A artrite-encefalite caprina (CAE) é uma doenca
multissistémica, crénica e debilitante causada por
um retrovirus do género Lentiviridae. Ela tem sido
reportada em caprinos de varias racas, Sexos e
idades (CORK et al., 1974). A principal via de
transmissao do virus é a ingestao de colostro e/ou
leite de cabras infectadas (revisado por
BLACKLAWS et al., 2004). Muitas vezes, 0s
cabritos mantém o habito de mamar em diversas
cabras, inclusive na sua prépria mae. Além da via
digestiva, o contato direto também deve ser
considerado como fonte de infeccao (EAST et al.,
1993). Recentemente, Souza (2010) comprovou a
transmissao do virus da CAE através do sémen.

Os principais sintomas da CAE sao a artrite,
mastite, pneumonia e encefalite. Esta ultima é a
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forma clinica menos comum e afeta mais
frequentemente cabritos entre 60 e 120 dias de
idade, que também desenvolvem ataxia e paresia
secundarias (PUGH, 2002). Pinheiro et al. (2010a),
que fizeram o primeiro relato da forma nervosa da
CAE no Brasil, observaram os seguintes sintomas
associados a infeccao pelo virus da CAE: aumento
da frequéncia respiratdria, fraqueza muscular,
tremores, andar em circulo, cegueira em estagio
inicial, nistagmo, head tilt e ataxia ou paresia dos
membros posteriores, evoluindo para a posicao
supina e/ou lateral.

O controle e a erradicacao da CAE sdao muito
dificeis, principalmente devido a auséncia de
vacinas e a falha na deteccao precoce dos animais
soropositivos no rebanho. Além disso, a CAE esta
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bastante disseminada em rebanhos de alto valor
zootécnico. O diagnéstico é feito por meio da
analise do histdrico e avaliacao clinica, incluindo os
achados patolégicos. A avaliagao clinica, no
entanto, ndo é suficiente para determinar a presenca
da doenca, jad que os principais sinais clinicos nao
sao patognomomicos. Dessa forma, o diagnéstico
final deve ser fornecido por meio de técnicas de
diagndstico soroldgicas ou moleculares, ou,
preferencialmente, através da utilizacdo de ambas
(PINHEIRO et al., 2010b). Como métodos
soroldgicos, podem ser citados a imunodifusdao em
gel de agar (IDGA), o western blotting (WB) e o
ensaio imunosorvente ligado a enzima (ELISA). Os
métodos moleculares mais utilizados sdo aqueles
baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Até o momento, as técnicas soroldgicas sao
bastante difundidas, gracas a sua maior praticidade.
No entanto, devido ao fato de serem métodos
diagndsticos indiretos, eles apenas detectam os
anticorpos contra o virus ap6s a soroconversao.
Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de
técnicas que identifiguem a particula viral ou seus
acidos nucléicos, precocemente. Além disso, as
técnicas moleculares permitem a avaliacao da
presenca do virus em amostras diversas, incluindo
sangue, leite, liquido sinovial, sémen, liquor e
amostras do trato reprodutivo feminino.

Este comunicado descreve os procedimentos de
coleta, processamento do liquido céfalo-raquidiano,
para a extracdo de RNA gendémico viral, e de deteccao
do virus através da técnica de RT-nested PCR,
potencial método de diagndstico molecular da CAE.

Materiais Necessarios

Reagentes

Agua MilliQ

B-mercapto etanol (B-ME, Sigma)
Brometo de etidio (Sigma)

Dietil pirocarbonato (DEPC)

dNTP mix (Sigma)

Etanol PA (Merck)

Improm II™ Reverse Transcription System

(Promega)

- NucleoSpin® RNA Il (Macherey-Nagel)
Oligonucleotideos iniciadores costumizados (IDT)
RNase Away (Sigma)

Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 5X
Tag DNA Polymerase (Invitrogen)

Equipamentos e vidrarias

Agitador de tubos de ensaio (vortex)
Agitador magnético

Agulhas espinhais

Autoclave

Bailarinas magnéticas

Balanca analitica

Balao volumétrico de 1000 mL

Béquer de 1000 mL

Forno de esterilizagao

Frasco de vidro de 1000 mL autoclavavel
Microcentrifuga refrigerada

Microtubos de 0,5 - 1,5 mL estéreis
pHmetro

Pipetas automaticas (10 uL — 1000 pL)
Tubos plasticos de 15 mL (Falcon)

