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INTRODUCAO

A Biologia Molecular é o estudo dos processos bioldgicos em nivel molecular, com especial foco no estudo da estrutura e funcdo
do material genético e seus produtos de expressdo. E um campo de estudo alargado e muito empregado em estudos de
enfermidades e seus respectivos diagnosticos. A artrite encefalite caprina (CAE) € uma enfermidade crénica, incuravel e com
repercussdo negativa sobre a produtividade dos rebanhos. Desta forma, ressalta-se a importéncia da aplicagdo de testes de
diagnéstico sensiveis e especificos, como a PCR (Polymerase Chain Reaction), nos rebanhos em que a enfermidade esta
controlada, mas que ainda observam-se casos esporadicos de animais portadores do virus. A grande vantagem dos testes de
diagnostico molecular (baseados em PCR) é que estes possibilitam a detec¢do do virus antes mesmo da soroconversao,
portanto antes da detecgéo por testes sorolégicos.

OBJETIVOS

Geral Desenvolver um método de diagnéstico molecular do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) por RT (Reverse
Trancription)-nested PCR em amostras sanglineas. Especificos Padronizar o método de extragdo de RNA das amostras
realizado logo ap6s a sua coleta ou congeladas a -20°C e -80°C. Padronizaras reagdes de sintese de cDNA e a amplificagdo de
genes caprino e viral por RT-nested PCR.

MATERIAL E METODOS

A vidraria utilizada foi autoclavada e fornada a 2000C/4h. Utilizou-se material plastico novo e solu¢des tratadas com DEPC
(Dietilpirocarbonato) e autoclavadas. Coletou-se por venipuntura jugular o sangue de um caprino com PCR positivo para a CAE,
porém nao soroconvertido. O RNA total de amostras frescas e congeladas foi extraido pelos métodos NucleoSpin® RNA Il
(Macherey-Nagel) e Trizol® (Invitrogen) logo ap6s a separagdo dos leucécitos, segundo as indicagBes do fabricante e em
seguida quantificado por espectrofotometria. O cDNA foi sintetizado com o kit ImProm-lIITM Reverse Transcription System
(Promega) segundo as indica¢des do fabricante. Em seguida foi amplificado o gene constitutivo caprino GAPDH com os primers
descritos por Harmache et al. (1996) e o gene estrutural viral GAG Cork (SALTARELLI et al, 1990) por duas amplificagbes com
primers externos (BARLOUGH et al., 1994) e internos (ANDRIOLI, 2001). Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo dos RNAs extraidos, a espectrofotometria, foi de 264 e 190 ug/ml, com relagdo 260/280nm de 0,8 e 0,7 para
RNAs de amostras congeladas a -80°C e -20°C, respectivamente, extraidos com TRIZOL, e invalidas para RNAs extraidos com
NucleoSpin®, provavelmente devido & alta diluicdo. Para se confirmar & integridade do RNA total extraido, amplificou-se um gene
constitutivo de caprinos, o GAPDH, visualizado em gel de eletroforese a 1%, com 381pb. Houve produtos amplificados para as
amostras extraidas com TRIZOL e apenas para amostra fresca, de intensidade fraca e com uma amplificacdo inespecifica,
extraida com o NucleoSpin®. Para a detecg¢ado do virus CAEV amplificou-se um gene estrutural GAG observado em gel 1% com
296pb (1o round) e principalmente de 187pb (20 round). Obteve-se, até o momento, produtos amplificados apenas para as
amostra extraidas com o método do NucleoSpin®.

CONCLUSOES

Quase todas as amostras demonstraram amplificacdo de gene constitutivo caprino GAPDH, mostrando que ambos os métodos
foram capazes de extrair RNA total integro. Na deteccéo do virus CAEV por amplificacdo do gene expresso GAG, verificou-se até
agora sua positividade nas amostras de sangue extraidas pelo método NucleoSpin®, demonstrando que este kit € superior ao
Trizol®, para as condi¢gbes de armazenamento de amostra testadas. Contudo, devem-se realizar outros estudos.
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