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RESUMO GERAL

A Artrite-Encefalite Caprina (CAE) é uma enfermidade incurdvel que afeta caprinos,
causando uma infecdo multissisttmica e cronica, que ocasiona grandes perdas
econdmicas. Clinicamente, o0s animais sdo acometidos com mastite, artrite,
emagrecimento progressivo, pneumonia e problemas neurologicos. O agente causador, 0
virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV) apresenta tropismo por células da linhagem
monocitica-fagocitéria, que estdo diretamente associadas a principal via de transmiss&o,
por meio da ingestdo de leite e colostro provindo de cabras infectadas. Deste modo, o
controle por esta via € de suma importancia. Atualmente, vem se desenvolvendo
pesquisas para o uso de aditivos quimicos no leite, que possam conservar o colostro ou
leite, e inativar agentes microbioldgicos presentes. Dentre estes, o dodecil sulfato de
sodio (SDS) vem apresentando resultados satisfatorios na inativacdo quimica do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) em leite e como biocida em colostro caprino.
Portanto, visou-se avaliar a atividade do SDS como inativador quimico do virus da
CAE, tanto in vitro quanto in vivo. No experimento in vitro, avaliou-se a citotoxidade e
as propriedades de inativacdo viral do SDS no colostro e no leite caprino, por meio de
culturas de macréfagos e co-cultivo em membrana sinovial caprina (MSC). Fez-se uso
do SDS a 1%; 0,5%; 0,25%, durante 15 minutos, nos tratamentos do colostro e do leite.
Removeu-se 0 SDS por meio de lavagens com tampao fosfato. Em seguida, as amostras
foram destinadas a testes moleculares e ao co-cultivo com MSC, durantes 63 dias. Apos
0 co-cultivo, houve avaliacdo dos efeitos citopaticos virais, caracteristicos ao lentivirus
caprino, ocasionados nas células de MSC. Experimentalmente, no colostro, observou-se
que o SDS (0,25; 0,5 e 1%) apresentou, uma atividade inibitoria contra 0 CAEV, sem
ocorrer a inativacdo viral. No leite, 0 SDS a 0,25; 0,5% apresentou atividade inibitoria
contra o CAEV, e na concentracdo de 1% de SDS houve inativacdo do virus em cultura.
No teste in vivo, utilizaram-se 31 cabritos recém-nascidos, e negativos para CAE,
confirmado por meio de testes de reacdo em cadeia da polimerase nested (nPCR) e
Western Blot (WB). Os cabritos foram alimentados com colostro e leite providos de
cabras positivas para CAE, tratados com SDS nas mesmas concentracfes do teste in
vitro, com tempo de agdo de 15 minutos. Os animais foram acompanhados por nPCR
nos seguintes momentos: 0 h, 7, 15, 30 dias e mensalmente até seis meses de vida e no
WB foram acompanhados a 0 h, 90, 120, 150 e 180 dias. Observou-se que as trés

concentragfes de SDS no colostro ndo trouxeram alteragdes clinicas significativas no
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periodo de 24h de tratamento. Entretanto, com a continuidade da administracdo do SDS
no leite nas concentragdes de 0,5% e 1,0% observou-se diarreia leve, e morte de mais de
50% dos animais, respectivamente. Além disso, as trés concentra¢es de SDS ndo foram
efetivas na inativacgdo do CAEV no colostro e leite caprino, comprovada pela

soroconversao dos animais.

Palavras-chave: Sistema monicitico-fagocitario, inativacdo quimica, WB, nPCR
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GENERAL ABSTRACT

Arthritis-Encephalitis Caprina (CAE) is an incurable disease that affects goats. Causes a
multisystemic infection and chronic, which causes important economic losses and
clinically animals are affected with mastitis, arthritis, progressive weight loss,
pneumonia and neurological problems. Caprine Arthritis-Encephalitis virus (CAEV)
presents tropism for cells of monocytic-phagocytic lineage, which are directly
associated with the main route of viral transmission through milk and colostrum intake
stemmed infected goats. Thus, the control in this way is extremely important.
Currently, the use of preservatives and chemical additives for milk has been developing,
seeking new agents that can save colostrum or milk, and inactivate microbiological
agents presente. Among these, sodium dodecyl sulfate (SDS) has been showing
satisfactory results in chemical inactivation of human immunodeficiency virus (HIV)
milk and goats as a biocide in colostrum. Therefore, sought to evaluate the activity of
the SDS in concentrations of 0.25; 0.5; 1% both in vitro and in vivo. In vitro
experiment, the cytotoxicity and viral inactivation properties of SDS in colostrum and
goat milk it was investigated by culture of macrophages and co-cultivation caprine
synovial membrane (CSM). Was made using 1% SDS; 0,5%; 0,25% (more effective
concentrations from previous tests with the study of blood macrophages) for 15 minutes
in the treatment of colostrum and milk, and this was removed by washing with
phosphate buffer. Then, the samples were designed to molecular assays and co-culture
with CSM for 63 days. Experimentally, colostrum, it was found that SDS (0,25; 0,5 and
1%) showed an inhibitory activity against CAEV viral inactivation without occur. In
milk, SDS 0.25; 0,5% had inhibitory activity against CAEV, and a concentration of 1%
SDS was likely inactivation of the virus in culture. In the in vivo test, they used 31
newborn goats, and negative for CAE by means of polymerase chain reaction test
(nPCR) and Western blot (WB). These animals were fed colostrum and provided with
positive goats milk by CAE, treated with SDS at concentrations of 0,25; 0,5; 1% in 15
minutes activity. The animals were followed by PCR at the following times: 0 hours, 7
days, 15 days, 30 days and monthly up to six months of life and the WB were followed
Oh, 90, 120, 150 and 180 days. We observed that the three SDS concentration in
colostrum did not cause significant changes in clinical treatment period of 24 hours.
However, with continued administration SDS milk in 0.5% and 1,0% concentrations

was observed mild diarrhea and death of more than 50% of animals respectively. In
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addition, the three concentrations of SDS were not effective in the inactivation of
CAEV in goats colostrum and milk, confirmed the seroconversion of the animals.

Keywords: monocyte-phagocyte system, chemical inactivation, WB, nPCR



CONSIDERACOES INICIAIS

A Artrite-Encefalite Caprina (CAE) é uma enfermidade infectocontagiosa que
acometem caprinos, causando uma infecdo multissistémica, incuravel e cronica. E
provocada pelo virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV), que pertence ao género
Lentivirus dentro da familia Retroviridae.

A CAE tem como principal via de transmissdo & ingestdo de leite e colostro
provindo de cabras infectadas. Deste modo, o controle por esta via é de suma
importancia, pois uma Unica ingestdo de colostro e/ou leite de cabras soropositivas pode
ser suficiente para infectar cabritos nascidos soronegativos. Em animais recém-
nascidos, os leucocitos provindos do colostro materno sdo conhecidos por serem
absorvidos no intestino e entrar na circulacdo periférica, expondo os animais a infeccéo
por meio do trato gastrointestinal, tanto pelo virus livre como pelo pro-virus presente no
interior de mondocitos/macrofagos. Além disso, esta enfermidade compromete
seriamente a viabilidade econdmica da producédo leiteira, por ocasionar aumento no
nivel de células somaticas presentes no leite (evidenciando a presenca de infeccdo
viral), queda na qualidade do leite, a predisposicao as infecces secundarias da glandula
mamaria. Considerando que, atualmente, poucos sdo os rebanhos leiteiros caprinos no
Brasil que ndo estejam infectados com o virus da CAE, hd a necessidade de
implementacdo de programas de controle eficazes, baratos e praticos.

Estudos vém sendo realizados em busca de aditivos quimicos para o leite, que
podem ser definidos como qualquer composto quimico e/ou processo que, quando
aplicados no leite, retardam alteracBes causadas pelo crescimento microbioldgico de
agentes como bactérias, fungos e até virus.

Dentre estes compostos, o dodecil sulfato de sdédio (SDS), que apresenta
propriedades biocidas, vem gerando resultados satisfatorios, quando relacionado a
inativacdo quimica do HIV-1 no leite materno, nas concentracbes de 0,1%. Tem
apresentado eficiéncia no uso como antimicrobiano em colostro, nas concentragdes de
1% de SDS, quando oferecido a cabritos, onde estes ndo apresentaram disfuncéo
imunoldgica e nutricional. A partir dessas evidéncias, o SDS seria um inativador
quimico eficiente no controle da CAE. Portanto, uma abordagem citotdxica e de
controle viral tanto in vitro com in vivo se faz necessaria para avaliar a acdo deste

composto quando inserido no colostro ou leite caprino.
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INTRODUCAO

No Nordeste, a caprinocultura brasileira possui um efetivo de 8.023.070
animais, que representam 91,04% do rebanho nacional, onde os estados da Bahia,
Pernambuco, Piaui, Ceara e Paraiba sdo respectivamente, 0os mais representativos desta
atividade produtiva (IBGE, 2006).

A criacdo de caprinos esta associada aos sistemas tradicionais de subsisténcia,
e aos fatores econdmicos, onde a producdo animal tende a ser intensificada, exigindo
sistemas de criacBes mais eficientes (SA; SA, 2006). Entretanto, 0 manejo alimentar,
reprodutivo e sanitario, com diagndsticos tardios de diversas doencas com etiologias
diferentes, interferem drasticamente no desempenho da caprinocultura nessa regido
(PINHEIRO et al., 2003; BRITO, 2009; CARNEIRO, 2011).

A sanidade animal se faz ferramenta indispensavel na caprinocultura, podendo
repercutir na producdo e reproducdo animal associado ao produto final desta atividade
(CASTRO; MELO, 2001). Um dos problemas sanitarios de relevancia sdo as
Lentiviroses de Pequenos Ruminantes (LVPR), enfermidades provindas de dois grupos
filogenéticos, o Virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV) e o Virus Maedi-Visha
(MVV) (CRAWFORD; ADAMS, 1981; PASICK, 1998).

Geralmente, essas enfermidades acarretam consideraveis perdas na producdo
caprina e ovina, podendo comprometer a rentabilidade da atividade na exploragéo
animal (PINHEIRO, 1989). Além disso, ambas as infec¢bes tém como principais sinais
clinicos a artrite, encefalite, mastite e com menor frequéncia problemas respiratorios
acometendo animais de todas as idades, independente do sexo ou da raga (FRANKE,
1998).

LENTIVIROSES DE PEQUENOS RUMINANTES (LVPRS)
Etiologia
As LVPRs se caracterizam como enfermidades infectocontagiosas, abrangendo
dois importantes grupos filogenéticos, o CAEV e o MVV, que outrora, eram

considerados  patdgenos  espécie-especificos, infectando caprinos e ovinos

respectivamente. Entretanto, estudos evidenciaram que sdo capazes de proporcionar
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infecgdo cruzada entre as especies (PISONI et al., 2005; RAVAZZOLO et al., 2006;
SOUZA et al., 2012).

O género Lentivirus, que provem da familia Retroviridae, também pertence a
este género outros virus de interesse veterinario e humano, como: o virus da Anemia
Infecciosa Equina (AIEV), das imunodeficiéncias humana (HIV), bovina (BIV), felina
(FIV) e simia (SIV). S&o complexos ndo oncogénicos, que geralmente infectam e se
multiplicam em mondcitos, macrdfagos e/ou linfocitos, causando infeccdo persistente e
multi-sistémica (AIEV, MVV e CAEV), ou associada a sindrome de imunodeficiéncia
(SIV, HIV e FIV) (CLEMENTS; PAYNE, 1994; GONDA, 1994; REISCHAK, 2000;
PINHEIRO, 2001).

Constituicéo viral do CAEV

O CAEV possui conformacédo de virions envelopados, com cerca de 80 a 100
nm de didmetro, com ndcleo cénico e denso, contendo duas moléculas idénticas de
RNA fita simples, ndo complementares, com aproximadamente 9000 a 10000 pares de
bases, uma molécula de transcriptase reversa dependente de MG*" e proteinas do
nucleocapsideo (Figura 1) (GONDA et al.,, 1986). O envelope estd associado
covalentemente com as glicoproteinas transmembranarias e de superficie. A matriz
também é outra estrutura presente na particula viral e esta esta situada entre o capsideo e
o0 envelope (PEPIN et al., 1998).

RNA transportador

Transcriptase Nucleocapsideo

reversa
Proteina de
Matriz superficie
Capsideo
Integrase
Proteina RNA gendémico

da transmembrana Protease

80-100 nm

Figura 1. Morfologia do Virus da Artrite-Encefalite Caprina (BORDERIAS, 2004)
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O genoma é composto por genes estruturais (gag, env e pol), genes de
regulacdo (tat, rev e vif) e por duas regibes ndo traduzidas, Unicas, situadas nas
extremidades 5° (RUS) e 3°(RU3), que apresentam elementos promotores da transcrigao
do RNA viral (Figura 2). O DNA proviral resultante da retrotranscri¢do apresenta duas
regides terminais ndo codificadoras (LTR — long terminal repeat). Os genes estruturais
dispostos da extremidade 5° para 3’ do genoma sdo gag, pol e env, além de pequenas
ORF (open reading frames): tat, rev e vif, que codificam proteinas reguladoras
(CLEMENTS; PAYNE, 1994; GONDA, 1994).

vif
5 LTR 848 \% rev—>JLTR 3
iq [ ]
tat eny
| | | | | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kilobase

Figura 2. Esquematizacdo do genoma viral do CAEV (OLSEN, 2001), com adaptagdes.

