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RESUMO

O estudo sobre a possibilidade de veiculagdo do lentivirus caprino pela inseminacio artificial (IA) e
transferéncia de embrido (TE) tem grande importancia nos programas de controle da artrite encefalite
caprina (CAE) influindo diretamente no comércio e importagdo de germoplasma. Foram avaliados neste
experimento a presenca do CAEV em amostras de sémen. embrido, fluido uterino, e banho de lavagem
dos embrides, através do isolamento viral e reagdo em cadeia da polimerase Nested os fatores que
influenciam na presenga do virus no sémen, bem como o use da TE como instrumento de controle da
CAE. Comprovou-se a presenga do CAEV no sémen e fluido uterino, indicando o risco da transmissdo do
virus pela monta natural, IA e também a possibilidade de transmissdo materno fetal. Como o CAEV nio
foi detectado no embrido e nos meios de lavagem e foram obtidas crias sadias através da TE. o uso desta
técnica, desde que sejam seguidas as normas sanitdrias da IETS, € uma alternativa mais segura no
aproveitamento do material genético de reprodutores e matrizes infectadas pelo CAEV.

Palavras-Chave: caprino, lentivirus, sémen, embrido, PCR. isolamento viral

ABSTRACT

The study about the possibility of transmission of CAEV trough the artificial insemination (4I) and
embryo transfer (ET) has great importance in the control programs of CAE influencing directly on the
trade and germoplasma importation. It was evaluated in this experiment the presence of CAEV in
samples of semen, embryos, uterine fluid, and bath of wash of the embryos, through the viral isolation
and PCR Nested techniques, as well as the factors that influence in the presence of the virus in the semen
and the use of the ET as a instrument for the control of CAE. The presence of CAEV in the semen and
uterine fluid was proven the risk of the transmission by natural breed, Al and alsc the fetal maternal
fransmission possibility. As the virus was not detected in the embryos and in the wash it was obtained
kids healthy through the ET. Since sanitary norms of IETS are followed, the use of the ET, is a safe
alternative in the use of the genetic material of males and females infected by CAEV.

Keywords: GoOt, lentivirus, semen, embryo, PCR, viral isolation
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PREFACIO

SANIDADE E REPRODUCAO

A partir de 1976, importagdes de caprinos de ragas exoticas, procedentes de varios paises, buscaram a
introdugdo de potencial genético leiteiro, tendo ocorrido também a efetiva introdugdo de agentes
infecciosos no Brasil pela importagdo de caprinos sem adequados critérios sanitarios, com conseqiiente
dispersdo de doengas infecciosas entre os rebanhos nacionais, dentre elas a CAE - artrite encefalite
caprina. O carater degenerativo cronico da doenga, associado as praticas coletivas de manejo, comuns nas
criagoes destinadas a producdo de leite, proporcionou sua dispersdo pelo Pais, tornando-se fundamental o
estabelecimento de medidas de controle adequadas.

Com inicio em 1991, pesquisas vém sendo desenvolvidas no Laboratorio de Virologia Animal do
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG, voltadas ao
diagnostico e controle da CAE: Assis 1994 (Tese - Mestrado - DMVP/EV-UFMG). Figueiredo 1995
(Tese - mestrado — DCC/EV-UFMG), Castro 1998 (tese - doutorado — DMVP/EV-UFMG), Coelho 1999
(Tese - Mestrado— DCC/EV-UFMG), Yorinori, 2001 (Tese - Mestrado - DMVP/EV-UFMG).

A ocorréncia da CAE no Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos (CNPC) - Embrapa motivou a
elaboragdo e implantagdo, a partir de 1994, do PCAEV-Programa de Controle da CAE (Embrapa. 1994),
de forma interinstitucional em parceria com o DMVP-EV-UFMG, estabelecendo e avaliando medidas
sanitarias e de manejo planejadas estrategicamente dentro do conceito de Saude Integrada. visando o
controle gradual da lentivirose no rebanho de caprinos e ovinos do CNPC em Sobral (CE), e a elaboragdo
de programas sanitdrios especificos para as distintas modalidades epidemioldgicas encontradas no
rebanho do CNPC as quais refletem a diversidade encontrada nos rebanhos nacionais em geral, variando
de livres de infecgdo, a de baixa prevaléncia. e de média a alta prevaléncia.

As medidas de controle baseiam-se no bloqueio da transmissdo do virus a partir de animais infectados
considerando as vias de infec¢do conhecidas e as que na época apresentavam-se pouco esclarecidas ou
controversas - embrido, sémen, fluido uterino, e ainda, fatores como soroconversio tardia, laténcia viral,
laténcia soroldgica, replicagdo restrita, manejo do rebanho e limitacdes na disponibilidade comercial de
testes mais sensiveis (testes imunoenzimaticos e biomoleculares).

Procurou-se, inicialmente, evitar o contato entre animais soropositivos € soronegativos, que foram
separados ¢ identificados. Para o monitoramento sorologico das medidas de controle optou-se pela técnica
de imunodifusdo em gel de dgar (IDGA), em fun¢ido da disponibilidade do imunoreagente comercial,
maior facilidade de implantagio imediata e treinamento da equipe, e considerou-se que a sensibilidade da
prova seria adequada aos objetivos iniciais de controle.

As medidas sanitdrias surtiram bom efeito, com redu¢fo gradativa das taxas e tendéncia de estabilizagdo
em patamares baixos (0,5 a 2.1 %), indicando possivel influéncia de vias de transmissdo entdo
consideradas como secunddrias - transplacentaria ¢ pelo sémen - importantes vias de transmissdo das
lentiviroses em outras espécies. e a necessidade de técnicas biomoleculares de alta sensibilidade tais como
a PCR para pesquisa do agente (Embrapa. 1996).

A eliminagdo do virus do plantel ¢ dependente da retirada dos animais infectados, o que pode levar a
consideravel perda de material genético, e as biotecnologias reprodutivas possibilitam a obten¢do de
maior nimero de animais, apresentando-se com uma alternativa no aproveitamento do material genctico
de reprodutores e matrizes infectados pelo CAEV.




