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EXTRACAO DE DNA-PROVIRAL E AMPLIFICACAO ATRAVES DE REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE DO LENTIVIRUS CAPRINO EM AMOSTRAS DE SANGUE

ALICE ANDRIOLI'; KELMA COSTA DE SOUZA%; RAYMUNDO RIZALDO PINHEIRO!; FABIANE
MARIA LIMA SOUSA?

ABSTRACT: ANDRIOLI A.; SOUZA, K. C.; PINHEIRO, R.R.;. SOUSA, F.L.M. Extraction of DNA-proviral
and PCR of the goat lentivirus in blood samples. The Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) is a chronic disease,
caused by lentivirus. Development of PCR assays allowed the inquiry of different biological samples even when
DNA is present in small amounts. The objective of this work was to compare and to standardize an efficient method
of extration of the proviral DNA of caprine lentivirus (LVC) in blood samples for the use of PCR techniques. Ten
male goats had been evaluated, all of them were positive for lentivirus infection by agar gel immunediffusion test
(AGID) . Protocols were divided into three and classified as, PA, PB and PC. PB extraction assay achieves the
amplification of DNA -proviral in the blood of two animals, while protocols PA and PC, amplified only one blood
sample. It is interesting to notice that these two protocols had detected the DNA -proviral in different animals.
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INTRODUCAO

A Artrite Encefalite Caprina (AEC), causada pelo lentivirus caprino (LVC), ¢ uma enfermidade cronica incuravel e
multisistémica'. Para o controle efetivo desta enfermidade, ¢ importante que os métodos de diagndstico identifiquem
todos os animais portadores, visto que a AEC ¢ muitas vezes assintomatica e pode ser transmitida pelo contato direto
entre os animais, além de apresentar varias outras vias de transmissdo. Desta forma, a manutenc¢do de animais falso-
negativos no rebanho representa sérios problemas sanitarios, dificultando o controle da doenga. Devido a
confiabilidade e a facilidade na coleta das amostras, os testes para detec¢do de anticorpos, como o IDGA e o ELISA,
permanecem sendo os mais utilizados. Como, a infeccdo dos mondcitos e macréfagos pelos lentivirus épersistente e
ha a recorrente expressdo dos genes virais estimulando o sistema imune?, normalmente h4, anticorpos circulantes no
soro dos animais infectados. No entanto, o nivel de anticorpos circulantes varia entre animais € no mesmo animal,
dependendo do seu estado fisioldgico e até nutricional. Nos testes de IDGA, a reacdo positiva s6 ocorre num nivel
determinado de anticorpos, capaz de formar uma linha de precipitacdo visivel, de forma que se o nivel de anticorpos
estiver abaixo do detectavel, o animal serd falso-negativo ao teste. Dentre as técnicas utilizadas para o diagnostico
direto de patdgenos, destaca-se a PCR, a qual é adotada na pesquisa de microrganismos devido a sua especificidade,
sensibilidade e rapidez de resultados’. Dentre as vérias doengas virais de importancia veterinaria ja detectada por
PCR, estdo as lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR)*. A PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNA
proviral do lentivirus de caprinos em diferentes amostras como: sangue, liquido sinovial, leite e soro do leite, tecidos
e sémen”®™* No caso dos LVPR, esta técnica ¢ particularmente importante para a identificagio de animais que
apresentam soroconversdo tardia ou com resultado soroldgico duvidoso . Porém, parece ndo haver relagdo entre o
nivel de anticorpos e o resultado positivo a PCR’ ¢ nem todas as amostras de sangue positivas aos testes sorologicos
sdo também positivas na PCR’. A deteccdo do DNA proviral por PCR possui alta sensibilidade, sendo capaz de
identificar o virus em uma célula nfectada dentro de uma cultura contendo 10° células. Foi observado que uma
amostra com trés mil mondcitos contendo de 30 a 240 células infectadas foi suficiente para gerar resultados positivos
na PCR’. Parece que a taxa de infeccdo dos mondcitos varia entre individuos portadores da AEC, provavelmente
devido ao nivel de restricdo da expressdo viral''. O objetivo deste trabalho foi padronizar um método eficaz de
extragcdo do DNA -proviral do LVC em amostras de sangue para realizacdo do PCR.