Tropismo viral

Os LVPR possuem tropismo por células da linhagem monocitico-fagocitéria.
Nestas células, a expressdo viral estd estreitamente associada a diferenciacdo e
maturacdo dos mondcitos em macréfagos (GENDELMAN et al., 1986; NARAYAN et
al., 1983), sendo que in vivo, infectam principalmente esta linhagem celular, onde os
macrdfagos em geral s&o os mais infectados (NARAYAN; CLEMENTS, 1989; LUJAN
et al.,, 1994; BRODIE et al., 1995). Linfocitos também sdo infectados, entretanto ndo
possuem multiplicacdo viral (ZINK; JOHNSON, 1994).

Segundo Zink et al. (1990), outras células podem também servir como areas de
replicacéo viral, como as células da membrana sinovial, oligodentrécitos (PERK, 1990),
as celulas epiteliais intestinais. Contudo, o tropismo virico por células do sistema
imune, particularmente mondcitos e macréfagos, € o principal fator responsavel pela
habilidade dos lentivirus em causar infecgdes cronicas e persistentes por toda a vida do

animal.



24

Segundo Mselli-Lakhal et al. (1999), culturas de células epiteliais do leite
caprino demostraram susceptibilidade a infeccdo com CAEV tanto in vitro quanto in
vivo. Além disso, estas células infectadas naturalmente ou experimentalmente,
apresentaram um titulo viral maior que 10° TCIDso/mL. No entanto, sem apresentarem
efeitos citopéticos caracteristicos da infeccdo pelo lentivirus em cultura. Esta resposta a
infeccdo ndo é exclusiva de células epiteliais caprinas. Linhagens de células epiteliais
humanas, derivadas de diferentes 6rgdos, também tém demonstrado produzir HIV-1 na
auséncia de efeito citopatico (YAHI et al, 1992; TONIOLO et al., 1995).

O RNA viral foi detectado em células endoteliais, epiteliais, fibroblasticas,
celulas do sistema nervoso, como o plexo coroide e células da glandula mamaria (ZINK
et al., 1990; BRODIE et al., 1995; SANNA et al., 1999, MSELLI-LAKHAL et al.,
1999; LERONDELLE et al., 1999).

Transmissao

O CAEV infecta as células do sistema monocitico-fagocitario, e estas, que
estdo presentes no sangue, colostro, leite entre outros fluidos biolégicos, estabelecem as
principais vias de transmissdo do virus. Os rebanhos livres, geralmente se infectam pelo
contato com animais portadores, recém-introduzidos no rebanho (ZINK; JOHNSON,
1994).

A transmissao lactogénica € um modelo natural de infeccdo reconhecida pelos
lentivirus de modo geral. Desempenha um papel fundamental na biologia dos LVPRs,
além de outros lentivirus, tais como o HIV e o SIV, por exemplo. De fato, esta via de
transmissdo é considerada o principal modo de infeccdo por LVPRs em caprinos,
garantindo uma disseminacdo do virus entre geracdes e sua persisténcia no rebanho, a
nivel populacional (PISONI et al., 2010; PEPIN et al., 1998).

A ingestdo de leite e colostro provindo de cabras infectadas torna-se a principal
via de transmissdo da CAE, devido a extensa quantidade de células infectadas, dentre
elas, mondcitos e/ou macrofagos (ROWE et al., 1992). Cabritos que nascem de matrizes
soronegativas e que recebem colostro e/ou leite de cabras soropositivas, logo se tornam
infectados, pois uma Unica ingestdo desses fluidos é suficiente para contamina-los
(RADOSTITS et al., 2002).

Os leucécitos maternos sdo conhecidos por serem absorvidos no intestino em

animais recém-nascidos e entrarem na circulacdo periférica (SCHNORR; PEARSON,
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1984). A grande permeabilidade do intestino de animais recém-nascidos facilita a

entrada do virus através da ingest&o de colostro infectado (PEPIN et al., 1998). Segundo

Herrmann-Hoesing et al., (2007), os animais sdo expostos a infeccdo na ingestdo do

colostro, tanto pelo virus livre como pelo pro-virus presente no interior de

mondcitos/macréfagos.
Dentre outras vias de transmissédo da CAE, destacam-se:

e Via reprodutiva: a deteccdo do virus no sémen de reprodutores, naturalmente e
experimentalmente infectados, sugere, a transmissao por esta via (TRAVASSOS et
al., 1999; ANDRIOLI et al., 2002; 2006; SOUZA, 2012), sendo recomendado que
estes animais sejam retirados dos sistemas de reproducdo (GOUVEIA, 1994);

¢ Via horizontal: descreve-se como o contato direto entre animais, por meio de fezes,
saliva, secre¢des urogenital e respiratoria (ADAMS et al., 1983; RADOSTITS et al.,
2002). Souza et al., (2015) verificou que o contato direto, por 30 dias, de animais
infectados e sadios causou a infecc¢ao de 75% (6/8) dos animais s&os;

e Via vertical: ocorre por via transplacentaria. Segundo East et al., (1993) esta via
também é possivel, uma vez que foi observada a soroconversdo em cabritos
separados logo apds o nascimento e alimentados com colostro e leite bovino
pasteurizado. Apesar da baixa frequéncia, a transmissdo ocorre, e tem repercusséo
no programa de controle (RODRIGUES, 2012).

Sinais clinicos

Os principais indicativos clinicos da CAE sdo: presenca de lesdes nas
articulacGes, no sistema respiratorio, sistema nervoso e nas glandulas mamarias, além
do emagrecimento progressivo dos animais (Figura 3) (PISONI et al., 2007).

A forma articular é considerada a mais importante, geralmente observada em
animais com mais de oito meses de idade. Com o avancar da enfermidade o animal
apresenta aumento de volume da articulagdo, claudicagéo intensa e dificuldade de
locomocgdo (CRAWFORD; ADAMS, 1981; OLIVER et al., 1981; GONZALEZ et al.,
1987; CUTLIP et al.,, 1988). A sintomatologia nervosa da CAE ocorre mais
frequentemente em crias e, ocasionalmente em adultos. Os cabritos apresentam
dificuldade de locomocéo, que progride para uma paralisia, evoluindo para tetraplegia
(RADOSTITS et al., 2002; PUGH, 2004).
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Na forma mamaria, as cabras podem desenvolver mastite aguda ou cronica.
Essa se instala durante a lactacdo e caracteriza-se por uma inflamacao intersticial com
endurecimento do Ubere, e a consisténcia da glandula mamaria apresenta-se rigida a
palpacdo. Além disso, esta enfermidade pode promover a reducdo dos niveis de gordura,
de proteina, e o aumento de células somaticas no leite de cabras infectadas (SMITH,;
CUTLIP, 1988; BRITO, 2009; CARNEIRO, 2011). Essa forma clinica traz grande
preocupacdo ao caprinocultor, pois a infec¢do pelo CAEV esta diretamente relacionada
com a producdo leiteira na qual diminui significativamente na presenca da enfermidade
(BRITO, 2009; KONISHI et al., 2011).
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Figura 3. Sintomatologia clinica da CAE. A: Sintomatologia nervosa;
B: Emagrecimento progressivo; C: Pneumonia; D: Aumento de indice
articular; E: Mastite.



27

Tratamento, controle e diagndéstico

N&o existe tratamento especifico para a CAE, e 0s animais acometidos
representam fonte de infeccdo e seus sintomas se agravam com o passar do tempo. Na
obtencdo do controle da CAE, o diagndstico clinico ndo € suficiente para determinar a
doenca, pois os sinais clinicos podem ser confundidos com os de outras enfermidades
(OLIVEIRA, 2006).

O diagnostico baseia-se em testes diretos e indiretos, por meio da detec¢édo do
virus, ou material genético deste, e/ou por provas soroldgicas, através da deteccdo de
anticorpos anti-CAEV, respectivamente. Na forma direta, pode-se utilizar a deteccéo de
material genético do virus, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Figura
4-A), um teste sensivel na deteccdo de pequenas quantidades de acidos nucléicos virais,
que demonstra a presenca de DNA-proviral tanto in vivo, como in vitro (FEITOSA,
2007).

Outra forma de diagndstico direto, é o isolamento viral, por meio amostras de
animais vivos, tanto pelo co-cultivo em células de membrana sinovial caprina (MSC),
como leucocitos do sangue periférico, células somaticas do leite (PINHEIRO et al.,
2001), sémen e fluidos uterinos (ANDRIOLI, 2001), em que a deteccdo viral é realizada
por meio da visualizacdo dos efeitos citopaticos ( Figura 4-B), dentre eles a formacédo de

sincicios, vacuolizacdo e alto nivel de destruicdo celular (PINHEIRO et al., 2001).

Figura 4. Testes de diagndsticos diretos para CAE. A: Gel de eletroforese - PCR nested, indicando

padrdao molecular (P), controles positivo e negativo (+ e -) e animais positivos (setas); B: célula

multinucleada (seta), infectada por LVPR).
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Os testes indiretos fazem a deteccdo de anticorpos especificos para o antigeno,
em amostras de soro sanguineo ou outras secre¢des que 0s possuam. Dentre esses testes
encontra-se o teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) (PUGH, 2004; TIGRE
et al., 2006), o Immunoblotting ou Western Blot (WB), Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), entre outros (Figura 5).

Fonte: Rizaldo Pinheiro
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Fonte: Rizaldo Pinheiro
Fonte: Maximiana Sousa

Figura 5: Testes de imunodiagndsticos. A e B: Testes de WB e IDGA, o diagnostico é
indicado pela presenca da proteina imunogénica p28 (setas); C: ELISA, o resultado é
indicado pela reacgao colorimétrica nos pogos (circulo).

O WB é uma técnica imunoenzimatica de deteccdo de proteinas, empregada em
estudos bioguimicos e imunolégicos (REGITANO; COUTINHO, 2001). Este teste é
considerado mais preciso, por conseguir detectar melhores resultados, sem apresentar
muita variagfes. Seu principio consiste na separacdo das proteinas virais, pela da

técnica de eletroforese, transferéncia para uma membrana e realizagdo de reacdo
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imunoenzimética. O WB tem a capacidade de detectar anticorpos numa dilui¢do de até
256 vezes maior que o IDGA e 32 vezes maior que o ELISA (PINHEIRO et al., 2012).

Perdas econdmicas

Dentre as perdas diretas causadas pela CAE, temos a forma articular, que pode
incapacitar os reprodutores de realizarem a monta natural (PINHEIRO et al., 1999).
Além disso, a perda de peso e a debilidade em animais adultos sdo em funcdo da
dificuldade de locomocdo, que consequentemente afeta o estado nutricional
(BOHLAND; D’ANGELINO 2005; GREGORY et al., 2009).

A mastite destaca-se como maior relevancia, em razdo do comprometimento da
producdo leiteira, que induz a predisposicdo as infeccdes secundarias da glandula
mamaria, (SMITH; CUTLIP, 1988), queda na producédo e qualidade do leite (BRITO,
2009). Pode ocorrer ainda a mastite intersticial, que € considerada a mais frequente nos
rebanhos de caprinos leiteiros (LARA et al., 2005).

Outros fatores relevantes sdo: descarte precoce dos animais e a renovacao
forcada dos rebanhos, além do baixo aproveitamento do potencial genético dos caprinos
infectados (FRANKE, 1998). Segundo Brito (2009) o CAEV pode inviabilizar 0s
parametros reprodutivos de rebanhos caprinos, principalmente na taxa de infertilidade,
comprometendo a concepcao e 0 peso Vivo das crias ao nascer.

Como perdas indiretas decorrentes da CAE tém-se a desvalorizacdo dos
rebanhos e a ascenséo de barreiras comerciais para produtos de multiplicagdo animal,
como: matrizes, reprodutores, sémen, embrides, dentre outras (FRANKE, 1998;
PINHEIRO et al., 2001; MODOLO et al., 2003). Considerando-se que ndo ha
tratamento que elimine o virus, quando o animal ja se encontra infectado (CALLADO et
al., 2001; GHANEM et al., 2009), é importante a prevencdo do contagio da CAE no

rebanho.

COLOSTRO E LEITE: DEFINICOES BASICAS

Caracterizacdo, composi¢ao quimica, imunoldgica e microbiologica

O colostro e caracterizado como uma secrecdo, provinda da glandula mamaria

nas Ultimas semanas do periodo de gestagdo, que detém de nutrientes essenciais para o
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desenvolvimento nutricional e imunoldgico do recém-nascido. Possui cor branco-
amarelada, é composto por vitaminas e minerais, e apresenta grande quantidade de
proteinas. Detém de uma grande quantidade de imunoglobulinas: 1gG, IgA e IgE, sendo
a 1gG, de maior concentracdo, representando cerca de 65 a 90% do total de
imunoglobulinas (TIZARD, 1985). O colostro dispde ainda de células somaticas,
proteinas de acdo antibacteriana e enzimas com alta capacidade para quebrar ligacdes
quimicas (SANTQOS, 1989; BUSH, 1989).