Desta forma, associando biotécnicas reprodutivas, técnicas virologicas classicas, e de biologia molecular,
a presente dissertagdo compde parte integrante do PCAEV. e buscou disponibilizar técnicas
biomoleculares mais sensiveis capazes de detectar com seguranga., a presen¢a do agente no sémen e
embrides, tornando possivel que, ao final do decénio 1994-2003, o PCAEV tenha alcancado seus
objetivos, com a permanéncia dos resultados negativos em quatro testes semestrais consecutivos, com a
manutencdo do potencial genético do plantel. Simultaneamente descreve achados inéditos que definem a
potencialidade do sémen. fluido uterino e embrides como fontes de transmissdo e/ou como ferramentas de
controle da CAE.

Prof®. Dra. Aurora M. G. Gouveia

Professora da Escola de Veterinaria da UFMG

Consultora Embrapa Caprinos

Coordenadora do Grupo de Pesquisas em Pequenos Ruminantes — GPPR-NPSA
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1. INTRODUCAO

O fortalecimento do sistema agro-industrial da
caprinocultura nacional demanda crescentes
investimentos € avangos tecnologicos para os
seus diversos segmentos, ou seja, produgdo.
processamento  dos  seus  produtos e
comercializagdo. Dentre os diferentes setores
que repercutem no aumento da produgdo animal
as  biotecnologias  reprodutivas e 0
melhoramento genético tém atuagdo direta na
obtengdo de maior namero de animais, com
maior produgdo, seja de leite ou de carne.

Pesquisas sobre biotecnologias reprodutivas
demonstram a crescente vantagem no uso destas
técnicas para 0 aumento na produgdo (Thibier &
Guérin, 2000a). A inseminagdo artificial (IA).
uma das primeiras tecnologias desenvolvidas,
esta disponivel aos caprinocultores e constitui
grande potencial de aproveitamento genético de
reprodutores. A transferéncia de embrides (TE)
permite a obtengdo de grande numero de crias
em curto intervalo de tempo, visando o
aproveitamento maior de nossas matrizes de alta
produgdo. Outras tecnologias reprodutivas como
a fecundagdo in vitro (FIV), a clonagem e a
sexagem de gametas tem sido estudadas com
grandes perspectivas.

A criopreservagdo de sémen e de embrido,
aliada ao crescimento econdmico da
caprinocultura e do aumento na demanda pela
introducdo, nos rebanhos ou no Pais, de material
genético novo e de alta produgdo. tem
favorecido o comércio e o intercambio
internacional de germoplasma. Além disso. a
importagdo ou mesmo a comercializagio
nacional de sémen e embrido, tem sido
considerada uma forma mais segura quanto a
introducdo e disseminacdo de doencas
infecciosas do que o ammal vivo (Castro et al.
1992: Philpott. 1993; Thibier, 1994: Thibier &
Guérin, 2000a) e apresenta grandes vantagens
em relagdo ao transporte de amimais. pois
evitam o estresse do animal.

No entanto, as pesquisas sobre a transmissdo de
doengas pelo sémen e pelo embrido ainda nio

sdo conclusivas para muitos agentes (Kahrs et
al.. 1980: Wrathall. 1995). além disso. a 1A
possui um  abrangente  potencial de
disseminagdo de enfermidades. pois vanas
fémeas s3o inseminadas com um Unico
ejaculado podendo causar grande prejuizo
econdmico e social. caso ndo sejam
rigorosamente seguidas as normas sanitanas
para o processamento do sémen (Philpott,
1993). Em adicdo, a criopreservagdo pode
facilitar a sobrevivéncia, em longo prazo. de
certos patdgenos, especialmente virus e tem
sido observado que os crioprotetores diminuem
a eficiéncia dos antibioticos.

A tecnologia de TE ndo apenas revolucionou
programas de melhoramento genético como
também alterou drasticamente as abordagens
reguladoras de certificagdo de transito
internacional de material genético. A sanidade e
qualidade = dos  embrides  transportados
internacionalmente  sdo  asseguradas pela
exceléncia técnica e ética dos individuos ligados
4 sua colheita/produgdo e certificacdo. Desta
forma. erros no processamento de embrides ou
mesmo falhas em anotagdes podem  ser
potencialmente devastadoras do ponto de vista
sanitario e geneético, no entanto a supervisao
direta de todos os processos envolvidos na
tecnologia de embrido ¢  impraticavel
(Stringfellow & Seidel, 1999) e embora o
comércio de embrides seja sem duvida mais
seguro que o© de amimais e sémen. a
potencialidade de transmissdo de enfermidades
por esta via ndo pode ser negligenciada.

A natureza de uma doenga, especialmente sua
epidemiologia e impacto econdmico potencial
sobre populagdes de animais sdo fatores de
elevada  1mportdncia  para  autoridades
veterinarias nacionais. quando forem calibrar as
ameacas a paises importadores, regides ou
rebanhos (Garner et al.. 1993). Ou seja, deve-se
levar em consideragio a morbidade e
mortalidade da doenga. se a doenga € endémica
ou ndo para a regido que ira receber os
embrides. Nio obstante, a introdugdo de novas
cepas merece atengdo especial. pois podem ser
mais virulentas que as nativas, além do que
muitos agentes tém o potencial de se multplicar
e mudar muito e rapidamente ¢
subseqiientemente  se adaptar a  novos




ambientes, como € o caso dos virus RNA, os
quais por ndo terem a fungdo de leitura e
corregdo genetica, podem ter taxas de mutagdo
de aproximadamente um milhdo de vezes mais
que a de animais e plantas. Consequentemente
ha uma enorme diversidade de populagdes de
virus RNA que podem se tomar mais
patogénicos e causarem novas doengas se forem
introduzidos em novos ambientes. O mesmo
pode ocorrer com certas bacténias que tendem a
ter rapidas taxas de mutagoes.

Este alarme crescente estd relacionado ndo
somente com a infeccdo exclusiva da fémea
inseminada/inovulada ou do rebanho ¢ sim da
problematica da introdugio de patogenos
exOticos no pais importador. Esse risco
potencial gera grande preocupagido sobre o
intercimbio nacional e Iinternacional deste
material genctico, demandando pesquisas que
visem a comprovagdo de patdgenos no sémen e
em embrido e consequentemente de pesquisas
que aprimorem o0s métodos de diagnostico com
maior sensibilidade e especificidade, além de
obrigar o0s paises a adotarem Trigorosos
programas sanitarios visando terem
reprodutores e matrizes sadias para que possam
exportar materiais geneticos € que 0s paises
importadores adotem medidas rigorosas de
controle nas importagoes.

