL de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x (20 pmol/µL): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

- Primer reverse APPV-2/3-Rv2 

Concentração: 57,1 nmoles 

  

 57,1 x 1000 = 57100 pmoles 

 57100 / 200 = 285,5 µL 

 

Primer mãe (200 pmol/µL): ressuspender em 285,5 µL de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 



49 
 

Primer uso 1x (20 pmol/µL): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

 

- Primer reverse APPV-2/3-Rv3 

Concentração: 28,9 nmoles 

  

 28,9 x 1000 = 28900 pmoles 

 28900 / 200 = 144,5 µL 

 

Primer mãe (200 pmol/µL): ressuspender em 144,5 µL de água ultrapura autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

Primer uso 1x (20 pmol/µL): diluir o primer mãe (1:10) em água ultrapura autoclavada 

 

 Diluição de dNTP 

- solução estoque (100 mM) – 100 µL de cada dNTP 

- solução uso (10 mM) – 10 µL da solução estoque + 90 µL de água ultrapura autoclavada 

 

 Fenol/clorofórmio – álcool isoamílico (25:24:1) 

- 25 mL de fenol saturado em água 

- 24 mL de clorofórmio 

- 1 mL de álcool isoamílico 

 

 Gel de agarose 2%  

- 1 g de agarose 

- 50 mL de tampão TBE 1x 

- 25 µL de brometo de etídio 

 

 Hidratação da sílica 

- 6 g de sílica (SIGMA) 

- Adicionar 50 mL de água ultrapura autoclavada 

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h 

- Por sucção, desprezar 44 mL do sobrenadante 

- Ressuspender a sílica em 50 mL de água bidestilada 

- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar 
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- Desprezar 44 mL do sobrenadante 

- Ajustar o pH (pH 2,0) com HCl fumegantes 

- Aliquotar  

 

 SDS 10% 

- 5 g de dodecil sulfato de sódio – Lauril sulfato de sódio – SDS (C12H25NaO4S) 

- Água bidestilada q.s.p. 50 mL 

 

 Solução L6 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

- 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0 

- 2,6 g de Triton 100x 

 

 Solução L2 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

 

 Tampão de amostra para eletroforese em gel de agarose  

- 0,25 g azul de bromofenol (0,25%) 

- 45 g Sacarose – sucrose (C12H22O11) (45%) 

- Água bidestilada q.s.p.100 mL 

 

 Tampão de corrida – TBE (Tris – Ácido bórico – EDTA) 10x 

- 107,8 g Tris (0,89 M) 

- 55,03 g ácido bórico (0,89 M) 

- 7,45 g EDTA (0,02 M) 

- Água bidestilada q.s.p. 1 litro 

- Ajustar o pH  (pH 8,4) 

 

 Tampão Fosfato Salina – PBS 

- 137 mM Cloreto de sódio (NaCl) 

- 3 mM Cloreto de potásso (KCl) 
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- 8 mM Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) 

- 15 mM Potássio fosfato monobásico (KH2PO4) 

- Água ultrapura autoclavada q.s.p. 500 mL 
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ANEXO C - Protocolos de Técnicas 

 

• Extração do ácido nucleico pela associação das técnicas fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico e sílica/isotiocianato de guanidina  

1. Suspensão fecal – extração bruta  

- 100 μL ou 100 mg de fezes 

- 500 μL de PBS 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar a 5000 x g/3 min 

- Utilizar 400 μL do sobrenadante para extração 

2. Suspensão de tecido/órgão – extração bruta 

- 1,5 g do fragmento de órgão 

- Macerar 

- 15 mL de PBS 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar a 3000 x g/10 min 

- Utilizar 250 μL do sobrenadante para extração 

- 10 μL de tampão de lise (Proteinase K) 

- Homogeneizar em vórtex 

- Incubar a 56 °C/30 min 

- Utilizar todo o volume para a extração do ácido nucleico 

 

 

 

3. Extração do ácido nucleico 

Fase I – Fenol 

- 400 μL da suspensão fecal ou 200 μL da suspensão de tecido 

- Adicionar 40 μL de SDS 10% ou 20 μL de SDS 10 % 

- Homogeneizar em vórtex 

- Banho-maria 56 °C/20 min 
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- Centrifugar 10.000 x g/30 s  

- Adicionar 400 μL de fenol/clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) 