Segundo Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA, 1952), o leite é definido como uma secrecdo lactea,
praticamente livre de colostro, obtida a partir da ordenha completa de fémeas. Este tem
em sua composicdo geral: 87% de agua, além de carboidratos, lipideos, proteinas,
numerosos sais minerais, lactose, uréia, acido latico, creatinina, aminoacidos e
vitaminas hidrossoltveis. Entre os minerais, destacam-se o calcio, sddio, cloretos e
fosfatos. A presenca e os teores de proteina, gordura, lactose, sais minerais e vitaminas
determinam a qualidade e composicdo do leite, que, por sua vez, sdo influenciadas pela
alimentacdo, manejo, genética e raca do animal (MADALENA et al., 2001). Em
relacdo aos componentes quimicos, segundo Sotillo e Méndez (1994), as alteragdes
mais drasticas encontram-se no periodo de transi¢do, que ocorre entre o colostro e o
leite. A composicdo do colostro vai se equiparando quimicamente ao leite conforme séo
realizadas as ordenhas. Os teores de proteina, minerais e vitaminas vdo diminuindo e,
em contrapartida, os teores de agua, gordura e lactose aumentam (GONZALEZ, 2003).

No processo de sintese e secrecdo do leite e colostro, por meio dos alvéolos da
glandula mamaria, estes se mantém estéreis. Entretanto, na ordenha ou na succdo da
cria, estes podem se contaminar com micro-organismos originarios do interior da
glandula maméria, da superficie das tetas e do Ubere, além dos utensilios e
equipamentos de ordenha (MADALENA et al., 2001). As bactérias sdo os principais
micro-organismos envoltos a contaminacdo do leite, uma vez que, os virus, leveduras e
fungos tem influéncia reduzida nos processos de contamina¢do (FONSECA; SANTOS,
2007). No leite, o crescimento bacterioldgico acontece de acordo com temperatura em
que ele se encontra. Portanto, os micro-organismos contaminantes do leite podem ser
divididos em trés categorias: os mesofilos, que se multiplicam rapidamente quando o
leite ndo estd armazenado sob refrigeracdo, os termoduricos (termdfilos) que
sobrevivem a pasteurizacdo e os psicrotroficos, que se multiplicam em temperaturas

baixas (7°C ou menos). Dentre as bactérias psicrotroficas e meséfilas mais comum que



31

afetam o leite, temos os géneros: Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, Clostridium,
Achromobacter, Lactobacillus, Flavobacterium e Staphylococcus. Os géneros
Clostridium e Bacillus, também sdo considerados termoddricos, podendo ser resistentes
aos procedimentos de pasteurizacdo do leite (MADALENA et al., 2001).

As células sométicas que constituem o leite podem ser do tipo epitelial ou de
defesa. As epiteliais sdo oriundas da descamacdo natural do epitélio secretor da glandula
mamaria e as células de defesa, geralmente leucdcitos (macréfagos, linfocitos e
neutréfilos), sdo aquelas que migram da corrente sanguinea para os alvéolos, em
resposta a uma reacao inflamatoria, quando a glandula mamaria sofre algum tipo de
agressdo, por exemplo, uma infec¢do. A principal causa do aumento da contagem de
células do leite é devido a resposta inflamatoria da glandula mamaria, que na maioria
dos casos, € resultado de uma infeccdo bacteriana. Devido as lesGes no tecido mamaério,
as células secretoras reduzem a capacidade de produzir e secretar o leite, isso explica a
perda de qualidade e a reducéo na producdo do animal (MADALENA et al., 2001).

Tratamentos Térmicos no Colostro e Leite

O procedimento de termizacdo pode ser realizado em colostro, leite de
transicdo e leite comum. No colostro, por exemplo, este é retirado das matrizes recém-
paridas, acondicionado em garrafas plasticas, as quais depois de vedadas sdo destinadas
ao banho-maria a 56°C por uma hora. Ao retirar as garrafas, espera-se esfriar a
temperatura ambiente quando entdo sdo conservadas em freezer a temperatura de -15°C
(ANDRADE, 2008).

O leite pode ser conservado por meio da pasteurizacdo, um método que
mantém as caracteristicas organolépticas e nutritivas, e assegura a destruicdo dos micro-
organismos patdgenos, tornando-o um alimento sadio (CHEFTEL et al., 1989;
RIEDEL, 1996). Admitem-se dois tipos de pasteurizacdo: a lenta e a rapida. Na
pasteurizacdo lenta, que consiste em aquecer o leite a 63 - 65°C por 30 minutos, seguido
de resfriamento a 4 °C. Durante o tempo de aquecimento, o leite € moderadamente
agitado para evitar aderéncias as paredes do recipiente, promover aquecimento uniforme
de todas as suas particulas e, a0 mesmo tempo, evitar a formacéo de espuma (PRATA,
2001; LEITE et al., 2006). A pasteurizacdo rapida do tipo High Temperature Short

Time (HTST), por sua vez, consiste em aquecer o leite a 72 - 75°C por 15 a 20
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segundos, seguido de choque térmico por meio do resfriamento imediato até 5°C de
temperatura (LEITE et al., 2006).

Utilizagdo do Dodecil Sulfato de Sodio no Leite

Em estudos realizados por Urdaneta et al. (2005), observa-se 0 uso de um
surfactante, com o proposito de inaticacdo quimica do HIV em leite humano. Este
quimico, cujo nome é dodecil sulfato sédio (SDS) ou lauril sulfato de sédio (SLS),
possui férmula quimica NaC;,H25SO4 (IUPAC, 2014) e é um agente tensoativo, com
propriedades detergentes. Destes, 0 SDS possui forma zwitterionica, que em solucgéo
aquosa, apresenta duas porcdes diferentes, uma polar e a outra apolar, em extremidades
opostas de uma Unica molécula (Figura 6). A extremidade polar é formada por um
grupo sulfato, enquanto a porcdo oposta, apolar é composta por um hidrocarboneto de
cadeia longa, que pode ser linear, ramificada, ou aromatica, dependendo da solucéo
diluente (SINGER; TJEERDEMA, 1993).

Na*
Cadeia de hidrocarbonetos (apolar) Grupo Sulfato (polar) — ﬁ
!

N\/\\/\\//\\//\/\\/\\/\/\o H\

Fonte: hitp://tl gstatic.com, com adaptacdes.

Figura 6 - Representagdo quimica do SDS

A estrutura quimica do SDS foi descrita pela primeira vez por Lottermoser e
Stoll no ano de 1933, na Alemanha entre as duas guerras mundiais. Sendo depois,
classificado como agente tensoativo ou surfactante, contendo de 6 - 18 atomos de
carbono. O uso desse produto quimico, como detergente, propagou a tecnologia quimica
na primeira parte do século XIX, com o desenvolvimento de substituintes sintéticos para
os detergentes de origem animal, usados na época (KIRK-OTHMER, 1984).

A natureza quimica do SDS o torna muito Gtil devido sua capacidade de
equilibrio i6nico, solubilizante de gorduras e dleos, e na formacdo de microemulsdes.
Apresenta aplicabilidade como: ingrediente de produtos de limpeza, fabricagdo de
cosmeticos, além de funcionar como uma ferramenta de pesquisa biologica (SINGER;
TIJEERDEMA, 1993). O SDS possui propriedades citoliticas, que sdo muito Uteis na
preparacdo de materiais subcelulares, como: membranas plasmaticas, organelas e

material genético, para estudos bioguimicos. E também contribuiu para o
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desenvolvimento protedmico, na identificacdo de proteinas e determinacdo de estruturas
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (SHAPIRO et al., 1967).

Além de aplicabilidades quimicas e biologicas, 0 SDS apresenta caracteristica
biodegradavel (COOK; GOLDMAN, 1974). Segundo Anderson et al. (1990), este
composto é susceptivel a degeneracdo por populacdes de bactérias plancténicas,
presentes em rios e oceanos poluidos, indicando a capacidade biodegradavel do SDS.
Estudos recentes, demonstram que a Pseudomona aeruginosa dispdem da enzima
alquil-sulfactase (SdsAl), a qual possuem propriedades degenerativas para o SDS,
podendo ser explorada em processos industriais, bem como em biorremediacdo de
locais contaminados com produtos a base deste quimico (CHATURVEDI; KUMAR,
2013).

Em contato direto com células, o SDS provoca efeitos fisicos e bioguimicos. A
estrutura alvo-principal é a membrana celular, independente do tipo de célula (BENOIT
et al., 1987; PARTEARROYO et al., 1990). Os efeitos citotoxicos sdo dependentes da
concentracdo absoluta e razdes molares de lipidio/surfactante. Em concentracdes
inferiores de surfactante, as membranas celulares perdem a sua capacidade de barreira,
aumentando a permeabilidade (KALMANZON et al., 1992), ao passo que, em
concentragfes iguais ou superiores de surfactante/lipidio, ocorre a lise celular
(PARTEARROYO et al., 1990).

O SDS tém propriedades desnaturantes de proteinas, como inativador viral, e
tem-se mostrado um potente inibidor da infecciosidade de virus envelopados e ndo
envelopados, atuando na dissociacdo do envelope viral e proteinas do capsideo por
desnaturacdo. Em virus como o HIV-1(Imunodeficiéncia Humana), HSV (Herpes
Virus) e HPV (Papiloma Virus), o mecanismo do SDS mostrou eficiéncia na inativacao
quimica, desnaturando proteinas do envelope e/ou do capsideo viral (PIRET et al.,
2002). Além disso, estudos ja demonstraram que o SDS a 0,1% pode ser eficaz na
inativacdo do HIV-1 em leite, sendo que as concentracdes do tratamento proposto sao
relatadas dentro de limites seguros para ingestdo de SDS por criancas (URDANETA et
al., 2005; KREBS et al., 1999).

Em adigdo, estudos indicam que o SDS é um biocida eficiente no colostro, e
que cabritos alimentados com 1% de SDS, néo sofrem deéficit na transferéncia passiva
imune e salde animal (MORALES-DE LA NUEZ et al.,, 2011). A partir dessas
evidéncias, o SDS seria propenso a inativagdo quimica, e um possivel controlador da

transmissédo do CAEV na via digestiva por meio do colostro e leite.
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CAPITULO 2

AVALIACAO IN VITRO DO DODECIL SULFATO SODIO (SDS) EM
COLOSTRO E LEITE CAPRINO: atividade citotoxica e inibic&o viral
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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar in vitro a citotoxidade e as propriedades de inativacédo
viral do dodecil sulfato de sodio (SDS) em colostro e em leite caprino. Inicialmente,
para testes de concentracBes efetivas do SDS, culturas de macréfagos sanguineos em
placas de 24 pocos, foram incubadas em ambiente de CO,, por 15 minutos, com SDS a
1%; 0,5%; 0,25%; 0,1%; 0,05%, 0,025%; 0,005%, e em seguida realizada a contagem
de macrofagos vivos por cm2. Posteriormente, se fez uso do SDS a 1%; 0,5%; 0,25%,
durante 15 minutos, nos tratamentos do colostro e do leite, e este foi removido por meio
de lavagens com tampdo fosfato. Em seguida, as amostras foram destinadas ao teste de
reacdo em cadeia da polimerase nested (nPCR) e ao co-cultivo com membrana sinovial
caprina (MSC), durantes 63 dias. Ap6s o co-cultivo, houve avaliacdo dos efeitos
citopaticos virais, caracteristicos ao lentivirus caprino, ocasionados nas células de MSC.
Experimentalmente, no colostro, observou-se que o SDS (0,25; 0,5 e 1%) apresentou,
uma atividade inibitdria contra 0 CAEV, sem ocorrer a inativacao viral. No leite, o SDS
a 0,25; 0,5% apresentou, atividade inibitoria contra 0 CAEV, e na concentracdo de 1%

de SDS houve inativacao do virus em cultura.

Palavras-chave: Sistema monicitico-fagocitario, inativacao quimica, lise celular,
surfactante.
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ABSTRACT

This study evaluated in vitro cytotoxicity and the properties of viral inactivation of
sodium dodecyl sulfate (SDS) in colostrum and goat milk. Initially, for effective
concentrations of SDS tests, cultures of blood macrophages in 24-well plates were
incubated in CO2 environment for 15 minutes with 1%; 0,5%; 0,25%; 0,1%; 0,05%,
0,025%; 0,005% of SDS, and then conducted to living macrophages count per cm2,
Subsequently use was made 1%; 0,5%; 0,25% of SDS for 15 minutes in the treatment of
colostrum and milk, and this was removed by washes with phosphate buffer. Then the
samples were intended to molecular assays and cultivation caprine synovial membrane
(CSM). for 63 days. After cultivation, there were evaluation of viral cytopathic effects
characteristic to the lentivirus goats, caused in CSM cells. Experimentally, colostrum, it
was found that SDS (0,25; 0,5 and 1%) showed an inhibitory activity against Caprine
Anrthritis-Encephalitis virus (CAEV) viral inactivation without occur. In milk, SDS 0.25;
0,5% had inhibitory activity against CAEV, and a concentration of 1% SDS was likely

inactivation of the virus in culture.

Keywords: Monocyte-phagocyte system, chemical inactivation, cell lysis, surfactant
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INTRODUCAO

Os monocitos e macréfagos desempenham um papel chave na regulacdo do
sistema imunoldgico, orientando as respostas imunes inatas e especificas (FLORES,
2007). Estas células estdo presentes em tecidos, no sangue, colostro, leite entre outros
fluidos bioldgicos e estabelecem as principais vias de transmissao dos lentivirus de
pequenos ruminantes. A patogenia da Artrite-Encefalite Caprina (CAE) esta diretamente
relacionada as células do sistema monocitico-fagocitario, com enfoque no processo de
diferenciacdo e maturacdo dos mondcitos em macrdfagos, onde ocorre a multiplicagdo
viral (ZINK; JOHNSON, 1994).