Recentemente o Ministério da Agricultura e
Abastecimento (2001)' publicou nota técnica
sobre a ocorréncia de uma doenga rara,
conhecida como Scrapie ou paraplexia
enzodtica, que afetou ovelhas no Sul do Pais e
constatou-se que 0s animais positivos eram
descendentes de uma matriz ovina importada
dos Estados Unidos em 1989, sendo que sdo
contraditorios os resultados de pesquisas sobre a
possibilidade de transmissdo desta enfermidade
por TE (Foote et al., 1993; Foster et al., 1996).

No Brasil, importagdes de caprinos de alta
linhagem procedentes de paises com alta
prevaléncia para a lentivirose caprina tém
ocorrido no decorrer de varios anos e em 1986,
Moojen et al., comprovam a presenga do virus
da artrite encefalite caprina (CAEV) em um

http://www.agricultura. gov.br./acs/releases.asp?
noticia=319
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rebanho que possuia caprinos importados.
Outros relatos semelhantes comprovaram que a
introducdo e disseminagdo do CAEV no
rebanho nacional ocorreram pelas importagoes
de caprinos de ragas leiteiras, procedentes de
distintos paises, sem adequada supervisao,
acarretando em graves problemas sanitarios
(Assis & Gouveia, 1994).

A arrte encefalite caprina (CAE) tem
acarretado grandes perdas econdmicas nos
rebanhos caprinos de produgdo leiteira, afetando
caprinos de diferentes ragas. idades e sexo. As
perdas econdmicas se caracterizam por morte de
animais jovens, diminui¢do da produgdo lactea e
perda de peso dos animais adultos devido a
dificuldade de locomogdo. Os reprodutores com
graves  problemas  articulares  tormam-se
incapazes de realizar a monta ou mesmo a
responderem a colheita de sémen por vagina
artificial e segundo Silva (1996) o problema
sanitario de maior relevincia nos rebanhos
leiteiros € a verminose seguida da CAE.

A doenga tem patogenia pouco conhecida, ¢
alguns aspectos de sua patologia e vias de
infecgdo sdo controversos, sendo que a principal
via de transmissio do CAEV ¢é a digestiva
(Adams et al., 1983), porém 31% sdo atribuidas
a outras vias (Rowe et al. 1991). Estudos
epidemiologicos sobre esta enfermidade no Pais
relatam alta prevaléncia. principalmente nos
rebanhos leiteiros inclusive nos reprodutores, 0s
quais geralmente s3o animais de raga pura ou
mesticos  utilizados no melhoramento de
rebanhos nativos ou SRD. Pinheiro et al. (1999)
relatam que de 68 reprodutores testados, nove
(13.2%) apresentaram-se SOTOpOSitivos. entre
rebanhos nativos e leiteiros, de varias regides do
Ceara e que 60% dos rebanhos leiteiros da
regiio metropolitana de Fortaleza apresentavam
reprodutores positivos para 0 CAEV.

A presenga do CAEV no rebanho da Embrapa -
Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos.
motivou a elaboragao, implantagio e avaliacao
do Programa de Controle da CAEV (PCAEV).
onde os diversos campos experimentais com
caracteristicas epidemiolégicas distintas
(variando de negativo a com alta prevaléncia de
CAEYV). e com movimentagido de animais entre
si, refletindo a situagdo encontrada nos plantgis
nacionais onde ocorre a movimentagdo
freqiiente de animais entre propriedades




positivas e negativas para CAEV. O rebanho
possuia um total de 1094 caprinos e a
prevaléncia sorologica inicial do CAEV foi de
14.3% sendo que o setor com maior prevaléncia
foi o dos reprodutores, onde dos treze bodes
testados. sete eram soropositivos (53,9%)
(Embrapa, 1994), sendo que o agravante, é.que
os lentivirus ja foram detectados no sémen de
varias espécies incluindo ovinos e caprinos
(Concha-Bermejillo et al., 1996; Andrioli et al.,
1999 Travassos et al., 1999).

A manifestagdio da CAE em reprodutores e
matrizes de alto valor genético tem acarretado
em grandes problemas para os caprinocultores,
pois a manutengdo destes animais infectados no
rebanho representa sérios problemas sanitarios.
porém o sacrificio €, muitas vezes, inviavel,
levando em consideragdo o grande prejuizo
econdmico e genético. Desta forma, ha grande
demanda para o aprimoramento dos programas
de controle desta enfermidade. necessitando-se
estabelecer as formas de transmissdao deste
patégeno e o aprimoramento dos métodos de
diagnostico.

O uso da TE como método rapido e seguro de
obten¢do de crias de animais infectados por
certos agentes infecciosos surge como uma
solugdo para a obtengido de material genético de
animais infectados e tem sido estudada com
resultados  positivos, inclusive para as
lentiviroses de pequenos ruminantes
(Chemineau et al., 1986; Wolfe et al., 1987;
Andrnioli-Pinheiro et al., 1996).

A Sociedade Internacional de Embriges (IETS),
atraves de seu Comité de
Importagdo/Exportagdo, trabalhou por varios
anos no auxilio da formulagido de protocolos
baseados em estudos cientificos, a fim de evitar
a transmissdao de doengas pela TE. Esses
protocolos sdo apresentados por completo nos
apéndices da Organizacdo Internacional de
Epizootias (OIE). Mas, a comprovagdo se de
fato ndo ha a possibilidade de transmissdo de
patogenos pelo embrido. assim como pelo
sémen. requer a constatagio de que o0 agente nio
se encontra neste meio ou que ele possa ser
removido por técnicas que ndo prejudiquem o
germoplasma. Desta forma, o aprimoramento de
métodos  diagndsticos mais sensiveis  sdo
requisitados para a detecgdo de patdgenos no

sémen e ovocito/embrido disponibilizados pelas
novas biotecnologias reprodutivas.

Dentre as técnicas utilizadas para o diagnostico
direto de patogenos em sémen e embrido
incluem-se o isolamento viral. a microscopia
eletronica e a reagdo de cadeia de polimerase
(PCR). Enquanto as duas primeiras técnicas sdo
dificeis e onerosas, a PCR surge como uma
técnica de diagnostico rapida. facil e com alta
sensibilidade e especificidade, porém podem
ocorrer falsos negativos devido a presenca de
substincias inibidoras da PCR.