MATERIAL E METODOS

Foi coletado sangue, em tubos vacuntainer de 5Sml com EDTA, de dez machos caprinos, da raga Anglo Nubiana, com
sorologia positiva ao teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA). Em seguida as amostras de sangue foram
processadas, segundo trés protocolos de extragdo: Protoco A (PA)'%, protocolo (PB)'"? e protocolo (PC)'*. No PA, 5pl
de sangue foi adicionado a Iml de 4gua destilada MilliQ, seguida de homogeneizagio e centrifugacio (1500g) por
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trés minutos. Colocou-se 200ul de Chelex a 5% ao pellet e incubou-se as amostras a 56°C por 30 minutos e 95°C,
por oito minutos. Apds centrifugacdo (1500g) por trés minutos, as amostras foram armazenadas entre 2 ¢ 8°C. No
PB, 5ml de sangue foi centrifugado por seis minutos (4000g) a fim de isolar a capa de leucdcitos. Adicionou-se
100pl de leucdcitos em 500ul de tris EDTA, pH 8. Centrifugou-se novamente, obtendo-se um pellet ao qual foi
adicionado tampdo K (10mM de Tris HCI pH 8,0; 50mM de KCl; 2mM de MgCl,. 0,5% de Tween 20; 100pg/mL de
proteinase K = 0,1ug/uL). Incubou-se as amostras a 56°C por 45 minutos e 95°C, e apds 10 minutos as amostras
foram armazenadas entre 2 ¢ 8°C. No PC, 5ml de sangue foi centrifugado por seis minutos (4000g), a capa de
leucdcitos foi lavada em PBS a 1100Xg a 4°C, por 5 minutos. O pellet foi essuspendido em 1,5mL de PBS e
repetirmos a centrifugacdo. Ao pellet adicionamos 100uL tampao de lise (10mM Tris-HCI, pH 8,3; 50mM KClI,
100pg de gelatina; 0,45% de tween 20; 0,45% nonidet P-40; 60ug de proteinase K por mL). Incubou-se a 56°C por
90 minutos e a 95°C por 20 minutos. Apds esta etapa centrifugamos as amostras a 1,000g a 4°C, por 7 minutos e
conservamos as amostras a 20°C negativos. Na amplificagio do DNA, foram utilizados dois pares de
oligonucleotideos iniciadores, determinados a partir da regido gag da amostra padrio CAEV-Cork!5 sendo os
iniciadores Pl = 5'CAAGC AGCAGGAGGGAGAAGCTG3' (posi¢do gendmica 953-975) e P2 = 5'-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC3' (posicdo gendmica 1249-1226), descritos por7 que amplificaram um
fragmento alvo de 297 pb. Em seguida, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores internos P3
=5'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3" (posi¢do gendémica 997-1024) e P4 = 5 ACCTT
TCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3' (posicdo gendmica 1181-1154) para a segunda amplificagcdo (Nested PCR), para
a obten¢@o de um fragmento alvo final de 185 pb10 . A reagdo de PCR Nested (PCRn) consistiu de um volume total
de 50uL, contendo: tampdo Tris HCI (pH 8,3) 10mM; KCI 50mM; MgCI2 1,5mM; Gelatina 0,001% (p/v); ANTP,
100 uM de cada; TMAC 5uM; 20pmoL de cada oligonucleotideo iniciador (ciclo 1 — iniciadores P1 e P2; ciclo 2 —
iniciadores P3 e P4); Taqg DNA polimerase (2 Ul); DNA da amostra: 3uL no ciclo 1 e 1 uL de produto do ciclo 1 no
ciclo 2, sendo o volume final completado com agua destilada MilliQ autoclavada. As reagdes de amplifica¢do foram
realizadas em termociclador (PTC-100), com os seguintes termais: um ciclo inicial para desnaturagio a 94°C por 5
minutos; seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto; 56°C por 1 minuto, 72°C por 45 segundos; seguidos de
extensdo final a 72°C por 7 minutos e término a 4°C. As amostras amplificadas e os controles positivo e negativo,
juntamente com o marcador molecular, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE, corado com
brometo de etidio (0,5ug). Cada amostra (15uL) juntamente com 3ul. de tampdo da amostra, foi submetida a
eletroforese em cuba horizontal, com TBE (0,5X), por 60 minutos (2amp/90volts). A visualizacdo dos fragmentos
amplificados de DNA foi feita em transiluminador de luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O PB amplificou o DNA -proviral no sangue de dois animais, enquanto que os protocolos PA e PC, amplificaram em
apenas um (Figura 1). E interessante notar que estes dois protocolos detectaram o DNA-proviral em animais
diferentes (tabela 1). O animal 3, embora portador do virus, ndo apresentou resultado positivo em nenhum dos
protocolos testados, indicando que as técnicas testadas ou ndo sdo capazes de detectar 100% das amostras ou o DNA
viral ndo estava presente no seu sanguem. A realizacdo de apenas um teste de IDGA também pode nio ser suficiente
na deteccdo do lentivirus caprino. Foi observado que em amostras de sangue (PCRn) e soro (IDGA) coletadas
conjuntamente, ocorriam, resultados discordantes nos testes” . Embora a PCR identifique animais portadores do LVC
antes da soroconversdo, tem-se relatado que apds a soroconversido a PCR ¢ menos sensivel quando comparada aos
testes sorologicos, de forma que ha recomendagdo que se utilize a associagdo dos dois testes num programa de
controle'. A dificuldade em amplificar o DNA -proviral dos lentivirus pode estar na sua caracteristica de alta taxa de
mutagﬁo”. A variacdo das seqiiéncias de bases no genoma dos lentivirus afeta a eficiéncia da PCR, pois esta ¢
intimamente dependente da complementaridade entre os primers/templates'®. Os LVPR apresentam grande variagdo
antigénica' e existem também varia¢des fenotipicas que refletem o potencial patogénico do virus'®. Em continuidade
ao experimento, elegeu-se o protocolo de extragdo PB para ser utilizado em sete reprodutores portadores do virus da
AEC, sendo que todas as amostras apresentaram resultados positivos. Concluiu-se que o protocolo de extracdo PB
foi satisfatorio para a obtencdo de DNA pro-viral do lentivirus caprino em amostras de sangue. No entanto, para
padronizar o protocolo de extragdo do DNA -proviral do LVC em sangue, é necessario determinar a sensibilidade e a
especificidade do teste, além da reprodutibilidade dos resultados, sendo que estas a¢des estdo sendo realizadas no
laboratorio de biologia molecular da Embrapa Caprinos.
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Tabela 1: Comparagdo dos protocolos de
extragdo do DNA -proviral do LVC em sangue

protocolo protocolo protocolo

animal A B C
1 + + -
2 - + +
3 R - _

Figura 1. Gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. PCR de amostras de sangue,
bandas de 185pb, sendo: M- marcador DNA
Ladder; 4, 5, 6 ¢ 7 — amostras positivas; 1,2,3 ¢
8 - amostras negativas; 9 - controle positivo e
10 - controle negativo.
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