Preparo de solucoes
Agua tratada com DEPC (0,5%)

Em um baldo volumétrico de 1000 mL autoclavado e
fornado a 180°C por 4 horas, adicionar 500 uL de
DEPC e completar o volume para 1000 mL com 4gua
bidestilada e deionizada (MilliQ). Transferir o liquido
para um béquer de 1000 mL autoclavado e fornado,
mergulhar uma bailarina magnética e tampar com
filme plastico; em seguida, fazer pequenos furos no
filme plastico com o auxilio de uma tesoura. Deixar
em agitacado overnight em agitador magnético, dentro
de uma capela de exaustdo de gases. No dia
seguinte, passar o liquido para um frasco de 1000
mL previamente autoclavado e fornado, e autoclavar
novamente por 15 minutos. Estocar a 4°C .

Tampao Tris-Borato EDTA (TBE) 5X

Em um béquer de 100) mL, acrescentar 54 g de Tris
base, 27,5 g de &cido bérico e 20 mL de EDTA 0,5
M (pH 8,0). Dissolver em cerca de 800 mL de agua
MilliQ, passar a solucao para um baldo volumétrico
de 1000 mL e completar o volume para 1000 mL.
Transferir a solucao para um frasco de 1000 mL e
estocar a 4°C.

Procedimentos
Coleta de liquido céfalo-raquidiano (LCR)

Antes da coleta, foi feita a tricotomia e antissepsia
local com élcool iodado. O LCR foi coletado em tubos
Falcon de 15 mL no espaco atlanto occipital —
sisterna magna, o qual foi alcangcado inserindo uma
agulha espinhal no centro do tridngulo formado pela
protuberancia occipital e asas do atlas, de acordo
com a metodologia de Coles (1986). As amostras
foram mantidas no gelo até o momento do
processamento.

Protocolo de Processamento de LCR para Extracao de
RNA gendmico viral:



Cerca de 1 mL de LCR foi transferido a um microtubo
de 1,5 mL. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 30 minutos, a
fim de sedimentar as particulas virais e células
eventuais.

Logo depois, a maior parte do sobrenadante foi
descartada, deixando no microtuibo cerca de 40 mL
de solucao total (pélete + sobrenadante).

Finalmente, o pélete foi ressuspendido em 350 mL de
tampéo RA1 (fornecido no kit NucleoSpin® RNA Il -
Marcherey-Nagel) e 3,5 puL de B-mercapto etanol
(BME). Em seguida, o procedimento prosseguiu o
protocolo sugerido pelo manual do fabricante.

E importante ressaltar que o tempo transcorrido entre
as coletas e o processamento das amostras nao
ultrapassou algumas horas e que no periodo entre os
dois procedimentos, as amostras foram mantidas
refrigeradas.

Sintese de cDNA (transcricao reversa, RT)

O DNA complementar (cDNA) foi, em seguida,
sintetizado com o kit Improm ™ Reverse
Transcription System segundo as instrucoes do
fabricante.

Reacdo de nested PCR

Na amplificacdo do cDNA, todos os oligonucleotideos
iniciadores foram determinados a partir da regiao do
gene estrutural gag da amostra padrao CAEV-Cork
(SALTARELLI et al., 1990). O cDNA e amplificado
inicialmente com um par de iniciadores externos
(primers 1 - 5'-CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3'
e 2-5'TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3',
descritos por Barlough et al., 1994), resultando na
amplificacao de um fragmento de DNA de 296pb. O
produto desta amplificacao e entado re-amplificado
com iniciadores internos (primers 3 — 5 -
GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3 e 4 -
5°-ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC - 3,
descritos por Andrioli (2001) resultando em um
fragmento de 187pb.

As condicdes de amplificacdo sao realizadas segundo
metodologia descrita por Barlough et al. (1994), com
algumas modificacées (ANDRIOLI et al., 2006).

Eletroforese

Os produtos de amplificacdo das amostras e os
controles positivos e negativos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE e
corados com brometo de etidio, conforme Andrioli et
al. (2006), visualizados sob luz ultravioleta em
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transiluminador e fotografados em
fotodocumentador.
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