Enquanto ndo se comprova a possivel
veiculagdo das principais enfermidades pelo
sémen e embrido, normas oficiais para
regulamentar a produgdo e o comércio de
material genético livre de patogenos se fazem
necessarias (Afshar & Eaglesome, 1990). Desta
maneira a OIE definiu suas diretrizes (Hare,
1985). Nos Estados Unidos da Ameérica essas
normas foram padronizadas em 1989, sob
controle da Associagido Nacional de Reprodugdo
Animal (NAAB)  (Philpott, 1993) e,
recentemente a Unido Européia (EU) através da
diretiva 93/60/EEC estabeleceu suas normas de
controle. Paises do MERCOSUL estdo ainda,
estudando normas para o comércio de sémen.
sendo essas exigéncias baseadas nas pesquisas
da presenca e transmissdo de patogenos no
sémen contaminado.

Os padrées atuais de certificagio internacional
de embrides sd3o baseados, substancialmente,
nas recomendagdes do Codigo Internacional de
Saude Animal (/nrernacional Animal Health
Code), da OIE e da Organizagdo Mundial de
Saiude Animal. Esses padrbes visam conhecer
tanto as propriedades inatas do embrido. como a
eficicia de metodologias padronizadas de
processamento de embrides e de métodos de
eliminagdo de patogenos especificos,
(Stringfellow & Seidel, 1999).

Com essas consideragbes o presente trabalho
teve os seguintes objetivos:

- Validar a técnica de PCR Nested para a
detecgdo do DNA proviral do CAEV
em amostras de sémen e embrido.

- Detectar por PCR Nesfed ¢ isolamento
viral se 0 DNA proviral do CAEV esta




presente em e¢jaculados de machos
naturalmente infectados.

- Avaliar a influéncia da lavagem do
sémen, bem como da presenga de
inflamacdo testicular causada por lesdo
traumatica local, sobre a presencga do
CAEV no sémen.

- Detectar por PCR Nested e isolamento
viral se o DNA proviral do CAEV esta
presente em embrido, fluido uterino &
meio de lavagem dos embrides, de
doadoras naturalmente infectadas.

- Avaliar se embrides coletados de
doadoras positivas e lavados podem
transmitir o CAEV para as receptoras ¢
crias de forma a assegurar se a técnica
de TE pode ser utilizada como
mstrumento de controle da transmissio
do CAEV.,

2. LITERATURA CONSULTADA

2.1.- Lentivirus de pequenos ruminantes
(LVPR)

2.1.1 — Classificacio

A familia Rerroviridae é composta de trés
subfamilias - os oncovirus, spumavirus e os
lentivirus - estando associada com enfermidades
de curso rapido ou longo, doencgas debilitantes,
desordens neurologicas e imunodeficiéncias,
como também viremia persistente na auséncia
de qualquer sintomatologia evidente da
enfermidade. A despeito da variedade de
interagdes com o hospedeiro, todos os retrovirus
isolados sdo semelhantes na  estrutura.
organizacdo do genoma ¢ modo de replicagdo
(Coffin, 1996).

Sigurdsson (1954) ao estudar o MVV,
consagrou o termo “virus lentos”, que sdo assim

denominados por causarem uma infecgio .

cronica de evolugdo lenta, persistente,
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progressiva e degenerativa (Narayan &
Clements 1989; Petursson et al. 1992). Sdo
reconhecidos lentivirus associados aos primatas,
ovinos, caprinos, eqiiinos, gatos e bovinos. Os
virus causadores da Artrite-Encefalite Caprina
(CAEV) e Maedi-Visna (MVV) em ovinos sdo
lentivirus complexos. ndo oncogénicos. que tém
reagdo cruzada entre si através de antigenos
oriundos da regido gag do genoma, e s3o0
chamados de Lentivirus de  Pequenos
Ruminantes (LVPR). A homologia genética
entre 0 CAEV ¢ MVV configura-se em uma
correspondéncia em tormo de 20%, sendo a
proteina p28 identificada como comum a ambos
(Roberson et al., 1982).

2.1.2 - Estrutura e genoma

Os LVPR s3o pleomorficos, esferoides.
envelopados, com 80-100nm de didmetro
possuindo pequenas projegdes do envelope
dispersas em toda superficie (Clements et al.
1980). Persistindo no hospedeiro em associagio
a0 genoma celular. o virus € pouco resistente as
condi¢des ambientais. O calor (56°C) inativa o
virus no colostro ou no leite de cabras
infectadas (Adams et al., 1983) e sdo
susceptiveis a inativagdo por muitos produtos
quimicos em virtude do fragil envelope
lipoprotéico do virus. Solugdes detergentes.
fenois, compostos quaternarios de amdnio.
como também formalina e hipoclorito podem
ser utilizados como desinfetante.

A porgdo viral mais externa (envelope
fosfolipidico) ¢ constituida pelos produtos do
gene env - glicoproteinas (gp) de superficie e
transmembranica, que atuam na penetragdo do
virus nas células. O nucleo é constituido por
produtos dos genes gag - as proteinas do
capsideo, nucleocapsideo e matriz e a regido
pol — proteinas com fungdes enzimaticas
responsaveis pelo processo de replicagdo viral
(protease. transcriptase reversa ¢ integrase). e
pelo RNA gendmico (Joag et al., 1996).

Os carboidratos presentes na superficie
conferem as propriedades biologicas dos LVPR.
O 4cido sidlico acarreta um marcante grau de
resisténcia a degradagdo do virus pelas enzimas
proteoliticas e para a neutralizagdo do agente
por anticorpos, e, desta forma, estas
propriedades facilitam a resisténcia a enzimas
proteoliticas do trato gastrintestinal,




possibilitando a infecg¢do das células intestinais
e resistindo a imunidade humoral (Huso et al.,
1988).

O genoma € composto de duas moléculas
idénticas de RNA, lineares, de cadeia simples,
nio complementares e de polaridade positiva
com tamanho de aproximadamente 10 Kb. O
genoma do lentivirus caprino CAEV Cork foi
seqiienciado por Saltarelli et al. (1990). E
formado pelos genes estruturais (gag, pol e
env), 0s quais sdo traduzidos em proteinas que
formam a particula viral, regulatorios (rar e rev)
e auxiliares (vif; vpr/vpx, vpu e nef) e por duas
LTR (long terminal repeats — seqiiéncias longas
repetidas) localizadas nas extremidades 5 e 3’
do genoma (Narayan et al., 1997) e que contém
toda a informagdo essencial para o inicio e
término da transcricdo (Gonda, 1994).