- Homogeneizar em vórtex 

- Banho-maria 56 °C/15 min 

- Homogeneizar manualmente por 15 s 

- Centrifugar 10.000 x g/10 min 

- Recolher o sobrenadante em outro microtubo  

Fase II – Sílica / isotiocianato de guanidina 

- Adicionar 500 μL da solução L6 

- Adicionar 25 μL de sílica hidratada 

- Homogeneizar em vórtex 

- Agitar em temperatura ambiente /30 min 

- Centrifugar 10.000 x g/30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 500 μL de solução L2 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g/30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 500 μL de solução L2 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g/30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g/30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g/30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Adicionar 1 mL de acetona P.A. gelada 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g/30 s 
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- Desprezar sobrenadante  

- Secar o pellet em termo bloco a 60 ºC (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56 ºC (15 

min)  

- Adicionar 50 μL de água DEPC 

- Homogeneizar em vórtex 

- Banho-maria 56 ºC/15 min 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 13.000 x g/4 min 

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 μL 

- Estocar à -20 ºC até a utilização 

 

• Transcrição reversa (RT) 

- Mix de Desnaturação e RT para detecção parcial da região da NS5B do genoma do APPV 

Desnaturação (65 °C/5 min) 

Reagentes Volume (μL) 

Primer APPV-5B-Rv (20 pmol) 2 

dNTP (2,5 mM) 1 

Água ultrapura 5 

RNA 5 

Volume final 13 

 

Transcrição reversa (42°C/50 min; 70°C/15 min) 

Reagentes Volume (μL) 

Buffer 5X 4 

DTT (100 mM) 2 

SuperScript™ II (200 U/L) 1 

Produto da desnaturação 13 

Volume final 20 
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• Reação em cadeia da polimerase (PCR):  900 pb 

- Mix de PCR para detecção parcial da região da NS5B do genoma do APPV 

 

 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2
 (50 mM) 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

PlatinumTaq DNA Polymerase (5U/L) 0,5 

Primer APPV-5B-Fw (20 pmol) 1 

Primer APPV-5B-Rv (20 pmol) 1 

Água ultrapura 36 

cDNA 4 

Volume final 50 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da PCR  

Reação Temperatura (°C) Tempo (min) Nº de Ciclos 

Desnaturação 94 5 1 

Desnaturação 94 1 35 

Anelamento 42 1 35 

Extensão 72 1 35 

Extensão final 72 7 1 

 

• Reação de nested-RT-PCR: 505 pb 

- Mix de nested-RT-PCR para detecção parcial da região da NS5B do genoma do APPV 

 

Reagentes Volume (L) 
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Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2
 (50 mM) 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

PlatinumTaq DNA Polymerase (5U/L) 0,5 

Primer APPV-5B-Fw-n (20 pmol) 1 

Primer APPV-5B-Rv-n (20 pmol) 1 

Água ultrapura 38 

cDNA 2 

Volume final 50 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da nested-RT-PCR  

Reação Temperatura (°C) Tempo (min) Nº de Ciclos 

Desnaturação 94 5 1 

Desnaturação 94 1 30 

Anelamento 42 1 30 

Extensão 72 1 30 

Extensão final 72 7 1 

  

 

• Transcrição reversa (RT) 

- Mix de Desnaturação e RT para detecção parcial da região da NS2/3 do genoma do APPV 

Desnaturação (65 °C/5 min) 

Reagentes Volume (μL) 

Primer APPV-2/3-Rv2 (20 pmol) 2 

dNTP (2,5 mM) 1 

Água ultrapura 5 

RNA 5 

Volume final 13 
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Transcrição reversa (42°C/50 min; 70°C/15 min) 

Reagentes Volume (μL) 

Buffer 5X 4 

DTT (100 mM) 2 

SuperScript™ II (200 U/L) 1 

Produto da desnaturação 13 

Volume final 20 

 

 

 

 

 

 

• Reação em cadeia da polimerase (PCR):  703 pb 

- Mix de PCR para detecção parcial da região da NS2/3 do genoma do APPV 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2
 (50 mM) 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

PlatinumTaq DNA Polymerase (5U/L) 0,5 

Primer  APPV-2/3-Fw1 (20 pmol) 1 

Primer APPV-2/3-Rv2 (20 pmol) 1 

Água ultrapura 36 

cDNA 4 

Volume final 50 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da PCR  

Reação Temperatura (°C) Tempo (min) Nº de Ciclos 
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Desnaturação 94 5 1 

Desnaturação 94 1 35 

Anelamento 42 1 35 

Extensão 72 1 35 

Extensão final 72 7 1 

 

 

• Reação de nested-RT-PCR: 368 pb 

- Mix de nested-RT-PCR para detecção parcial da região da NS2/3 do genoma do APPV 

 

 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2
 (50 mM) 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