A ingestdo de leite e colostro infectados com o virus torna-se a principal via de
transmissdo da enfermidade (ROWE et al., 1992). Cabritos nascidos de matrizes
soronegativas e que recebem colostro e/ou leite de cabras soropositivas, logo se tornam
infectados, pois uma unica ingestdo € suficiente para os animais serem contaminados
(RADOSTITS et al., 2002). Os leucocitos maternos sdo conhecidos por serem
absorvidos no intestino em animais recém-nascidos e entrarem na circulagdo periférica
(SCHNORR; PEARSON, 1984). Segundo Herrmann-Hoesing et al. (2007), os animais
sdo expostos a infeccdo através do trato gastrointestinal, na ingestdo do colostro, tanto
pelo virus livre como pelo pro-virus presente no interior de mondécitos/macréfagos. Por
ser uma enfermidade incuravel, de carater infectocontagioso, que acarreta grandes
perdas econdmicas em caprinos e ovinos, é importante o controle da principal via de
contagio.

Estudos correlacionam a atividade inibitéria de micro-organismos com 0 uso
de aditivos quimicos para o leite (MULLER; SYHRE 1975; KREBS et al., 1999;
URDANETA et al., 2005). Dentre estes, o dodecil sulfato de sédio (SDS) é um agente
surfactante, com propriedades lisantes e citoliticas, além de possuir uma capacidade de
equilibrio i6nico e solubilizante de gorduras e 6leos. Funciona como uma ferramenta de
pesquisa biologica no ambito bioquimico e protebmico (SHAPIRO et al., 1967;
SINGER; TIEERDEMA, 1993). Em contato direto com células, sua estrutura alvo é a
membrana celular (BENOIT et al., 1987; PARTEARROYO et al., 1990). Os efeitos
citotoxicos sdo dependentes da concentracdo absoluta e razdes molares de
lipidio/surfactantes (PARTEARROYO et al., 1990).

Como inativador viral, o SDS tem propriedade desnaturante de proteinas,

mostrando-se um potente inibidor da infecciosidade de virus envelopados e néo
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envelopados, atuando na solubilizacdo do envelope viral e das proteinas do capsideo,
por desnaturacdo (PIRET et al., 2002). Estudos, em culturas celulares, avaliaram uma
possivel atividade antiviral do SDS com o HIV-1 (virus da imunodeficiéncia humana
tipo 1), 0 HSV (herpes virus) e o HPV (papiloma virus) (PIRET et al., 2002).

Krebs et al. (1999) demonstraram que o SDS a 0,1% no leite pode ser eficaz na
inativacdo do HIV-1. Segundo Urdaneta et al. (2005) e Krebs et al. (1999), esta
concentracdo de SDS se encontra dentro de limites seguros para consumo infantil. Além
disso, Morales-De la Nuez et al. (2011) observaram que o SDS é um biocida eficiente
no colostro, e que cabritos alimentados com colostro contendo 1% de SDS nédo sofreram
déficit na transferéncia passiva imune e nem alteragdes na sua salde. A partir dessas
evidéncias, questiona-se que o SDS poderia ser usado no controle da transmissdo do
virus da CAE pelo colostro e leite. Diante do exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi
averiguar in vitro a citotoxidade a nivel celular e as propriedades de inativacao viral do

SDS no colostro e leite caprino.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Embrapa Caprinos e Ovinos de acordo com o protocolo de N° 012/2014.

Local e periodo do experimento

O Experimento foi realizado na Embrapa Caprinos e Ovinos, nos laboratorios
de virologia, biologia molecular e patologia clinica, no periodo de janeiro de 2014 até
dezembro de 2015.

Coleta, separacao e cultura de leucdcitos do sangue

O sangue de 10 caprinos adultos foi coletado por venipungdo da jugular com
auxilio de coletor, agulha e tubos do tipo vacutainer® de 5 mL, com EDTA (etileno-
diamino-tetracético). As amostras foram centrifugadas a 3000 g por 15 min. Os
leucdcitos foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, tipo eppendorf®. A obtencéo
destas células foi realizada através de trés lavagens com solucgdo de cloreto de amonia a
0,84% (Sigma-Aldrich®) e duas com tampdo de fosfato - PBS 1X*, por meio de

! Tampao sddio-fosfato (PBS 1X): 8g de NaCl; 0,2g de KCI; 0,2g de KH,PO,; 1,159 de Na,HPO,; 1000
mL de H,O (reagentes: Sigma-Aldrich®)
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centrifugagdo a 1.500 g, por 5 min cada. Obteve-se um total de 500 pL de leucdcitos,
onde 45 pL foram destinados a contagem quantitativa e diferencial. Em seguida, o0s
leucdcitos foram diluidos em 28 mL em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI -
1640 Medium - Sigma-Aldrich®), obtendo-se em torno de 2,0 x 10° cel/uL e
distribuidos, em triplicata, em placas de 24 pocos, sendo 600 pL de células por pogo. As
placas foram incubadas durante trés dias em estufa a 5% de CO,. Posteriormente,
trocou-se 0 meio das placas, adicionando 2,0 mL de RPMI tratado com SDS nas
concentragdes: 1%; 0,5%; 0,25%; 0,1%; 0,05%, 0,025%; 0,005% e o controle negativo.
As placas foram novamente incubadas em ambiente de CO,, por 15 min. Em seguida,
foram coradas com azul de Tripan (0,3%) e realizou-se a contagem dos macrofagos

Vivos por cm?# poco.
Coleta de colostro e leite de cabra

O colostro de 10 cabras adultas, recém-paridas e soropositivas para CAE, por
meio do teste de Western blot (WB), foi coletado apds a limpeza do teto, com auxilio de
gaze e alcool 70%. Coletou-se, em tubos de 15 mL, aproximadamente 12 mL de
colostro de cada animal. Em seguida, as amostras foram levadas ao laboratério de
virologia, onde foi formado um pool de colostro, sendo este subdividido, em tubos de
15 mL, em 12 aliquotas de 10 mL cada. A coleta de leite foi realizada apo6s 30 dias,

seguindo a mesma metodologia.

Tratamento com SDS em colostro e leite

As amostras de colostro e de leite foram mantidas em tubos de 15 mL, e
adicionou-se o SDS a 0,25; 0,5 e 1%, em triplicata, em temperatura ambiente, durante
15 min. Constituiram-se também o controle negativo (sem adi¢do de SDS). Apos o
procedimento de acdo do SDS, houve a centrifugacdo por 3.000 g durante 15 min, a
4°C. Em seguida, com auxilio de uma espatula, retirou-se a camada lipidica e descartou-
se 0 sobrenadante. Logo apos, transferiu-se o pellet para microtubos tipo eppendorf®,
contendo 1000 pL PBS 1X e realizou-se a homogeneizagdo em vortex para uma nova
centrifugacdo nas mesmas condicdes. Este procedimento de lavagem foi realizado cinco
vezes. Por fim, descartou-se 900 pL do sobrenadante e homogeneizou-se o pellet com
0s 100 pL restantes no microtubo (SARDI et al., 2012; ANGELOPOULOQU et al., 2005;
KARANIKOLAOU et al., 2005).
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Avaliagéo das células somaticas do colostro e leite

Para a avaliacdo das celulas somaticas do colostro e leite, retirou-se 30 L de
cada amostra das triplicatas e distribuiu-se em placas de 24 pocos. Em seguida, as
células foram coradas com azul de Tripan (0,3%), para a visualizacdo dos efeitos
destrutivos de SDS.

Co-cultivo com membrana sinovial caprina (MSC)

As triplicatas das amostras de células de colostro e de leite (provindas da etapa
de tratamento com SDS em colostro e leite) foram combinadas em pool, sendo que 50
uL do pool de cada tratamento e dos controles foram destinados ao teste de reacdo em
cadeia da polimerase nested (NPCR). O restante foi centrifugado para a retirada do PBS
1X e acréscimo de meio essencial minimo (MEM - Gibco®), tratado com 2% de
anfotericina B (Sigma-Aldrich®), 3% de penicilina e estreptomicina (P/S - Gibco®),
1% de gentamicina (Sigma-Aldrich®) e 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco®), em
seguida distribuida em placas de 24 pogos na quantidade de 100 pL, em oito repeticGes.
Os pocos foram acrescidos de 1900 puL de MEM tratado. As placas foram armazenadas
em ambiente a 5% de CO,, a 37 °C, por 24 h. Apos esse periodo, foram adicionadas
células de MSC, na 8 passagem, na concentracdo de 2,0 x 10° cel/pL, e mantidas em
estufa nas mesmas condic¢des anteriores. Foram realizadas trocas periddicas de meio a
cada sete dias e tripsinizacdo celular a cada 21 dias, totalizando 63 dias de cultivo. Os
sobrenadantes foram coletados e separados por tratamento, para a realizacdo nPCR.
Apbs o periodo de cultivo, 4 pocos de cada tratamento foram corados com cristal violeta
(0,1%), para a visualizacdo dos efeitos citopaticos, e os demais foram tripsinizados e a

suspensdo celular destina a nPCR.

Extracdo de DNA-proviral do leite e colostro

Extraiu-se 0 DNA amostral com o preparo do mix de extracdo (ME) contendo

380 pL de solugdo de digestdo® e 20 pL Proteinase K3, por amostra. Adicionou-se

2 Solugéo de digestao: Tris-HCI 10 mM (trizma base a 0,121g, para 80 mL de H,0) + 0,372 g de EDTA;
0,0584g de NaCl, SDS & 0,5%)

® Proteinase K: 20 mg/mL, Tris-HCI 10 mM (trizma base a 0,121g, para 80 mL de H,0, pH: 7,5) + 0,29 g
de CICa + 100 mL de glicerol (reagentes: Sigma-Aldrich®).
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entdo, 400 pL do ME a cada microtubo com o pellet de células. Os tubos foram levados
ao banho-maria a 55°C por 2 h, sendo homogeneizados cada 30 min. Apos incubacao,
foram centrifugados por 5 min a 16.100 g, e os sobrenadantes transferidos para um novo
microtubo. Em seguida, adicionou-se 200 pL de cloreto de litium (7,5 M) e as amostras
foram submetidas a -80 °C de temperatura, por 10 min. Posteriormente, foram
centrifugadas por 15 min a 16.100 g. O sobrenadante de cada amostra foi novamente
transferido para um novo microtubo. Adicionou-se 1.000 pL de etanol 100% e
inverteram-se 0s tubos aproximadamente 50 vezes, até a precipitacio do DNA. Em
seguida, os microtubos foram novamente centrifugados a 16.100 g, por 10 min. Apds,
adicionou-se 1.000 pL de etanol 70%, e as amostras foram centrifugas a 16.100 g por 5
min. Entdo, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e os tubos invertidos em
papel de filtro por 30 min. Posteriormente, ressuspendeu-se o pellet em 50 pL de agua
esteril, homogeneizou-se em vortex e incubou-se em banho-maria a 55 °C por 5 min,
seguido de nova homogeneizagdo. Por fim, centrifugou-se cada amostra por 10
segundos a 16.100 g e estocou a -20 °C (GRIMBERG et al., 1989).

Extracdo de DNA-proviral de sobrenadante e suspenséo celular

Nos periodos de 21, 42 e 63 dias de cultivos, os sobrenadantes e suspensdo
celular de cada tratamento foram coletados e armazenados a -20 °C. Para a extracdo do
DNA-proviral, as amostras foram centrifugadas a 100 g, durante 5 min. Em seguida, o
pellet de células foi transferido para microtubos, e as amostras foram lavadas duas vezes
com 300 puL de PBS 1X e centrifugadas nas mesmas condicBes anteriores.
Posteriormente, ressuspendeu-se as amostras em 300 pL de tampéo de lise*, durante 2
min em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a 600 g/10 min.
Os sedimentos foram lavados com 300 pL de PBS 1X e centrifugados a 600 g/10 min.
Logo ap6s, 50 pL de tamp&o de PCR® foram adicionados em cada amostra, juntamente
com 1puL de Proteinase K, e em seguida homogeneizados. As amostras foram mantidas

em banho-seco a 56°C, durante 60 min. Posteriormente, as amostras foram levadas ao

* Tamp#&o de lise: Sucrose 320 mM + Tris-Hcl 10 mM, ph 7,5 + MgCI25 mM + Triton x-100 1% (v/v)
(reagentes: Sigma-Aldrich®)

> Tamp#o de PCR: 100l de Tamp&o de PCR 10X s/magnésio (10mM tris HCI, pH 8,0; 50mM KCI) +
40ul de 1,0mM MgCl, + 50ul de 5% glicerol + 5ul de 0,05%Tween20 (diluidol:1 em &gua) + 1000l
de agua (g.s.p) (reagentes: Sigma-Aldrich®)
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banho-maria a 100° C, durante 10 min e em seguida foram acondicionadas em freezer —
20°C.