O gene gag codifica trés proteinas do capsideo,
sendo uma maior ¢ duas menores. A proteina
maior p24 ou ainda p27, induz a uma forte
resposta de anticorpos no animal infectado.
sendo desta forma, utilizada nos testes de
diagnostico. As proteinas menores sdo
denominadas de proteinas da matriz ou pl6 e a
proteina do nucleocapsideo ou pl4 as quais sdo
menos imunogénicas (Rosati et al., 19935). O
gene po! codifica as enzimas envolvidas na
replicagdo viral, as quais sdo a protease
responsavel pelas clivagens que separam os
produtos de gag ¢ pol do precursor comum, a
transcriptase reversa que permite a transcrigdo
do RNA gendmico viral em DNA de fita dupla
€ a integrase que permite a transcrigdo do RNA
genomico viral no genoma da célula hospedeira,
sendo denominado, nesta fase, de provirus
(Tavares & Pereira, 1999). O gene emv codifica
as glicoproteinas do envelope - de superficie ou
gpl35 ¢ transmembrdnica ou gp90, que sdo
importantes marcadores, imunoldgicos da
infecc@o por LVPR (Gogolewski et al., 1985;
Rosati et al., 1995).

Os genes gag e pol sdo os mais conservados,
enquanto que o gene env ¢ heterogéneo, devido
a muta¢Oes pontuais (uma base) que ocorrem
durante a replicagdo dos &cidos nucleicos dos
retrovirus, por “erros” cometidos pela
transcriptase reversa (Narayan & Clements,
1989).

’
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As proteinas de regulagio ndo estio preserfiés
na particula viral e somente sdo traduzidas
durante a replicagdo viral na qual atuam
(Narayan & Clements, 1989).

O gene tar do CAEV tem um papel dispensavel
para a replicagdo viral in vitre e in vivo
(Harmache et al., 1995). Estudos com o gene
rev (regulador da expressio das proteinas
estruturais), sugerem ser ele essencial para a
replicagdo wviral in vitro (Gonda, 1994). A
proteina rev ndo apresenta homologia
significativa de aminodacidos entre MVV e
CAEV (Saltarelli et al. 1990) e atua na
regulacdo da expressdo viral e infectividade,
que provavelmente contribui para a patogénese
dos LVPR.

O RNA gendmico. através da transcriptase
reversa. dara origem ao DNA proviral, que por
sua vez ira se integrar ao genoma da c€lula
hospedeira, sendo entdo denominada de
provirus. O provirus possui nas extremidades 5’
e 3’ seqiiéncias longas e repetidas (LTRs). que
sdo regides ndo traduzidas, que contém todas as
informagdes necessdrias para a iniciagdo e
terminagdo da transcricio a partir do DNA
proviral. As LTRs contém seqiiéncias unicas
derivadas da extremidade 5° (U3), e 3° (U3) e
seqiéncias comuns a ambas extremidades do
RNA gendmico.

2.1.3 — Replicacio

A caracteristica principal dos virus da familia
Retroviridae que os distingue de outros virus
refere-se ao processo de replicagdo viral onde o
seu RNA fita simples € transcrito em DNA fita
dupla, o qual se integra ao DNA celular (Coffin,
1996). Assim, o ciclo de replicagio dos LVPR
pode ser dividido em duas etapas principais:
infecgdo e expressdo. A fase de infeccdo da
origem ao provirus e a fase de expressdo resulta
na produgdo do RNA viral e formagio de
virions (Gonda, 1994). O ciclo de replicagdo
dos LVPR consiste resumidamente na ligagdo
do virus pelas gp de seu envelope aos receptores
da superficie celular. fusdo do envelope a
membrana celular. liberagio do RNA viral no
citoplasma da célula. onde € transcrito em DNA
por agdo enzimatica da transcriptase reversa.
trdnsito do DNA para o nucleo da celula
parasitada, integracdo do DNA viral em sitios.
mais ou menos aleatérios do DNA celular para
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a formagdo do provirus, sintese do RNA viral
pela RNA polimerase II celular usando o
provirus como molde (remplate), transcrigdo do
genoma em RNA-mensageiros (RNAm), sintese
das proteinas virais, montagem. construgao do
capsideo e brotamento do virus (Coffin, 1996:
Petursson et al. 1992).

O provirus, uma vez integrado ¢ estavel nido
existindo evidéncias de qualquer mecanismo
para remover o provirus do DNA da célula, para
transposi¢do direta deste para outro sitio, ou
para replicagdo independente e como em muitas
viroses, a expressio do provirus ndo requer
auxilio de qualquer produto do gene viral
Finalmente, em muitos casos, os processos de
replicacdo ocorrem sem um efeito significativo
para a célula infectada. que. freqiientemente,
conunua se dividindo, e produzindo particulas
virais. Uma conseqiiéncia natural desta
associacdo € que o processo de replicagdo deva
estar sob algum tipo de controle, o qual previne
a célula infectada de ser repetidamente
reinfectada por virus recém produzidos (Coffin,
1996). A integracao do DNA proviral ao DNA
da célula nido € essencial a replicagdo dos
lentivirus, mas € fundamental para a
persisténcia da infec¢do (Haase, 1986).

2.1.4- Células alvo

Os LVPR in vivo replicam-se em células do
sistema monocitico-fagocitario. sendo os
macrofagos os preferencialmente infectados
(Brodie et al., 1995). Tem-se observado a
infecgdo ndo produtiva em linfocitos (Zink &
Johnson. 1994) bem como a presenga do RNA
viral em células endoteliais. epiteliais.
fibroblasticas e de plexo cordide (Zink et al..
1990; Brodie et al., 1995). Com base no seu
tropismo por diferentes células hospedeiras, as
lentiviroses podem ser separadas em dois
grupos: o virus da anemia infecciosa eqiiina
(EIAV) e os LVPR que replicam
predominantemente em macrofagos e em
contraste, os lentivirus de primatas e felino
replicam tanto em macréfagos como em
linfocitos. Esse tropismo por diferentes células
implica nas diferentes manifesta¢des clinicas
destas doengas nas diferentes espécies
(Clements & Zink, 1996).

O principal receptor do HIV ¢ a molécula de
superficie CD4 do linfocito T Helper, mas que
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também esta presente nos macrofagos. Pouco se
sabe sobre o receptor ou receptores para LVPR.
embora existam achados implicando antigenos
de classe de histocompatibilidade II nas células
do sistema imune. Outras moléculas de
superficic podem também servir como
receptores de MVV e CAEV (Petursson et al.
1992).