PlatinumTaq DNA Polymerase (5U/L) 0,5 

Primer APPV-5B-Fw-n (20 pmol) 1 

Primer APPV-5B-Rv-n (20 pmol) 1 

Água ultrapura 38 

cDNA 2 

Volume final 50 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da nested-RT-PCR  

Reação Temperatura (°C) Tempo (min) Nº de Ciclos 

Desnaturação 94 5 1 

Desnaturação 94 1 30 

Anelamento 45 1 30 

Extensão 72 1 30 

Extensão final 72 7 1 
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Eletroforese em gel de agarose a 2% 

- 1,0 g de agarose 

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; ácido bórico 89 mM; EDTA 2mM) pH 8,4 

- 25 μL de brometo de etídio (0,5 μg/mL) 

São utilizados 5 μL do amplicon e 2 μL do tampão de amostra. Corrida eletroforética sob  

voltagem (100 V) e amperagem (80 A) constantes por aproximadamente 50 min. 

 

• Purificação de produto de PCR excisado do gel 

1. Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL. 

2. Adicionar 3 volumes do tampão de solubilização em gel (L3) para cada 1 volume de gel. 

3. Incubar o tubo a 50 °C/15 min, homogeneizando a cada 3 min. 

4. Transferir o gel dissolvido com o amplificado de interesse para um tubo coletor com 

coluna. 

5. Centrifugar a 13.000 x g/1 min. 

6. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

7. Adicionar 500 μL do Wash buffer 1 (W1) na coluna com tubo coletor. 

8. Centrifugar a 13.000 x g/1 min.  

9. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

10. Centrifugar o tubo novamente à velocidade máxima por 3 min. 

11. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL. 

12. Adicionar 30 µL do Elution buffer 1 (E1) no centro da coluna. 

13. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 

14. Centrifugar a 13.000 x g/1 min. 

15. Estocar o fragmento de DNA purificado a -20°C. 

 

• Purificação direta de produto de PCR  

1. Adicionar 4 volumes do Binding buffer (B2) a 1 volume de reação de PCR. 

2. Transferir a solução para uma coluna de purificação. 

3. Centrifugar a 13.000 x g/1 min. 

4. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 
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5. Adicionar 650 μL do Wash buffer 1 (W1) na coluna com tubo coletor. 

6. Centrifugar a 13.000 x g/1 min.  

7. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

8. Centrifugar o tubo novamente à velocidade máxima por 3 min. 

9. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL. 

10. Adicionar 30 μL do Elution buffer 1 (E1) no centro da coluna. 

11. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 

12. Centrifugar a 13.000 x g/1 min. 

13. Estocar o fragmento de DNA purificado a -20°C. 

 

• Quantificação de produto de PCR 

(Certificar-se de que todos os reagentes estão em temperatura ambiente) 

1. Preparar a solução Quant-iT™ Working Solution diluindo o reagente Quant-iT™ em Buffer 

Quant-iT™ 1:200. São necessários 200 μL desta solução por amostra e para os padrões 0 e 

100. 

2. Homogeneizar em vórtex. 

3. No microtubo das amostras adicionar 198 μL da solução Quant-iT™ Working Solution em 

2 μL do fragmento de DNA purificado. 

4. No microtubo do padrão 0 adicionar 190 μL da solução Quant-iT™ Working Solution em 

10 μL do padrão 0. 

5. No microtubo do padrão 100 adicionar 190 μL da solução Quant-iT™ Working Solution 

em 10 μL do padrão 100. 

6. Homogeneizar os microtubos em vórtex por 2-3 s. 

7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min. 

8. Realizar a leitura usando Qubit™ fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies, EUA). 

9. Multiplicar pelo fator de diluição para determinar a concentração correta da amostra. 

• Sequenciamento pelo método Sanger 

Preparo de amostras para o sequenciamento 

As amostras e os primers devem estar na concentração demonstrada na tabela abaixo: 

Tamanho do fragmento  

(pares de base) 

Concentração da amostra 

(ng/µL ou µg/mL) 

Concentração do primer 

(pmol/µL ou µM) 

< 300  2  5 
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300 – 700  4  5 

>700  10  10  

 

Mix do sequenciamento 

Reagente* Volume (μL) 

BigDye Terminator v3.1 2,0  

Tampão 5x 1,5  

Água ultrapura autoclavada 0,5  

Volume final 4,0  

*BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  
 

O volume final de mix do sequenciamento é adicionado a 5 µL de amostra purificada + 1 µL 

de primer. 