Reacdo em cadeia da polimerase Nested (hPCR)

Para a amplificagio do DNA foram realizados dois rounds de PCR. No
primeiro, o mister mix (MM) foi preparado usando 36,35 puL de dgua livre de DNAse, o
Kit PCR®, os iniciadores do gene gag: Primer 17 e Primer 28, em 1 pL cada (Sigma-
Aldrich®). Aliquotou-se 47 uL. do MM em microtubos, e em seguida, adicionaram-se 3
uL das amostras a serem testadas, os controles positivo e negativo da reagdo. As
amostras foram levadas ao amplificador mastercycler epgradientS eppendorf® realplex,
programado com quatro estagios distintos. O primeiro a 94 °C por cinco min
(desnaturacao inicial). O segundo, com 35 ciclos, nas temperaturas: 94°C/60 segundos
(desnaturacdo), 56°C/ 60 segundos (anelamento), 72°C/45 segundos (extensdo). O
terceiro estagio ocorreu com 72 °C por sete min (extensdo final) e o Ultimo estagio
conservou as amostras a 4 °C de temperatura.

Para o segundo round, preparou-se novamente 0 MM, nas mesmas condigdes
anteriores, utilizando, neste caso, os Primer 3° e Primer 4'°, também iniciadores do
gene gag. Distribui-se 0 49 uL MM em microtubos juntamente com 1 pL do produto do
1° round. Novamente, direcionaram-se as amostras ao termociclador para a
amplificacdo molecular. Posteriormente, os produtos de nPCR das amostras foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio (2,5 ul
em 50 ml) em tampdo de corrida**. Por fim, as bandas presentes no gel foram
visualizadas em luz ultravioleta (UV) e fotodocumentadas (BARLOUGH et al., 1994;
SALTARELLI et al., 1990).

® Kit nPCR: 5 pL Tris HCI + KCI pH:8,0; 3 uL MgCl,; 0,25 uL dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e
0,4 puL de Tag DNA polimerase (reagentes: Sigma-Aldrich®)

" Primer 1: CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG (Sigma-Aldrich®)

® Primer 2: TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC (Sigma-Aldrich®)

% Primer 3: GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG (Sigma-Aldrich®)

0 primer 4: ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC (Sigma-Aldrich®)

11 Tampé&o de corrida: 53,90 g de trizma base; 3,72 g de EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid; 27,5 g
de &cido borico (reagentes: Sigma-Aldrich®)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Citotoxicidade do SDS em macrofagos do sangue caprino

Na dilui¢do e contagem diferencial dos leucdcitos, obteve-se aproximadamente
2,0 x10° leucécitos/pL, e cerca de 7,5% dessas células foram mondcitos/macréfagos.

Apdbs aplicacdo e atividade do SDS na cultura de macréfagos, pode-se
observar um aumento progressivo da atividade citolitica do SDS diretamente
proporcional a sua concentragcdo. Nas concentragdes de 1%, 0,5% e 0,25% n&o foram
observados células vivas, em comparacdo ao controle negativo, que apresentou uma
média de 10.065 macrofagos por poco (Grafico 1). No entanto, nas culturas onde se
administrou o SDS em menores concentracdes (0,1%; 0,05%, 0,025%; 0,005%)
verificou-se, em média, 0s seguintes valores: 3.939, 5.434, 7.092 e 9.582 de macrofagos

Vivos, respectivamente.
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Gréfico 1. Citotoxidade do SDS em macréfagos do sangue caprino. Quantidade média de
macro6fagos vivos por pogo em diferentes concentragdes de SDS.

Isto ocorreu, muito provavelmente, devido aos efeitos citoliticos serem
dependentes da concentracdo absoluta e razGes molares de lipidio/surfactantes. Em

concentragOes inferiores de surfactantes, as membranas celulares perdem a sua
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capacidade de barreira, aumentando a permeabilidade e, portanto, podendo levar a um
sofrimento celular (KALMANZON et al., 1992), ao passo que, em concentragdes iguais
ou superiores de surfactantes/lipidio, ocorre a lise celular (PARTEARROYO et al.,
1990).

A Figura 1 mostra a destruicdo celular, que se apresentou gradativa de acordo
com a concentragdo de SDS utilizado na cultura. Nos tratamentos com as concentragoes
de 1, 0,5 e 0,25% (figura 1- B, C e D) houve destruicdo total dos macrofagos presentes
nos poc¢os. Porém, na concentracdo de 0,1% pode-se observar a presenca de macrofagos
vivos (figura 1 - E). Sendo os macrdfagos fontes de replicagdo do CAEV (ZINK;
JOHNSON, 1994), somente com a destruicdo deles € que ocorrera a efetiva inativacao

viral, contribuindo, assim, para o seu controle.

Fonte: Ana Lidia Sousa

Figura 1. Cultura de Macrofagos submetida a diferentes concentragdes de SDS. A: Controle negativo
(aumento 100x), B, C, D, E: concentracdo de SDS de 1%; 0,5%; 0,25% (aumento 100x); 0,1%
(aumento 200x) respectivamente.
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Citotoxicidade do SDS em células somaticas do colostro e leite

Na Figura 2, observou-se as propriedades citoliticas do SDS no colostro. Nas
concentracdes de 0,25 e 0,5%, ndo ocorreu destruicdo celular, provavelmente devido a
grande quantidade de gordura presente no mesmo (Figura 2, B e C). Verificaram-se
alguns indicativos de destruigédo celular com o SDS a 1%, evidenciado, principalmente
pela reducdo do numero de células (Figura 2, D). Os efeitos citoliticos do SDS,
observados nas celulas do colostro, foram moderados devido as proporc¢des de gorduras
serem superiores as de surfactantes, tornando assim, possivel a redu¢do nos processos
de sofrimento e lise celular (PARTEARROYO et al., 1990; KALMANZON et al.,
1992).

Figura 2. Avaliacdo da acdo do SDS em colostro caprino. A: controle negativo. B, C: SDS nas
concentracdes de 0,25% e 0,5%, respectivamente, com a presencga de células vivas e sem destruicdo
celular. D: SDS a 1%, com a presenca de células vivas e leve destrui¢do celular (aumento 100x).

No leite observou-se na concentracdo de 0,25% de SDS leve destruicdo
celular, mantendo a integridade da grande maioria das células presentes (Figura 3, B).
Entretanto, nas concentracdes de 0,5 e 1% houve destruicdo total das células presentes,

comparando-as ao controle negativo (Figura 3, C e D).
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As alteracOes observadas no leite foram mais evidentes que no colostro,
provavelmente devido as maiores proporcOes de surfactantes em relagdo a quantidade
de gordura, o que promoveu maior lise celular e, consequentemente, a perda da
atividade bioldgica das células presentes no leite. Segundo Bartnik (1992), o SDS
quando adicionado em altas concentracdes, e 0 nivel de surfactante ultrapassa o nivel de
lipidios celulares, trés fases de interacdo podem ser estabelecidas. Na primeira fase, o
tensoativo pode causar alteracGes na permeabilidade da membrana. Na segunda fase, se
0 tensoativo excede concentragdo citolitica, a estrutura lamelar da membrana (arranjo da
bicamada lipidica) é solubilizada, resultando em liberagdo de proteinas, lipoproteinas e
micelas, e a completa lise celular. Na terceira fase, ocorre a separacédo de fosfolipidios e
desnaturacdo estrutural de proteinas. O SDS esta entre os tensoativo idnicos capazes de

realizar ligacOes covalentes que geralmente resultam em alteracdes conformacionais e

concomitante perda de atividade bioldgica.

Figura 3. Avaliacdo de diferentes concentraces de SDS no leite caprino. A: controle negativo, com
a presenca de células vivas. B: SDS a 0,25%, com a presenca de leve destruicdo celular e pequenos
aglutinados de debris celulares (setas). C e D: concentragdo de 0,5 e 1% de SDS, com elevado nivel
de lise celular e grandes aglutinados de debris celulares (setas) (aumento 100x).
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Efeito do tratamento do colostro e leite caprino com SDS

O gel de eletroforese com os resultados da nPCR das amostras de colostro e
leite antes e apos os tratamentos com SDS nas concentracfes de 0,25; 0,5 e 1% durante
15 min esta apresentado na figura 4. Observa-se que tanto as amostras de colostro
quanto as de leite positivos para a CAE ndo apresentaram degradacdo do DNA ap0s 0s
tratamentos, expressando resultado positivo independente das concentracdes do SDS.

Ademais, as bandas de DNA-proviral de LVPR no colostro tornaram-se
gradativamente mais evidentes, apos os tratamentos com o SDS. Observou-se que,
quanto maior a concentracdo de SDS no colostro, mais evidente foi a expressdo de
DNA-proviral. Nesse caso, como o SDS é um detergente com a capacidade de
solubilizar lipideos e proteinas (SHAPIRO et al., 1967; SINGER; TIEERDEMA,
1993), provavelmente, estes foram gradualmente degradados de acordo com as
concentracfes em cada amostra, expondo mais facilmente o material genético para os

processos de extracdo de DNA. No leite esta acdo ndo foi observada.
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Fonte: Ana Lidia Sousa

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio,
exibindo a amplificacdo do DNA proviral do CAEV (187pb) das amostras de
colostro e leite. P (padrdo molecular: DNA ladder 1kb); C+ (controle positivo da
reacdo); C- (controle negativo da reacdo); 1 (amostra de colostro sem
tratamento); 2, 3 e 4 (amostras de colostro tratados com SDS a 0,25; 0,5 e 1%,
respectivamente); 5 (amostra de leite sem tratamento), 6, 7 e 8 (amostras de leite
tratado com SDS a 0,25; 0,5 e 1%, respectivamente).
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Co-cultivo com MSC e células somaticas do colostro e leite caprino

A Tabela 1 mostra a relacdo de efeitos citopaticos virais, visualizados nas
células de MSC apds 63 dias de co-cultivo com as celulas de colostro e de leite caprino,
tratados com SDS a 0,25; 0,5 e 1%, durante 15 min.

Nos tratamentos realizados com o colostro adicionado de 0,25 e 0,5 de SDS,
observou-se uma diminuicdo gradual na presenca de sincicios, destruicdo celular e
vacuolizacdes, em relacdo ao tratamento controle, sem a adicdo de SDS (S/SDS). Na
concentracdo de 1% néo foram observados efeitos citopaticos caracteristicos de infec¢do
pelo CAEV.

Em relagdo ao leite, o tratamento com SDS a 0,25 ocasionou redugdo na
presenca de sincicios e destruicdo celular, em relacdo ao tratamento controle (S/SDS).
Foi observada leve vacuolizacao, somente nas células do tratamento controle (S/SDS), e
nos demais tratamentos com concentracbes de SDS, ndo se observou este efeito
citopatico. Na concentracdo de 0,5 e 1% de SDS ndo foram visualizados efeitos
citopaticos que caracterizassem uma infeccédo viral pelo CAEV.

A reducdo dos efeitos citopaticos virais observadas nos co-cultivos de leite e
colostro, podem ser provenientes da agéo antiviral do SDS. Segundo Piret et al. (2002),
0 SDS em contato com particulas virais livres, mostra-se um potente inibidor da
infecciosidade de virus envelopados e ndo envelopados, atuando na desnaturacdao de
proteinas do capsideo e envelope de virus com o HIV-1, HSV e HPV. Em relacdo aos
mondcitos/macréfagos o SDS pode promover alteragdes na permeabilidade da
membrana celular e na estrutura lamelar da membrana (arranjo da bicamada lipidica),
que pode ser solubilizada. Isto dependera das raz6es molares do produto quimico e dos
lipidios do meio (BARTNIK, 1992; BENOIT et al., 1987; PARTEARROYO et al.,
1990).
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Tabela 1. Niveis dos efeitos citopaticos nas células de MSC apds co-cultivo com
células de colostro e leite tratados com SDS.

Trat t SDS (%
Efeitos ratamentos com (%)

Citopaticos . Colostro ) N Leite

c C S/sbs 025 05 1 C C S/ISDS 0,25 05 1
Sincicio S = = + - - - 4t ++ +(+) - -
Vacuolizagdo - ++ + +) = - . ++ (+) ) o
Destruicéo - 4+ + (+) ) - -+t ++ +(+) - -
Celular

C": controle negativo; C": controle positivo, S/SDS: sem SDS. -: sem efeito citopatico; (+): efeito muito
leve; +: efeito leve; +(+): efeito leve a moderado; ++: efeito moderado; +++: efeito intenso.

A Figura 5 mostra os efeitos citopaticos virais visualizados nas culturas
provindas das células de colostro e de leite caprino tratados com SDS. Observou-se
células multi-nucleadas, vacuolizacdo e destruicao celular, nas culturas sem adicao de
SDS (Figura 5, C e I). Estes efeitos citopaticos virais foram depreciados gradualmente,
conforme a concentragdo de SDS dos tratamentos. Ao passo que, nas concentragdes de
SDS de 1% no colostro, ndo se observaram células com caracteristicas de infeccéo viral
(Figura 5, E). No leite, este efeito foi observado nas concentraces de SDS a 0,5 e 1%
(Figura5, KeL).

Além disso, nas concentracbes de 0,5 e 1% no colostro e no leite,
evidenciaram-se células de descamacdo da glandula mamaéria caracterizadas por formas
mais arredondadas e ndcleo maior em comparagdo com as da MSC (Figura 5, E, Fe K -
setas). Células estas, provindas, provavelmente, células de descamacdo da glandula
mamaria, oriundas do colostro ou leite.