A infecgdo dos lentivirus resulta em padrdes de
doenga que sdo Unicos em cada espécie tanto no
tempo de indugdo como no tipo da sindrome.
Contudo. segundo Joag et al. (1996), todas as
infecgbes apresentam certas caracteristicas
comuns:

e Os lentivirus persistem indefinidamente, em
conseqiiéncia da resposta imune celular e da
habilidade do DNA proviral integrar no DNA
da célula do hospedeiro:

o Os lentivirus tém alta taxa de muragdo, e
muitos mutantes permanecem vidveis € sdo
selecionados por fatores do hospedeiro tais
como resposta imune celular e humoral. e por
tipos de células especificas em diferentes
tecidos;

o A infecgdo progride através de fases
especificas, sendo que a fase inicial. em geral.
envolve intensa replicacdo viral produtiva em
linfocitos e/ou células da linhagem dos
macrofagos. € € acompanhada por ativacdo
imunologica das células que distnbuem virus
através do corpo ultrapassando Dbarreiras
fisiologicas. incluindo a barreira hemato-
encefalica. [Esta fase ¢ seguida pelo
desenvolvimento da resposta imune que causa
redu¢do na replicagdo viral, mas ndo elimina o
virus. Recidiva da replicagdo viral ocorre no
ultimo estagio, em virtude das variantes de
escape do sistema imune ou devido a falha do
sistema imune ou, ainda, em virtude de varios
fatores externos estressantes ao hospedeiro.

e Variagdo no tipo de doenga, pois os lentivirus
que causam imunossupressio levam o
hospedeiro ao risco de desenvolver neoplasias.
bem como infeccdo e severas enfermidades por
patégenos  oportunistas.  Varias = especies
hospedeiras desenvolvem enfermidades
associadas com replicagio de lentivirus, em
geral, estas sdo sindromes imunopatologicas que
tem oOrgdos alvo especificos em diferentes




especies de hospedeiros e que levam a
enfermidade cronica progressiva. Estas sdo as
sindromes dos quais os lentivirus sio mais
conhecidos em animais domésticos e tem
periodos longos de incubagdo, inicio insidioso e
progressivo da enfermidade levando 4 morte.

e Variagdo no tempo de indugdo da
enfermidade, as enfermidades lentivirais podem
se desenvolver dentro de dias, como visto na
infecgdo viral SIVy., PBjl4 em macacos, ou
ap0s varios anos como Visto em ovinos
infectados com MVV ou em humanos
infectados com HIV. Em adigio a estes
extremos estdo os cursos brandos e recidivas
decorrentes de infecgio pelo EIAV,

2.2- Virus da Artrite Encefalite Caprina

Artrite Encefalite Caprina (CAE) € uma
enfermidade cronica e multi-sistémica causada
por lentivirus, tendo sido primeiramente descrita
nos Estados Unidos da América, sob a forma de
leucoencefalomielite em cabritos (Cork et al.,
1974). O virus foi isolado a partir de cultivo de
membrana sinovial de caprinos com artrite,
tendo sido  detectadas particulas com
caracteristicas de retrovirus, passando a ser
denominado CAEV - amostra 63 (Crawford et
al., 1980).

A CAE tem acarretado grandes perdas
econdmicas nos rebanhos caprinos,
principalmente os de produgio leiteira. afetando
caprinos de diferentes racas, idades e sexo.
sendo os animais jovens de dois a quatro meses
de idade os mais susceptiveis 4 doenca na forma
nervosa (Norman & Smith, 1983), enquanto os
adultos com mais de oito meses apresentam
poliartrite (Crawford et al., 1980; Al-Ani &
Westweber, 1984; Gonzalez et al., 1987).
Citam-se outras manifestacdes importantes, tais
como pneumonia ¢ mastite, Desta forma. as
perdas econdmicas se caracterizam por morte de
animais jovens, expressiva diminui¢io da
produgdo ldctea e perda de peso dos animais

oF®
adultos devido a dificuldade de locomogdo. Os
reprodutores com graves problemas articulares
tornam-se incapazes de realizar a monta ou
mesmo a responderem a colheita de sémen por
vagina artificial.

O lentivirus caprino infecta mondcitos e
macrofagos, localizando-se e replicando-se em
tecidos associados a macréfagos como sindvia.
glandula mamaria. sistema nervoso central e
pulmio.

A enfermidade apresenta sinais clinicos de
evolugdo lenta, incluindo artrite, pneumonia e
mastite, em animais adultos (Adams &
Crawford, 1980; Brugere-Picoux, 1984; Zink er
al., 1987; Greenwood et al, 1995). A CAE ¢
uma enfermidade insidiosa, pois o tempo entre a
infec¢do e o inicio dos sintomas pode demorar
meses ou anos, sendo que alguns animais nunca
mostram sinais clinicos da doenca (Rowe &
East, 1997), o que dificulta ainda mais o seu
controle, e torna-nos mais alertas sobre o papel
dos reprodutores na transmissdo € manutengio
da CAE no rebanho. Somente 35% das cabras
infectadas demonstram sinais clinicos da
enfermidade (East et al.. 1987).

2.2.1 — Epidemiologia

Levantamentos epidemiolégicos. utlizando
diversas técnicas sorologicas demonstraram alta
prevaléncia ou a ocorréncia da infecgdo nos
caprinos pelo CAEV. com distribui¢io
cosmopolita, em diferentes paises. A maior
prevaléncia do CAE ocorre em paises com
exploracdo tecnificada (OIE/FAO. 1996). tais
como: Canada. Franga, Noruega. Estados
Unidos. Suiga, Espanha onde se verificaram
mais de 653% de animais soropositivos (Adams
et al.,, 1984; Gonzales et al., 1987), da maioria
dos quais ja foram notificadas importagdes pelo
Brasil de caprinos € sémen (Quadro 1 e 2)
(BOLETIM DE DEFESA SANITARIA, 1980 —
1994).
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Quadro 1. Ocorréncia do CAEV em paises dos quais foram importados caprinos para a reproducio e/ou

sémen.