 

 

Ciclos de tempo e temperatura da reação de sequenciamento*  

 

Reação Temperatura (°C) Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação inicial 96  1 min 1 

Desnaturação 96 15 s 35 

Anelamento 50  15 s 35 

Extensão 60 4 min 35 
*Programa recomendado pela Applied Biosystems. 

 

Precipitação com EDTA e Etanol 

- Adicionar 10 µL da reação de sequenciamento em uma cavidade da placa MicroAmp® 

Optical 96-Well Reaction (0,2 mL) (Applied Biosystems).  

- Adicionar 2,5 µL de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) 125 mM pH 8,0.  

- Adicionar 30 µL de etanol 100%.  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4337455
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- Homogeneizar lentamente a placa.  

- Incubar a placa por 10 min em temperatura ambiente. 

- Centrifugar a 2.720 x g durante 30 min a 20 °C. 

- Desprezar o conteúdo da placa. 

- Centrifugar a 2.720 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre papel. 

- Adicionar 100 µL de etanol 70%.  

- Centrifugar a 2.720 x g durante 1 min a 20 °C. 

- Desprezar o conteúdo da placa. 

- Centrifugar a 2.720 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre papel. 

- Cobrir a placa com papel e deixar em temperatura ambiente por 10 min.  

- Adicionar 10 µL de formamida (HIDI). 

- Adicionar a septa. 

- Homogeneizar a placa em vórtex. 

- Submeter a placa a um spin no miniplate spinner. 

- Colocar a placa em termociclador (tampa aberta) por 95 °C por 5 min. 

- Colocar a placa em cooler ou banho de gelo por 1 min. 

- Após a precipitação com EDTA e etanol, a placa é inserida no sequenciador (ABI 3500 

Genetic Analyzer - Applied Biosystems) para realizar a eletroforese capilar. 

 

• Hematoxilina-eosina (HE)  

- Xilol I – 20 min. 

- Xilol II – 20 min. 

- Ácool absoluto I – 2 min. 

- Álcool absoluto II – 2 min. 

- Álcool 95% I – 2 min. 

- Álcool 95% II – 2 min. 

- Lavar em água destilada – 2 min. 

- Corar com hematoxilina (10 min). 

- Lavar em água corrente por 10 min, desprezar a primeira água em recipiente apropriado. 

- Álcool 95% – 1 min. 

- Eosina – 1 min. 

- Álcool 95% – 1 min. 

- Álcool absoluto I – 2 min. 
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- Álcool absoluto II – 2 min. 

- Xilol I – 2 min. 

- Xilol II – 2 min. 

- Montar as lâminas. 

 

• Luxol Fast Blue (LFB) 

- Desparafinar lâminas e hidratar em álcool 95%. 

- Incubar em solução Luxol Fast Blue durante a noite a 60 ° C. 

- Enxaguar com álcool 95%. 

- Enxagar em água destilada. 

- Deixar em solução de carbonato de lítio por 5 s. 

- Deixar em álcool 70%, duas vezes por 10 s cada. 

- Lavar em água destilada. 

- Repita os passos 5 a 7 até que haja um contraste nítido entre o azul, a matéria branca e a 

matéria cinzenta incolor. 

- Lavar as lâminas com álcool a 70%. 

- Deixar em eosina por 1 min. 

- Enxaguar em água destilada. 

- Deixar em Cresil violeta por 1 min. 

- Enxaguar em água destilada. 

- Desidratar com álcool 95% a 100%, lavar em xileno, e cobrir com lamínula. 

 

• Análise de Proliferação da Proteína Ácida Fibrilar Glial (GFAP) 

- Desparafinar lâminas e hidratar em álcool. 

- Recuperar antígeno utilizando tampão citrato (pH 6,0) em panela de pressão por 2 min. 

- Realizar bloqueio de peroxidase endógena com metanol e peróxido de hidrogênio (3%) por 

25 min. 

- Incubar com anticorpo monoclonal contra GFAP diluição 1:50 durante a noite a 4° C.  

- Incubar com anticorpo secundário em câmara úmida por 25 min a 25° C, após adição do 

cromógeno, 3,3′-diaminobenzidina incubar por mais 3 min. 

- Fazer contra-coloração com Hematoxilina Harris.  

- Montar com resina comercial.  
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ANEXO D - Lista de softwares 

 

 Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3 

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) 

 Gene Runner 

 (http://www.generunner.net/) 

 MEGA package software version 7 
 
(http://www.megasoftware.net/) 
 
 BioEdit software version 7.2.5 
 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)  

 

 

 

 

 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://www.generunner.net/
http://www.megasoftware.net/
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html