Os efeitos citopaticos virais se mostrou mais atenuante nas amostras de
colostro em comparagdo as amostras de leite. Essa diferenca pode estd diretamente
relacionada as células de defesa (mondcitos e macrdfagos) e as moléculas lipidicas, que
se fazem presentes em maior quantidade no colostro, fazendo com que o SDS néo seja
tdo eficiente, devido as proporces de gorduras serem superiores as de surfactantes,
tornando assim, possivel a reducdo nos processos de sofrimento e lise celular
(PARTEARROYO et al., 1990; KALMANZON et al., 1992). Em relagdo aos
monacitos/macréfagos, quando ndo destruidos carreiam o virus a nivel celular e de
rebanho (HERRMANN-HOESING et al., 2007).



Fonte: Ana Lidia Sousa

60

Figura 5. Co-cultivo com células de MSC e células somaticas do colostro e do leite. A e G:
controle negativo da cultura, somente células de MSC (aumento 100x e 125x, respectivamente); B e
H: controle positivo da cultura, com presenca de sincicios (cepa padrdo CAEV-Cork) (aumento
100x); C e J: tratamento controle (S/SDS) com as células de colostro e de leite, respectivamente,
com a presenga de sincicio, vacuolizacdo e destruicao celular (aumento 200x). D, E e F: tratamento
com SDS a 0,25; 0,5 e 1% no colostro, respectivamente. D: SDS a 0,25% observa-se presenca de
sincicio com quatro nucleos (circulo) e células de tamanho visivelmente maior (aumento 200x). E:
tratamento com SDS a 0,5%, com presenca de células visivelmente maiores e arredondadas (setas)
(aumento 200x). F: tratamento com SDS a 1%, sem presenca de efeitos citopaticos, somente
algumas células de morfologia diferenciada das demais, provenientes do colostro (seta) (aumento
100x). J, K e L: tratamento com SDS a 0,25; 0,5 e 1% no leite, respectivamente.; J: tratamento com
SDS a 0,25%, com presenga de sincicio com seis nudcleos (circulo) e células de tamanho
visivelmente maior (aumento 200x); K: tratamento com SDS a 0,5%, com presenca de células
visivelmente maiores (setas) (aumento 200x); L: tratamento com SDS a 1%, sem presen¢a de
efeitos citopaticos (aumento 100x).
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Anédlise da suspensdo e sobrenadante celular do co-cultivo de colostro e leite por
nPCR

Nas analises da suspensdo e sobrenadante celular, pelo teste de nPCR,
observou-se, que ao longo de 63 dias de co-cultivo, as amostras de colostros
apresentaram resultados positivos pelo menos uma vez, , independente do tratamento
com SDS (Figura 6, A e B).

Em relacdo as amostras provindas do co-cultivo do leite, os tratamentos com
SDS nas concentracbes de 0,25 e 0,5% apresentaram resultado positivo em todas as
reacOes. No entanto, a concentracdo de SDS a 1% ndo apresentou resultado positivo em

nenhuma das amostras moleculares ao longo do experimento (Figura 6, C e D).

PC+ C 9 1011 12 13 1415 16 1718 19 20 P C+ C- 21 22 23 24 25 26

|
—J

187 pb Y

21 dias 42 dias 63 dias

C+ C- 27 28 29 30 31 32 P C+ C-33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

P
o 1
=

21 dias 42 dias 63 dias

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, exibindo a
amplificagdo do DNA proviral do CAEV (187pb) de 21, 42 e 63 dias de co-cultivo das amostras de
colostro e leite. A e B referente aos testes com colostro: P (padrdo molecular: DNA ladder 1kb); C+
(controle positivo da reacdo); C- (controle negativo da reacdo); 9, 15 e 21 (controles negativos da
cultura); 10, 16 e 22 (controles positivos da cultura); 11, 17 e 23 (tratamento controle, colostro
SISDS), 12, 13,14, 18, 19, 20, 24, 25, 26 (amostras dos tratamentos com SDS a 0,25; 0,5 e 1%, de
21, 42 e 63 dias, respectivamente). C e D: referente aos testes com leite: P (padrdo molecular: DNA
ladder 1kb); C+ (controle positivo da reagdo); C- (controle negativo da reacdo); 27, 33 e 39
(controles negativos da cultura); 28, 34 e 40 (controles positivos da cultura); 29, 35 e 41 (tratamento
controle, colostro S/SDS), 30, 31, 32, 36, 37, 38, 42, 43 e 44 (amostras dos tratamentos com SDS a
0,25; 0,5 e 1%, respectivamente).

Os dados encontrados neste estudo mostraram que o SDS apresentou atividade
inibitéria contra 0 CAEV no colostro, pois os efeitos citopaticos foram diminuindo

gradativamente conforme as concentragdes, no entanto sem proporcionar uma completa
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inativacéo viral. Em relagéo ao leite, o SDS em concentragOes de 0,25 e 0,5%, obteve
atividade inibitéria parcial contra 0 CAEV, pois os efeitos citopaticos foram diminuindo
conforme as concentracdes. Entretanto a concentracdo de 1% de SDS desempenhou
uma completa inativacédo viral contra 0 CAEV em cultura, devido a presenca de células
sem caracteristicas infecciosas do virus, e o nPCR negativo para o CAEV.

Realizando um comparativo entre a atividade viral do SDS no CAEV e o0s
dados encontrados na literatura referentes ao HIV-1, observa-se, que o SDS, para obter
um resultado significativo na inativacdo viral do CAEV, necessitou de concentracdes
até 10 vezes maiores do que as usadas por Urdaneta et al. (2005), que em suas
pesquisas, avaliaram um sistema rapido in vitro (MAGI - Multinuclear Activation of
Galactosidase Indicator) que quantifica a infecciosidade viral ap6s o tratamento
microbicida, e constataram que o uso de SDS a 0,1 e 0,5%, durante 10 minutos, em
culturas células HelLa, foi suficiente para inibir totalmente o indice de infegdo viral
ocasionado pelo HIV-1 em leite materno. As concentragfes utilizadas em estudos
realizados por Krebs et al. (1999) no HIV-1 foram de 0,025 a 0,05% de SDS, ou seja,
entre 20 e 40 vezes menor em relacdo a concentracdo de 1% utilizadas no presente
estudo.

Uma maior resisténcia dos LVPR em rela¢do ao HIV também foi observada
por Thormar et al. (1994), quando utilizaram varios inibidores virais, dentre eles:
lectinas derivadas de plantas (LOA, GNA, NPA, CA, GIcNAc, UDA, Gal-4, GalNAc,
SNA-II, BPA, IRA, SBA, Neu5Ac, Gal / GalNAc), TIBO-RT (inibidor da transcripitase
reversa) e 0 AZT (3'-Azido-2',3'-dideoxythymidine). Estes autores verificaram que, para
inativacdo do MVV, necessitou-se de uma quantidade de 12 a 40 vezes maior de
lectinas, 200 a 300 vezes maior de TIBO-RT e 5 a 10 vezes maior de AZT, que as
utilizada no HIV.
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CONCLUSOES

Os niveis citotoxicos foram diretamente proporcionais as concentracfes
molares de SDS/lipideos presentes no colostro ou no leite caprino, sendo que no leite, 0
SDS apresentou maior nivel de citotoxicidade, devido a menor quantidade de gordura
presente.

A atividade viral, nas concentracdes de 0,25; 0,5 e 1% de SDS no colostro
promoveu inibicdo parcial dos efeitos citopaticos virais.

No leite, o0 SDS nas concentragfes de 0,25 e 0,5% inibiram parcialmente,

enquanto que a concentracdo a 1% promoveu a inativacao eficiente do virus da CAE.
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CAPITULO 3

AVALIACAO IN VIVO DO DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS)
COMO INATIVADOR QUIMICO DO VIRUS DA ARTRITE-
ENCEFALITE CAPRINA (CAEV) EM LEITE E COLOSTRO
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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar in vivo a agao do dodecil sulfato de s6dio (SDS) no
colostro e leite caprino infectado com o virus da Artrite-Encefalite Caprina (CAEV),
bem como a receptividade dos cabritos a ingestdo do leite e colostro tratados com o
quimico. Foram utilizados 31 animais distribuidos em trés grupos experimentais que
receberam colostro ¢ leite com concentracdes de SDS de 0,25; 0,5 e 1%, durante seis
dias de tratamento. Foram constituidos, também, dois grupos controles, negativo e
positivo. Observou-se que as trés concentragdes de SDS no colostro ndo promoveram
alteragdes clinicas significativas no periodo de 24h de tratamento. Entretanto, com a
continuidade da administragdo do SDS no leite nas concentracdes de 0,5% e 1,0%
observou-se diarreia leve e morte em mais de 50% dos animais, respectivamente. Além
disso, as trés concentragdes de SDS nao foram efetivas na inativagdo do CAEV no

colostro e leite caprino, comprovada pela soroconversiao dos animais.

Palavras-Chave: Inativacao viral, Macrofagos, Surfactante
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ABSTRACT

Objective of the research was to assess in vivo the action of sodium dodecyl sulfate
(SDS) in colostrum and milk goats infected with the Caprine Arthritis-Encephalitis virus
(CAEV) and the receptivity of the animals to the milk and colostrum intake treated with
the chemical. Were used 31 newborn goats divided into three experimental groups
receiving milk and colostrum with SDS concentrations of 0,25; 0,5 and 1% during six
days of treatment. Were constituted also two controls, positive and negative groups. It
was observed that the three SDS concentration in colostrum did not cause significant
changes in clinical treatment period of 24 hours. However, with continuity of
administration SKS milk in 0.5% and 1.0% concentrations was observed mild diarrhea
and death of more than 50% of animals respectively. Additionally, the three
concentrations of SDS were not effective in the inactivation of CAEV in goats

colostrum and milk, confirmed the seroconversion of the animals.

Keywords: viral inactivation; macrophages; surfactant
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INTRODUCAO

As lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPRs) sdo enfermidades causadas
por virus da familia Retroviridae, género Lentivirus, representados por dois grandes
grupos filogenéticos, o virus da Maedi-Visna (MVV) e o virus da Artrite-Encefalite
Caprina (CAEV) (PISONI et al., 2005). A Artrite-Encefalite Caprina (CAE) ¢ uma
enfermidade incurdvel, de carater infectocontagioso (ADAMS; CRAWFORD, 1981),
que acarreta, de modo geral, grandes perdas econOmicas a caprinocultura
(GREENWOOD, 1995; CARNEIRO, 2011), e clinicamente, ocasiona pneumonia
intersticial, encefalite, artrite, mastite, emagrecimento progressivo (PHELPS; SMITH,
1993), além de problemas neurolégicos em cabritos, responsavel por incoordenagio,
tremores musculares e paralisia (CALLADO et al., 2001).

O virus da CAE apresenta tropismo por células do sistema monocitico-
fagocitario, e estas, se fazem presentes no sangue, colostro, leite, entre outros fluidos
bioldgicos (ZINK; JOHNSON, 1994). A transmissdo lactogénica (via colostro e leite) é
um modelo natural de infec¢do, reconhecida pelos lentivirus de modo geral, que garante
uma disseminacdo do virus entre geracdes, e sua persisténcia em rebanhos, em nivel
populacional. Além disso, desempenha um papel fundamental na biologia dos LVPRs,
por tratar-se da principal via de transmissdo da lentivirose (PISONI et al., 2010; PEPIN
et al., 1998), devido a extensa quantidade de células infectadas presentes no leite e
colostro, dentre elas, mondcitos e/ou macrofagos (ROWE et al., 1992). Segundo
Herrmann-Hoesing et al. (2007), os animais sdo expostos a infeccdo, através do trato
gastrointestinal, pela ingestdo do colostro infectado, tanto pelo virus livre como pelo
pro-virus presente no interior de mondcitos/macrofagos.

Estudos correlacionam a atividade inibitéria de micro-organismos com 0 uso
de aditivos quimicos para o leite (MULLER; SYHRE 1975; KREBS et al., 1999;
URDANETA et al., 2005). Dentre estes, o dodecil sulfato de sédio (SDS) é um agente
surfactante, com propriedades lisantes e citoliticas, que apresenta uma possivel
atividade antiviral, em protétipos do HIV-1(Imunodeficiéncia Humana), HSV (herpes
virus) e HPV (papiloma virus) em culturas celulares (PIRET et al., 2002). Urdaneta et
al. (2005) e Krebs et al. (1999) demonstraram que o SDS a 0,1% pode ser eficaz na
inativacdo do HIV-1 no leite e relataram que esta concentracao esta de acordo com 0s
limites seguros para o consumo infantil. Além disso, outros estudos indicam que o SDS

a 1% no colostro, é um biocida eficiente, e que os cabritos alimentados ndo sofreram
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déficit na transferéncia passiva imune, bem como problemas de saide (MORALES-DE
LA NUEZ et al., 2011).

Questiona-se que o SDS poderia ser usado no bloqueio da transmissao do virus
da CAE pelo colostro e leite. Diante do exposto, 0 objetivo da pesquisa foi avaliar in
vivo a acdo do dodecil sulfato de sddio (SDS) no colostro e leite caprino infectado com
0 virus da Artrite-Encefalite Caprina, além da receptividade dos animais ao produto

quimico.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Embrapa Caprinos e Ovinos de acordo com o protocolo de N° 012/2014.

