Tecnico

O virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) pertence
ao género Lentivirus. Acomete caprinos em todo o
mundo, causando artrite, encefalite, mamite e
pneumonia, diminuindo os indices produtivos e
reprodutivos, acarretando, assim, perdas econémicas
(ZINK, 1992). A transmissao se da principalmente
pela ingestado de colostro e leite infectados (EAST et
al., 1993; MSELLI-LAKHAL et al., 1999), mas
também através de contato respiratério (EAST et al.,
1993). Além disso, recentemente foi comprovada a
transmissao por via sexual, através da inseminacéao
artificial (SOUZA, 2010).

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)
replicam, predominantemente, em macréfagos, ao
contrario dos virus humanos, simio e felino, que se
replicam tanto em macréfagos como em linfécitos.
Este tropismo diferenciado implica em diferentes

ISSN 1676-7675
Sobral, Ce
Outubro, 2070

On line

Metodologia Cientifica:
Processamento de sangue e
liquido sinovial para extracao
de RNA genomico do virus da
artrite-encefalite caprina e
diagndstico molecular por RT-
nested PCR

Lucia Helena Sider'

Ana Kamila Andrade Veras®
Alexsandro Nunes de Oliveira®
Roberta Lomonte Lemos de Brito*
Alice Andrioli'

Ana Paula Ravazzolo®

Raymundo Rizaldo Pinheiro'
Ricardo Bastos Sousa’

manifestacdes clinicas da doenca (CLEMENTS; ZINK,
1996). Os tecidos acometidos, como, por exemplo,
as articulacoes, podem conter uma carga viral
potencialmente detectavel por meio de testes
moleculares, como a reacao em cadeia da polimerase
e suas variantes. Da mesma forma, o virus pode ser
detectado no sangue, na sua forma livre ou
integrada.

Medidas epidemiolégicas de controle e o exame
periédico por imunodifusdo em gel de 4gar ndo sao
suficientes para o controle e erradicacao da doenca.
Métodos de diagndstico alternativos se fazem
necessarios. A reacao em cadeia da polimerase
precedida pela transcricdo reversa (RT-PCR) é uma
técnica que se mostra adequada por sua alta
sensibilidade e especificidade. Além disso, ela
permite a deteccdo do virus em sua forma livre (RNA
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gendmico), antes mesmo da soroconversao. A sua
variacdo RT-nested PCR tem uma sensibilidade ainda
maior e é apropriada para a deteccao do virus em
amostras clinicas,em que a carga viral € mais baixa.

O RNA é uma molécula instavel e sujeita a
degradacao por Rnases. Uma vez convertido em uma
molécula de cDNA, processo conhecido como
transcricdo reversa, estd pronto para ser amplificado
pela PCR. Como a carga viral é geralmente baixa,
apenas uma rodada de amplificacao é insuficiente
para que as bandas sejam visualizadas a eletroforese
em géis de agarose. Assim, uma segunda rodada de
amplificacao, com iniciadores internos é feita,
caracterizando a técnica de RT-nested PCR. O
sucesso dos métodos baseados na amplificacdo de
RNA depende da boa padronizacdao do processamento
e extracao de RNA das amostras.

Este comunicado descreve os procedimentos de
coleta e processamento de liquido sinovial e sangue,
seguido pela extracdao de RNA genémico e,
finalmente, o diagnéstico molecular do virus pela
técnica de RT-nested PCR.

Materiais Necessérios
Reagentes

-Agua MilliQ

-Alcool iodado

-B-mercapto etanol (3-ME, Sigma)

‘Brometo de etidio (Sigma)

-Dietil pirocarbonato (DEPC)

*dNTP mix (Sigma)

‘Etanol PA (Merck)

‘Improm IITM Reverse Transcription System
(Promega)

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

-Solucéao de Lise de Eritrécitos (SLE) estéril
‘Tag DNA Polymerase (Invitrogen)

Equipamentos e vidrarias

-Agitador de tubos de ensaio (vortex)
-Agitador magnético

-Agulhas e seringas (5 mL) para coleta de liquido
sinovial

-Autoclave

-Bailarinas magnéticas

‘Balanca analitica

-Balao volumétrico de 1000 mL

-Béquer de 1000 mL

‘Forno de esterilizacdo

‘Frasco de vidro de 1000 mL autoclavavel
‘Microcentrifuga refrigerada

‘Microtubos de 0,5 - 1,5 mL estéreis

‘pHmMetro

-Pipetas automaticas (10 pL — 1000 pL)

‘Tubos plasticos de 15 mL (Falcon)

‘Tubos vaccutainer com EDTA de 4 mL, adaptador e
agulhas

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

Em um baldo volumétrico de 1000 mL autoclavado e
fornado a 180°C por 4 horas, adicionar 500 mL de
DEPC e completar o volume para 1000 mL com &gua
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 agitacao 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 .