Pais Ano Autor i Porcentagem
soropositivos

Canada 1984 Adams et al. 77.0%

Espanha 1987 Gonzales et al. 82.5%

Franca 1984 Adams et al. 77.0 %

Inglaterra 1985 Dawson & Wilesmith 10,3%

Noruega \ 1984 Adams et al. 74,0 %

Suiga 1984 Adams et al. 65,0%

E 1990 | Krieg & Peterans 42.0% |

Quadro 2. Importagdo de caprinos € sémen, de acordo com o Ministério da Agricultura nos anos de 1980

a 1994,
Ano Pais de origem | N° cabecas Sémen (doses)
1980 Reino Unido ! 27 | E
Suica | 57 | -
1981 Alemanha 49 -
Reino Unido 91 -
Suiga 7 -
1982 Reino Unido 78 -
1983 Alemanha 51 -
Franca 100 -
1984 Franca 1035 -
Reino Unido 3 -
1985 | Alemanha 28 -
i Canada 4 -
Franca 414 -
Holanda | 39 i -
‘ Suica 81 -
I 198 | Franca 426 i -
| Suica 37 ' -
1987 | Canada 196 -
[ Franca 81 .
Paises baixos 45 -
Suica 23 -
Reino unido 14 -
1988 = Franca 195 -
Suica 23 -
1989 Reino Unido 16 -
i 15 -
1991 Alemanha | 19 -
Reino Unido | 3 -
Suica | 2 -
1992 Franca ‘ - 90
1993 Franca - 918
1994 | Alemanha 19 -
| Espanha 60 | -

Fonte: BOLETIM DE DEFESA SANITARIA. 1980 — 1994.
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No Brasil o CAEV foi isolado ou resultados
sorologicos positivos foram diagnosticados nos
seguintes Estados: Bahia (Fiterman, 1988),
Ceara (Pinheiro et al., 1989), Espirito Santo
(Gouveia et al., 1998), Goias (Gouveia et al.,
1998), Maranhdo (Alves & Pinheiro, 1997).
Minas Gerais, (Assis & Gouveia, 1994), Para
(Ramos et al., 1996), Paraiba (Souza et al.,
1999), Pernambuco (Saraiva Neto et al., 1994),
Piaui (Pinheiro et al, 1996), Rio de Janeiro
(Assis & Gouvela, 1994), Rio Grande do Sul
(Moojen et al., 1986) e Sdo Paulo (Garcia et al..
1992).

Segundo Smith & Sherman (1994), em paises
que importam caprinos leiteiros, a prevaléncia
da enfermidade ¢ maior nos rebanhos que
possuem amimais importados. e € minima ou
inexistente nos animais nativos que ndo
estiveram em contato com aqueles animais,
entretanto, o risco de contaminagdo de caprinos
das ragas nativas € evidente quando considerada
a existéncia de programas de melhoramento
genético de ragas nauvas com ragas leiteiras
exoticas. com a possibilidade de haver dentre
estes caprinos, animais falsos-negativos, ou
mesmo amimais nio testados. Pinheiro et al.
(2001) realizaram testes soroldgicos em
rebanhos onde foram implantados programas de
melhoramento em ragas nativas do Brasil e/ou
SRD, e venficaram que a infecgdo foi
significativamente maior nos machos, puros ou
mesticos. indicando que esta categoria pode ser
a fonte de infecgdo do rebanho.

2.2.2 — Transmissio e controle

2221 - Fatores que afetam o nsco de
transmissdo

A idade, raga e sexo dos animais parecem nio
intervir na sua suscetibilidade frente ao CAEV
(Rowe & East. 1997). porém outros fatores
como estresse. as infecgdes bacterianas e virais
concomitantes podem aumentar o risco da
infeccdo (Zink et al., 1987). Adams et al
(1983), sugeriram que alguns caprinos
infectados com o lentivirus podem expressar o
virus mais do que os outros.

A porta de entrada do agente deve ser
considerada, visto que East et al. (1993)
obteveram infec¢do em todos os cabritos
inoculados intravenosamente com a dose
infectante de 2 x 10°TCIDs, de CAEV e ndo
observaram a infecgdo em cabritos que
ingeriram leite com esta mesma dose infectante,
indicando que a via de infecgdo influencia a
eficiéncia da mesma. Isto também foi observado
em humanos onde a SOroconversao 0correu mais
rapido em pacientes que se contaminaram via
sangiinea do que por outras vias (Imagawa et
al. 1989).

Cheevers et al. (1988) demonstraram diferengas
na patogenicidade de duas cepas virais, sendo
que a amostra CAEV - 63 produziu lesoes
histologicas mais severas que a cepa CAEV
Cork.

O CAEV encontra-se associado a macrofagos e
monocitos, e como estas células estdo presentes
em varios espécimes bioldgicos, como sangue,
leite, colostro entre outros, a pesquisa do agente
nestes materiais e a possibilidade de transmissao
tém sido estudadas. com intito de estabelecer
eficientes programas de controle da lentivirose
caprina.

E bem estabelecido que a principal via de
transmissdo do CAEV ¢ a digestiva. através da
ingestdo pelas cnias de colostro ou leite oriundos
de cabras infectadas (Adams et al.. 1983; Rowe
et al., 1992), porém a transmissdo pode OCOrTEr,
também, por outras vias onde ha contato direto
entre os animais, ou indiretamente por materiais
contaminados com sangue ou leite de animais
infectados (Al-Ani & Westweber. 1984).

Em estudo da prevaléncia de animais
soropositivos, em rebanhos nos quais era
adotada como medida de controle a alimentagio
dos cabritos com colostro ou leite apos
tratamento  térmico, foi demonstrada a
ocorréncia de soroconversdo tardia em alguns
dos cabritos. particularmente quando animais
adultos positivos eram mantidos no rebanho
(East et al, 1993). Estas soroconversdes tardias
sio provavelmente devidas a transmissdo
horizontal resultante do contato direto com
adultos contaminados.




East et al. (1993) inocularam o CAEV por via
endovenosa. em cabritos recém-nascidos e
observaram que o0s animais tornaram-se
soropositivos quatro semanas apos a inoculagéo,
€ que os cabritos que se contaminaram por via
oral, tornaram-se positivos entre oito e vinte
semanas de idade. sugerindo que a rota de
infeccdo pode influenciar a eficiéncia da
mesma. A transmissio do CAEV por via
Intramamaria também se revelou bastante
efetiva segundo o relato de East et al. (1993) e
Lerondelle et al. (1995), o que sustenta o papel
da ordenhadeira mecanica como importante
fator de disseminagdo do agente lentiviral.

