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INTRODUCAO

A eletroforese em gel de poliacrilamida é um método rapido e suficientemente sensivel para analisar a composi¢éo de misturas protéicas complexas,
sendo estas submetidas a um campo elétrico, provocando uma migragdo das proteinas ao longo do gel, permitindo a identificagdo de bandas
presentes na substancia submetida a andlise. No entanto, para a mensuragédo correta dos pesos moleculares, faz-se necessaria a utilizagdo de
marcadores moleculares contendo proteinas com pesos previamente conhecidos, chamado de " Padrao de Proteina ". Estes por sua vez, possuem
preco elevado, o que encarece a técnica laboratorial.

OBJETIVOS
Avaliar qual das diferentes concentragdes de leite em p6 desnatado Molico-Nestle® apresenta melhor visualizagdo das bandas protéicas, com intuito
de utilizad-lo como marcador de peso molecular para diagnéstico da Atrite-Encefalite Caprina.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram submetidas a eletroforese unidimensional, SDS-PAGE, utilizando mini-gel com 12% de gel de separagdo e 4% de gel de
concentragcdo (LAEMMLI, 1970). Amostras de leite desnatado foram diluidas a: 8,28?Mg/ML, 16,58 Mg/ML e 24,87Mg/ML. Como padrdo molecular
utilizou-se o BenchmarkTM Protein Ladder (Envitrogen Life Technologies®), com bandas entre 10 e 220 kDa. Em cada pogo foi utilizado 15ML de
amostra. A separagao foi obtida em corrida eletroforética, com corrente elétrica de 40 miliampere, tenséo elétrica de 170 volts e poténcia de 7 watts
por, aproximadamente, uma hora e meia. Na coloragdo do gel foi utilizado o corante Comassie Brilliant Blue R-250 por 2 horas, e em seguida, a
descoloragdo, em solugdo de metanol a 30% e acido acético a 7% em agua bidestilada por 3 horas, para visualizagdo das bandas. As bandas
protéicas foram entdo analisadas quanto a distribuigdo e concentragéo pelo software da Life Science Doc-It®LS 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise do gel de eletroforese do leite desnatado observou-se a presenga de seis bandas de proteinas, com os respectivos pesos moleculares:
16, 30, 32, 57, 68 e 83 kDa. Verificou-se que a concentragdo 16,58 microgramas/microLitros de leite desnatado foi a de melhor resultado,
apresentando bandas nitidas e sem arrasto. Como no diagnostico da Artrite Encefalite Caprina (CAE) por Western Blot (WB), busca-se anticorpos
que reajam com a proteina do virus que apresenta peso molecular de 28 kDa (HERMANN et al, 2003), a concentragdo 16,58
microgramas/microLitros do leite desnatado apresenta utilidade para afericdo de amostras de pesos moleculares préoximos a 30-32 kDa, tornando o
leite um potencial padréo de peso molecular no WB com virus da CAE.

CONCLUSOES

O leite em p6 desnatado Molico-Nestle® é viavel como substituto de marcador de pesos moleculares proximos a 30-32 kDa, podendo ser utilizado no
WB para diagnéstico da CAE.
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