Local e periodo do experimento

O experimento foi realizado nos laboratdrios de virologia, biologia molecular e
patologia clinica e no campo experimental da Embrapa Caprinos e Ovinos, no periodo
de fevereiro a novembro de 2015. A Embrapa esta localizada no Municipio de Sobral,
na regido norte do Estado do Ceara (latitude 3° 45°0,5"sul, longitude 40° 20°45,8" oeste,
111 metros de altitude). O clima da regido, pela classificacdo de Koppen, ¢ Aw de
Savana (MILLER, 1971), caracterizado por um periodo chuvoso (inverno) de janeiro a
junho e um periodo seco (verdo) de julho a dezembro, com temperaturas elevadas ao
longo do ano, apresentando médias maximas de 32°C e minimas de 22°C e pluviosidade

média de 759 mm/ano.

Grupos experimentais

As concentragdes de SDS a 0,25; 0,5 e 1 % foram testados em 31 cabritos,
machos, nascidos de fémeas comprovadamente negativas pelo teste Western blot (WB)
e reacdo em cadeia de polimerase nested (nPCR). Cada grupo experimental foi
composto de sete cabritos. Formaram-se também dois grupos controle (positivo e
negativo), composto de cinco animais cada (Tabela 1). O grupo controle positivo

recebeu colostro e leite de animais positivos sem tratamento. No grupo controle
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negativo, os cabritos receberam colostro e leite de animais negativos tratados
termicamente (56°C por uma hora). Os animais foram separados imediatamente apos o

nascimento, pesados e submetidos aos mesmos testes de nPCR ¢ WB.

Tabela 1. Descri¢ao dos Grupos Experimentais

Grupos N° de Animais Tratamento
c 5 Controle Positivo
C 5 Controle Negativo
Gl 7 SDS a 0,25%
G2 7 SDS a 0,5%
G3 7 SDS a 1%

Diluicéo do SDS

Adaptou-se a metodologia utilizada por Urdaneta et al. (2005) para a diluicdo
do SDS. Preparou-se, portanto, uma concentracdo padrao (CP) a 10%, utilizando-se 100
g de SDS (C12H2sNAO,S - CQuimica®) para cada 1000 mL de dgua milli-Q estéril, e a
armazenou em temperatura ambiente e ao abrigo de luz, até a sua utilizacdo. Para a
formacéo das concentracdes de 0,25; 0,5 e 1% utilizaram-se, respectivamente, 25, 50 e
100 mL da CP para cada litro de colostro ou de leite caprino utilizado na alimentacao

dos animais de cada grupo experimental.

Preparo do in6culo com o SDS e administraciao do colostro/leite

Colostro e leite frescos, de cabras sabidamente positivas por meio dos testes de
nPCR e WB , foram coletados diariamente e combinados em pool por coleta. Antes de
qualquer tratamento coletou-se uma aliquota (10 mL) de colostro ou de leite para o teste
de nPCR, para identificar a presen¢a do virus da CAE nas amostras. Em seguida, o pool
de colostro ou de leite foi tratado com SDS nas concentracdes de 0,25; 0,5 e 1%,
durante 15 min, e oferecido aos cabritos. Os tratamentos com o pool de colostro e de
leite foram administrados aos animais, conforme mostra Tabela 2, ¢ a administracdao dos

tratamentos ocorreram por um periodo de seis dias.
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Tabela 2. Administra¢ao do colostro ou leite caprino durante o periodo do experimento

Grupo Tratamento Periodo Quant. (PV)' Especificacio
(C+)2 Colostro 24h 10% Colostro/leite provindo de cabras
Leite 5d 20% positivas.
( C')3 Colostro 24h 10% Colostro tratado termicamente e leite
Leite 5d 20% pasteurizado.
Gl Colostro 24h 10% Colostro/leite tratado com 0,25% de
Leite 5d 20% SDS
G2 Colostro 24h 10% Colostro/leite tratado com 0,5% de
Leite 5d 20% SDS
G3 Colostro 24h 10% Colostro/leite tratado com 1% de
Leite 5d 20% SDS

I:quantidade de alimento a partir do peso vivo do animal, “:Controle positivo, “:controle
negativo.

Avaliacio das aliquotas de colostro e leite positivo para CAE

e Preparo das amostras

As aliquotas de leite e colostro provindo das cabras positivas para CAE foram
centrifugadas a 3.000 g, durante 15 min, a 4°C. Em seguida, com auxilio de uma
espatula, retirou-se a camada lipidica e descartou-se o sobrenadante. Logo apos,
transferiu-se o pellet para microtubos tipo eppendorf®, contendo 1000 uL PBS 1X.
Realizou-se a homogeneizacdo em vértex e uma nova centrifugacdo nas mesmas
condicdes. Este procedimento de lavagem foi realizado cinco vezes. Por fim, descartou-
se 900 pL do sobrenadante e homogeneizou-se o pellet com os 100 pL restantes no
microtubo (SARDI et al, 2012; ANGELOPOULOQU et al., 2005; KARANIKOLAOU et
al., 2005).

e Extracdo de DNA do leite e Colostro
Extraiu-se 0 DNA amostral com o preparo do mix de extracdo (ME) contendo

380 pL de solucéo de digestdo™® e 20 pL Proteinase K3, por amostra. Adicionou-se
entdo, 400 pL do ME a cada microtubo com o pellet de células. Os tubos foram levados

12 Solugéo de digestao: Tris-HCI 10 mM (trizma base a 0,121g, para 80 mL de H,0) + 0,372 g de EDTA;
0,0584g de NaCl, SDS & 0,5%)

13 Proteinase K: 20 mg/mL, Tris-HCI 10 mM (trizma base a 0,121g, para 80 mL de H,0, pH: 7,5) + 0,29
g de ClICa + 100 mL de glicerol (reagentes: Sigma-Aldrich®).
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ao banho-maria a 55°C por 2 h, sendo homogeneizados a cada 30 min. Ap6s incubacao,
foram centrifugados por 5 min a 16.100 g, e os sobrenadantes transferidos para um novo
microtubo. Em seguida, adicionou-se 200 pL de cloreto de litium (7,5 M) e as amostras
foram submetidas a -80 °C de temperatura, por 10 min. Posteriormente, foram
centrifugadas por 15 min a 16.100 g. O sobrenadante de cada amostra foi novamente
transferido para um novo microtubo. Adicionou-se 1.000 pL de etanol 100% e
inverteram-se 0s tubos aproximadamente 50 vezes, até a precipitacio do DNA. Em
seguida, os microtubos foram novamente centrifugados a 16.100 g, por 10 min. Apos,
adicionou-se 1.000 pL de etanol 70%, e as amostras foram centrifugas a 16.100 g por 5
min. Entdo, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e os tubos invertidos em
papel de filtro por 30 min. Posteriormente, ressuspendeu-se o pellet em 50 pL de agua
estéril, homogeneizou-se em vortex e incubou-se em banho-maria a 55 °C por 5 min,
seguido de nova homogeneizagdo. Por fim, centrifugou-se cada amostra por 10
segundos a 16.100 g as estocou a -20 °C (GRIMBERG et al., 1989).

Monitoramento dos Animais Experimentais

e C(Coletas de sangue e preparo das amostras

Os animais foram submetidos as coletas de sangue, para os testes de
diagnostico, que foram realizadas as Oh, 7 dias, 15 dias, 30 dias e mensalmente até
finalizar o periodo de 6 meses. O sangue dos animais foi coletado por venipuncao da
jugular com auxilio de coletor, agulha e tubos do tipo vacutainer® de SmL, com EDTA
(etileno-diamino-tetracético) e com tubos de 10 mL sem anticoagulante. As amostras
foram centrifugadas a 3000 g por 15 min. Os soros sanguineos, provindo dos tubos sem
anticoagulante, foram armazenados em microtubos tipo eppendorf® e congelados a
-20°C até a realizagdo do WB. As amostras com EDTA foram submetidas a
centrifugacdo e extrairam-se os leucdcitos. Estes foram transferidos para microtubos de
1,5 mL, tipo eppendorf®. A obtencdo destas células foi realizada por meio de trés
lavagens com cloreto de amonia (0,84%) e duas com 1000 pL tampao sodio fosfato™,

por meio de centrifugacdo a 1.500 g por 5 min cada. Ap6s a ltima lavagem, retirou-se

" Tampio sodio fosfato (PBS 1 X): 8g de NaCl; 0,2g de KCI; 0,2g de KH,PO,; 1,15g de Na,HPO,; 1000
mL de H,0
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900 pL do sobrenadante, ¢ homogeneizaram-se as células com os 100 pL restantes.

Posteriormente, as amostras foram armazenadas a -20 °C.

e Extracdo de DNA de leucdcitos do sangue

Extraiu-se 0 DNA amostral com o preparo do mix de extracdo (ME) contendo
380 pL de solucéo de digestdo™ e 20 pL Proteinase K, por amostra. Adicionou-se
entdo, os 400 uL do ME a cada microtubo com o pellet de células. Os tubos foram
levados ao banho-maria a 55°C por 2 h, homogeneizando-os a cada 30 min. Apos
incubacdo, foram centrifugados por cinco minutos a 16.100 g, e transferiu-se, o
sobrenadante, para um novo microtubo. Em seguida, adicionou-se 200 pL de cloreto de
litium (7,5 M) e as amostras foram submetidas a -80 °C, por 10 min, e centrifugadas por
15 min a 16.100 g. O sobrenadante de cada amostra foi novamente transferido para um
novo microtubo. Adicionou-se 1.000 puL de etanol 100% e inverteram-se 0s tubos
aproximadamente 50 vezes, até a precipitacdio do DNA. Em seguida, os microtubos
foram novamente centrifugados a 16.100 g, por 10 min. Apdés, adicionou-se um mL de
etanol 70%, e as amostras foram centrifugas a 16.100 g por 5 min. Entdo o sobrenadante
foi cuidadosamente descartado e os tubos invertidos em papel de filtro por 30 min.
Posteriormente, ressuspendeu-se o pellet em 50 pL de &gua estéril, homogeneizou-se
em vortex e incubou-se em banho-maria a 55°C por 5 min, seguido de nova
homogeneizacdo. Por fim, centrifugou-se cada amostra por 10 segundos a 16.100 g e as
estocou a -20 °C (GRIMBERG et al., 1989).

Testes de diagnostico

e Reacdo em cadeia da polimerase nested (hPCR)

Para a amplificagdo do DNA foram realizados dois rounds de PCR. No

primeiro, o mister mix (MM) foi preparado usando 36,35 uL de agua livre de DNAse, o

15 Solugéo de digestao: Tris-HCI 10 mM (trizma base a 0,121g, para 80 mL de H,0) + 0,372 g de EDTA;
0,0584g de NaCl, SDS a 0,5%) (reagentes: Sigma-Aldrich®)
18 proteinase K: 20 mg/mL [Tris-HCI 10 mM (trizma base a 0,121g, para 80 mL de H,0, pH: 7,5) + 0,29
g de CICa + 100 mL de glicerol] (reagentes: Sigma-Aldrich®)
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Kit PCRY, os iniciadores do gene gag: Primer 1'® e Primer 2*°, em 1 puL cada (Sigma-
Aldrich®). Aliquotou-se 47 uL do MM em microtubos, e em seguida, adicionaram-se 3
uL das amostras a serem testadas, os controles positivo e negativo da reacdo. As
amostras foram levadas ao amplificador mastercycler epgradientS eppendorf® realplex,
programado com quatro estagios distintos. O primeiro a 94 °C por cinco min
(desnaturacdo inicial). O segundo, com 35 ciclos, nas temperaturas: 94°C/60 segundos
(desnaturacao), 56°C/ 60 segundos (anelamento), 72°C/45 segundos (extensdo). O
terceiro estagio ocorreu com 72 °C por sete min (extensdo final) e o Gltimo estagio
conservou as amostras a 4 °C de temperatura.

Para o segundo round, preparou-se novamente 0 MM, nas mesmas condigdes
anteriores, utilizando, neste caso, os Primer 3% e Primer 4?!, também iniciadores do
gene gag. Distribui-se 0 49 uL. MM em microtubos juntamente com um pL do produto
do 1° round. Novamente, direcionou-se as amostras ao termociclador para a
amplificagdo molecular. Posteriormente, os produtos de nPCR das amostras foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio (2,5 ul
em 50 ml) em tampdo de corrida®. Por fim, as bandas presentes no gel foram
visualizadas em luz ultravioleta (UV) e fotodocumentadas (BARLOUGH et al., 1994;
SALTARELLI et al., 1990).

o  Western blot (WB)

Para a realizagdo do WB, utilizou-se antigeno (Ag) produzido pelo Laboratério
de Virologia da Embrapa Caprinos e Ovinos. O Ag derivou de cultivos secundarios de
membrana sinovial caprina (MSC), infectadas com cepa padrao CAEV-Cork
(PINHEIRO et al., 2011).