Solucao de lise de eritrécitos (SLE) estéril (NaCl 10
mM, MgCl2 5 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7,0)

Em um béquer de 100 mL auticlavado e fornado,
acrescentar 1,2 g de Tris. Dissolver com cerca de 50
mL de dgua-DEPC e acertar o pH para 7,0. Passar a
solucao para um baldo volumétrico de 100 mL
autoclavado e fornado, e completar o volume para
100 mL de solucao.

Em um béquer de 1000 mL, acrescentar 0,585 g de
NaCl e 0,475 g de MgCl,. Acrescentar 100 mL da
solucao de Tris 100 mM previamente preparado e
agua-DEPC suficiente apenas para dissolver.
Transferir a solucdo para um baldo volumétrico de
1000 mL autoclavado e fornado e completar o
volume até o menisco. Transferir a solucdo para um
frasco de 1000 mL autoclavado, e autoclavar
novamente. Estocar a 4°C.

Coleta de sangue e liquido sinovial

Imediatamente antes das coletas, foi feita a
antissepsia do local com élcool iodado. O sangue foi
coletado por venipuntura da jugular em tubos
vaccutainer de 4 mL contendo EDTA. As amostras de
liquido sinovial foram coletadas, bilateralmente, com
agulha e seringa. As amostras de sangue e liquido
sinovial foram mantidas em gelo até o momento do
processamento.



Protocolo de processamento do sangue

A quantidade de 1 mL de sangue coletado foi
transferida a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
estéril. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 400 g, a 4°C por 5 minutos.

O sobrenadante (aproximadamente 30% do volume)
foi cuidadosamente removido com uma pipeta,
evitando-se tocar no pélete (60-70% do volume).

Ao pélete, adicionou-se 1 mL de solucao de lise de
eritrécitos (MgCl, 5mM, NaCl 1T0mM e Tris-HCI
10mM, pH 7,0) e ressuspendeu-se o pélete,
pipetando cuidadosamente por 4 a 5 vezes. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 400 g a
4°C por 5 minutos.

As lavagens foram repetidas trés vezes, até que o
pélete se mostrasse claro. Os péletes foram entao
ressuspendidos em 350 L de tampéao RA1 (primeiro
tampéo constituinte do kit NucleoSpin® RNA I -
Marcherey-Nagel) e 3,5 pL de B-mercapto etanol
(BME). Este tampé&o constitui o primeiro passo do
processo de extracado descrito pelo manual do
fabricante do kit baseado em coluna (NucleoSpin® RNA
Il -Marcherey-Nagel) que foi feito logo em seguida.

Protocolo de processamento de liquido sinovial

As amostras de liquido sinovial foram transferidas (1
mL) para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL estéreis
e foram centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 30
minutos, para sedimentacao de células e virus livres.

Os péletes foram entdo ressuspendidos em 350 uL
de tamp&o RA1 e 3,5 pL de BME e imediatamente
feita a extracdo de RNA, conforme as instrucoes do
manual do fabricante

Sintese de cDNA (transcricdo reversa, RT)

O DNA complementar (cDNA) foi, em seguida,
sintetizado com o kit Improm 1™ Reverse
Transcription System segundo as instrucées do
fabricante.

Reacdo de nested PCR

Na amplificacdo do cDNA, todos os oligonucleotideos
iniciadores foram determinados a partir da regido 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
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amplificacao de um fragmento de DNA de 296pb. O
produto desta amplificacdo e entao reamplificado com
iniciadores internos (primers 3 — 5 "-
GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3 e 4 -
5"-ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC - 3',
descritos por Andrioli (2001), resultando em um
fragmento de 187pb.

As condicGes 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
transiluminador e fotografados em fotodocumentador.
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