Na realizacdo da eletroforese SDS-PAGE, utilizou-se gel de separagdo a 12,5%
e gel de concentracao a 4%. No preparo das amostras, 6,2 uL de Ag CAEV-Cork foram
diluidos em 8,8 pL de tampao de amostra (TA), e adicionados no primeiro pogo ¢ 20uL

de amostra padrao (GE Healthcare, AmershamTM, LMW Electrophresis, 17-004-01) no

Y Kit NPCR: 5 uL Tris HCI + KCI pH:8,0; 3 pL MgCl,; 0,25 uL dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e
0,4 uL de Tag DNA polimerase (reagentes: Sigma-Aldrich®)

'8 primer 1: CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG (Sigma-Aldrich®)

9 Primer 2: TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC (Sigma-Aldrich®)

2 primer 3: GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG (Sigma-Aldrich®)

2 Primer 4: ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC (Sigma-Aldrich®)

22 Tampéo de corrida: 53,90 g de trizma base; 3,72 g de EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid; 27,5 g
de &cido borico (reagentes: Sigma-Aldrich®)
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poco seguinte do gel. Ajustou-se o aparelho para 170V, 1A por 2h (PINHEIRO et al.,
2011). Apds a separagdo proteica, houve transferéncia passiva destas, para membrana de
nitrocelulose (MN - Dura-blottm 0,45um - SIGMA), por meio da montagem de placas
de vidro com o gel e a MN em forma de sanduiche, segundo metodologia descrita por
Tesoro-Cruz et al. (2009).

Realizou-se o bloqueio das MN com PBS-1X, por uma hora, a temperatura de
25 a27 °C. Em seguida, foram lavadas com tampao fosfato-Twinm (PBS-T 0,05%), trés
vezes por 5 min cada lavagem. Po6s-lavagem, as membranas foram cortadas em tiras e
enumeradas. Em tubos de ensaio, colocou-se 2,45 mL de tampao fosfato (PBS-1X), as
tiras e 50 puL dos soros sanguineos, sob leve agitacdo por 30 min. Em seguida, lavaram-
se as tiras trés vezes com PBS-T 0,05% por 5 min. O conjugado IgG coelho anti-cabra
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi diluido a 1:20.000 e distribuido nas tiras, nas
condi¢des anteriormente descritas. Apds uma hora, as tiras foram lavadas com PBS-T
0,05% por duas vezes e uma lavagem com PBS 1X, por cinco min cada. Para a
revelagdo usou-se o substrato (5 mg de 4-cloronapthol, 8,32 mL de PBS 1X; 10 mg
Diaminobezidine - DAB, 10 mL de PBS 1X; 1,66 mL de metanol) sobre as tiras, por 30
segundos em ambiente escuro. A reagdo foi acompanhada e interrompida com agua

destilada (PINHEIRO et al., 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avalia¢ao da receptividade dos cabritos ao colostro e leite tratado com SDS

Durante o periodo de aleitamento experimental, os animais do grupo G1 ndo
apresentaram alteragdes clinicas, mostrando boa receptividade ao consumir o leite € o
colostro tratados com SDS em todas as concentragdes (Figura 1 — A). Os animais
pertencentes ao grupo G2 e G3, obtiveram boa aceitacdo do colostro tratado com SDS a
0,5 e 1%, respectivamente, sem apresentar possiveis danos fisioldgicos. Contudo,
observou-se, que no periodo de ingestao do leite, nas mesmas concentragdes de SDS,
ambos os grupos apresentaram rejeicdo ao consumo do leite tratado. Para a aceitagdo
pelos animais, ao leite tratado, adicionou-se, a cada 200 mL de leite, 2g de
palatabilizante Nesquik (Nestle®). Verificou-se que, apos 24 horas de tratamento, todos

os animais do grupo G2 (7/7) apresentaram leve diarreia, provavelmente, devido ao
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consumo do leite com o surfactante (Figura 1 — B). Ainda assim, os animais
permaneceram no experimento até a finalizagdo dos seis dias de administragdo do

quimico.

Figura 1. Efeito do tratamento com SDS in vivo. A: grupo G1 apresentou boa aceitagdo ao
colostro/leite com SDS a 0,25 %. B: animal do grupo G2 apresentou diarreia. G3: animais mortos
(4/7) com o tratamento.

Em relacdo ao grupo G3, apds 24h o consumo do leite tratado com SDS a 1%,
57,1% (4/7) dos animais vieram a 6bito e os demais apresentaram forte diarreia e apatia,
muito provavelmente em decorréncia da ingestdo do SDS (Figura 1 — C). Diante do
fato, optou-se pela suspensdo do tratamento para mantenga e acompanhamento dos
animais restantes até o fim do experimento.

Estes efeitos adversos, que ocorreram nos animais dos grupos G2 e G3,
decorreram provavelmente da agdo lisante do SDS, que ndo foi totalmente emulsificado
aos lipidios presentes no leite, gerando possiveis lesdes nas células presentes nas
paredes gastrointestinais dos animais.

O SDS pode ocasionar alteragdes na permeabilidade da membrana celular, ja
que, em contato direto com células, sua estrutura alvo é a membrana celular (BENOIT
et al., 1987; PARTEARROYO et al.,, 1990). Além do mais, o SDS em altas
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concentragOes, pode ocasionar trés fases de interacdo entre surfactante/lipideos. Na
primeira fase, o tensoativo pode causar alteragdes na permeabilidade da membrana. Em
seguida a estrutura lamelar da membrana (arranjo da bicamada lipidica) é solubilizada,
resultando em liberacdo de proteinas, lipoproteinas e micelas, e a completa lise celular,
caracterizando a segunda fase. Por fim, pode ocorrer a separacdo de fosfolipidios e
desnaturacdo estrutural de proteinas (terceira fase) (BARTNIK, 1992).

Segundo Morales-de La Nuez et al. (2011), o tratamento com SDS a 1% em
colostro de cabra, proporcionou a redug¢do da carga bacteriana e a menor destrui¢ao do
nivel de IgG, em comparagdo aos dados observados na pasteurizagdo. Além disso,
cabritos alimentados com SDS a 1% no colostro ndo apresentaram déficit patologicos e
alteragdes na transferéncia passiva-imune do animal.

Kimura e Yoshida (1982), em estudos farmacologicos, observaram a reducédo
das atividades enzimaticas, ap6s a administracdo dietética do SDS a 0,25% na
alimentacdo de camundongos. Durante a experimentagdo, foram observadas diarreia,
esfoliacdo das membranas gastrointestinais e a desnutricdo dos animais.

Os dados observados nesse estudo, com a administragdo somente do colostro
tratado com o SDS corroboram com Morales-de La Nuez et al. (2011), nos quesitos de
transferéncia passiva imune e na saude animal. Em adicdo, o SDS pode ocasionar
efeitos adversos, quando administrado na alimenta¢do, corroborando com os dados de

Kimura e Yoshida (1982).

Resultado do nPCR em colostro e leite caprino

Na figura 2, observa-se os testes de nPCR das amostras de colostro e de leite
que foram utilizados ao longo dos seis dias de aleitamento experimental. Notou-se
resultado positivo em duas das trés amostras de colostro. No leite, foi detectado DNA-
proviral em 70% (7/10) das amostras ao longo do aleitamento. Portanto, observa-se que
os animais foram expostos ao virus em todos os dias do aleitamento.

A detecdo do CAEV no leite pode sugerir a presenga de infec¢dao viral da
glindula mamadria, e apresentar um status de elimina¢do do virus por esta via de
transmissdo (PERETZ et al., 1993). Deste modo, ocorre absor¢do do virus no leite, por
meio desta via, que favorece a dissemina¢do da enfermidade (HERRMANN-HOESING
etal., 2007)
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, exibindo a
amplificacdo do DNA proviral do CAEV (187pb) das amostras de colostro e leite de cabras
positivas para CAE. P (padrdo molecular: DNA ladder 1kb); C+ (controle positivo da reacdo);
C- (controle negativo da reacdo); 1, 2 e 3 (amostra de colostro); 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13
(amostras de leite manha e tarde, respectivamente).

Acompanhamento molecular e sorologico dos animais experimentais

A tabela 3 apresenta o acompanhamento mensal, por meio dos testes de nPCR
e WB, dos grupos experimentais que foram submetidos aos tratamentos com SDS a
0,25; 0,5 e 1% no colostro e leite. Nas coletas realizadas ap6s o nascimento dos animais
(Oh), para os testes de nPCR e WB, obteve-se o diagndstico negativo dos animais com
exce¢do de um animal pertencente ao G1, o qual foi eliminado do experimento, por
apresentar resultado positivo para CAE no teste de WB.

Em relag@o ao teste de nPCR, os animais dos grupos G1 e G2 apresentaram
resultado positivo desde as primeiras coletas apds a experimenta¢do (7 dias), e na
coleta referente aos 180 dias, 60% (3/5) dos animais do grupo G1, e 40% (2/5) do grupo
G2, apresentaram resultado de nPCR positivo para a lentivirose. Em relagdo aos animais
do grupo G3, o diagnostico positivo para CAE foi observado somente na coleta de 150
dias de experimentacdo, onde somente 33,3% (1/3) foram positivos, e aos 180 dias de
coleta, 100% (3/3) dos animais foram positivos para CAE no teste molecular. Os dados
encontrados neste estudo mostram que as concentracdes de SDS analisadas no leite e
colostro caprino ndo promoveram uma efetiva inativagao dos lentivirus in vivo, expondo
0s animais a infeccao.

No teste de WB, avaliado aos 90 dias, verificou-se a presenca de anticorpos

anti-LVPR em todos os grupos que receberam colostro/leite de animais positivos (G1-



81

33,3%; G2 - 42,8%; G3 - 66,7%; e o Grupo controle positivo - 80%) confirmando que
ocorreu infec¢do e ativagdo do sistema imunoldgico. Verificou-se, também, que estes
grupos apresentaram animais positivos em todas as coletas posteriores (120 dias; 150
dias e 180 dias). Importante salientar que a presenca de anticorpo anti-LVPR até 70
dias, detectado pelo WB muito provavelmente seja de origem materna, pois teriam
vindo junto com o colostro ¢ leite - imunidade passiva (SOUSA et al., 2015). Como foi
evidenciado resultado positivo a partir de 120 dias de experimentacdo, muito
provavelmente, as concentracdes de SDS nao foram eficazes na inativagao viral,
demonstrando transmissdo por meio da ingestdo do colostro e leite contaminados.
Apesar de Piret et al. (2002) relatarem que o SDS é um potente inibidor da
infecciosidade de virus envelopados e ndo envelopados através de propriedades
desnaturantes de proteinas, ndo ocorreu, neste estudo, inativacdo eficiente dos LVPR.
Além disso, os dados in vivo, encontrados neste estudo, contradizem com os observados
in vitro por Urdaneta et al. (2005), que avaliaram o nivel de infecciosidade do HIV, apds
o tratamento com o SDS a 0,1 e 0,5%, durante 10 minutos. Segundo estes autores, as
concentragdes € o tempo de acdo do SDS foram suficientes para inibir totalmente o
indice de infecdo viral do HIV-1, em leite materno. Este trabalho também ndo corrobora
com Krebs et al. (1999), que constataram inibi¢ao do HIV-1, a partir das concentracdes

de 0,025 a 0,05% de SDS.



Tabela 3. Acompanhamento individual por meio de testes de nPCR e WB dos animais experimentais e controles, Sobral-CE.
O0h 7d 15d 30d 60d 90d 120d 150d 180 d

Controle(-) A - - - - - - - - - - - - - -

Gl
(0,25%)

+

G3 Y - - - - : : - - .-+ -

(1%)

Al - - - - - - -+ - - - -+ -

+: diagnostico positivo, - : diagnostico negativo, *: animais que chegaram a ébito antes da coleta referente aos 120 dias (suspeita de clostridiose),
#: animal eliminado do grupo, devido resultado positivo a Oh no teste de WB.
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CONCLUSAO

As concentragdes de 0,25; 0,5 e 1% de SDS nao apresentaram efeitos
nutricionais € sanitarios negativos aos animais que ingeriram colostro tratado.
Entretanto, no leite, o SDS a 0,5 e 1%, gerou complicagcdes gastrointestinais,
evidenciadas por meio de diarreias profusas. Além disso, a adicdo de SDS nas
concentragdes de 0,25; 0,5 e 1% no colostro e leite ndo promoveu a inativa¢do do virus

da CAE expondo os animais a infecgao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A administracdo do SDS em colostro e leite in vitro, apresenta niveis
citotoxicos proporcionais as concentracfes molares de SDS/lipideos presentes no
colostro ou no leite caprino.

Em relacdo a atividade viral, as concentracGes de 0,25; 0,5 e 1% de SDS
administradas no colostro promovem inibicdo parcial dos efeitos citopaticos virais do
CAEV. E no leite, o0 SDS nas concentracdes de 0,25 e 0,5% inibe parcialmente a
atividade viral, enquanto que na concentracdo a 1% promove a inativacdo eficiente do
virus da CAE.

Na avaliagdo in vivo, a administracdo de SDS de 0,25; 0,5 e 1% né&o
apresentaram efeitos nutricionais e sanitarios aos animais que ingeriram colostro
tratado. Entretanto, no leite, 0 SDS a 0,5 e 1%, promove complica¢fes gastrointestinais,
evidenciadas por meio de diarreias profusas. Além disso, 0 SDS nas concentracGes de
0,25; 0,5 e 1% no colostro e leite ndo promove a inativagdo do virus da CAE expondo
0s animais a infeccéo.

Contudo, serdo necessarias novas pesquisas na area de inativacdo quimica
microbiana para elucidar a atividade do SDS junto aos lentivirus de pequenos
ruminantes. Estudos mais aprofundados da acdo desde quimico no colostro e leite

devem ser realizados, ja que os dados obtidos foram promissores.