O controle desta enfermidade ¢ complexo
devido ao seu carater cronico ¢ ao longo periodo
de incubagio (Zink et al., 1990). Aliado a isto. o
estudo de todas as vias de transmissdo do LVPR
nio sdo conclusivos. Porém, se por um lado a
manutengdo de animais infectados no rebanho
representa sérias perdas econdmicas. o sacrificio
de todos os animais infectados €, muitas vezes,
inviavel, pois grande parte do rebanho pode
estar acometido, além de representar grande
perda de material genetico. Desta forma, ha
grande demanda para o aprimoramento dos
programas de controle desta enfermidade,
necessitando-se  estabelecer as formas de
transmissdo deste patogeno.

2.2.2.2 — Transmissio por leite e colostro

A ingestdo de colostro ou leite de cabras
infectadas tem sido relatada como a principal
via de transmissio do CAEV (Adams et al..
1983; Rowe et al.. 1992). Ellis et al. (1983)
isolaram o CAEV em células presentes no
colostro. Adams et al. (1983) e Ellis et al
(1986) demonstraram que cabritos que se
alimentaram exclusivamente de colostro a partir
do nascimento, se tornaram infectados
Anticorpos, contra 0 CAEV, mesmo presentes
no colostro das cabras infectadas nio impedem
a infecgdo das crias em aleitamento (Ellis et al.,
1986).

Adams et al. (1983) isolaram o CAEV em
células presentes no leite, e East et al. (1993)
relatam que o leite de 20 cabras naturalmente
infectadas continha titulo infeccioso entre 10° e
10° TCIDs, de CAEV/mL e observaram que a
soroconversdo em dois de quatro cabritos que
ingeriram leite de vaca contendo 2x10” TCIDs,
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de CAEV. e que doses inferiores (1X10’
TCIDs, e 2X10° TCIDs;) ndo causaram
soroconversdo em 10 cabritos, ao contrario da
infecgdo intravenosa de 2X10° TCIDs, que
acarretou a soroconversio de 5 dos 3 cabritos.

Adams et al. (1983) observaram que 100% dos
cabritos que receberam pool de leite de cabras
infectadas. que possivelmente possui maior
carga viral, se infectaram comparados com 78%
dos cabritos que mamaram exclusivamente das
suas maes.

Até mesmo o soro do leite de cabras infectadas,
o qual € comumente utilizado na alimentagdo
de animais adultos. pode transmitir o CAEV,
pois o virus foi também detectado neste
material (Russo et al., 1997).

O controle da enfermidade nos rebanhos tem se
baseado, principalmente, em separar as crias
logo apos o parto, evitando o contato com mae
e alimenta-las com colostro artificial, de cabras
negativas termizado (56°C por uma hora), ou
de vaca, e leite pasteurizado. Porém este
método. mesmo associado as técnicas de
sincronizagdo do estro e consequentemente dos
partos. e a indugdo de parto. 1mpde a
necessidade de controle rigoroso do manejo.
sendo, portanto passivel de falhas. Apesar da
adocdo destas medidas nos programas
sanitarios de controle da CAE. casos de
animais  positivos continuam  ocorrendo,
embora de forma débil, apresentando baixos
indices de soroconversio comparado com 08
rebanhos onde o consumo de leite e colostro
pelos cabritos € permitido (East et al., 1987:
Rowe et al., 1991). Isto indica a possibilidade
de transmissdo do CAEV por outras vias (East
etal., 1993).

East et al. (1993), relatam que 15% dos cabritos
que foram privados de «colostro e leite
contaminados e isolados de cabras infectadas ao
parto € que eram mnegativos ao nascer,
soroconverteram. Rowe et al  (1991).
calcularam que 69% das infecgdes por CAEV
ocorrem pela ingestdo de lette, sendo que 31%
sdo atribuidas a outras vias.

Desta forma, o limitado sucesso dos programas
de controle baseados somente na transmissao
por leite e colostro entre a mae infectada e sua
prole enfatiza a necessidade da adi¢cdo de outros




métodos de controle que considerem um maior
espectro de vias de infecgio.

2.2.2.3 — Transmissao horizontal por contato
e por fomites

A separacdo entre o0s amimais sadios e o0s
portadores do CAEV ¢ recomendavel pois a
transmissdo horizontal pelo contato entre os
animais, através de secregdes e excregdes pode
ocorrer (Adams et al.. 1983: Zinc et al., 1990).
Adams et al. (1983) observaram que nove de 15
caprinos (60%) soroconverteram apos 10 meses
em um rebanho endemicamente infectado por
CAEV. Presume-se que o contato direto é
importante para a transmissio horizontal, e que
a alta densidade animal aumenta a sua
eficiéncia, pois 0 CAEV ¢ predominantemente
associado a monocitos e macrofagos (Narayvan
et al., 1983; Zink et al., 1987) e ndo ¢ resistente
ao meio ambiente. No entanto, Maar et al
(1995) observaram que a introdugido de dois
animais, da raga Anglo Nubiana, soropositivos
para o CAEV, sendo um com sinais clinicos.
num rebanho de cabras Angord, sob alta
densidade populacional por um periodo de um
ano ndo acarretou na soroconversido de nenhum
animal.

A transmissio do CAEV wvia secregdes
respiratorias e aerossois, embora seja uma
provavel rota de infecgdo (Guedes, 1999), ainda
ndo foi comprovada como em ovinos (Narayan
& Cork, 1985; Naravan et al.. 1983). No
entanto, o0 CAEV foi isolado em macrofagos
alveolares e de tecido do pulmio de cabras
soropositivas com ou Sem  pneumonia
intersticial (Ellis et al. 1988). Caprinos
usualmente bufam e tossem ao se alimentarem
Ou mesmo nas suas interagdes comportamentais,
0 que causa descargas nasais ¢ orais que podem
favorecer a transmissdo do. CAEV.

A transmissdo horizontal do CAEV, associada
ao seu longo periodo de incubagio com
conseqiiente atraso na soroconversdo. limita a
remoc¢do imediata dos animais positivos,
tomando dificil o controle e erradicagcdo da
enfermidade nos rebanhos, sendo que para cada
amimal positivo identificado nos rebanhos,
outros podem estar incubando e transmitindo o
virus. Desta forma, a transmissdo horizontal do
CAEV tem grande importincia epidemiologica
(East, et al., 1987).
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East et al. (1993), observaram a sorocoitvefsfo,
apos quatro semanas, de trés cabras que
receberam a infusdo intramamadria contendo
2x10" TCIDs; do CAEV. indicando que a via
intramamaria ¢ possivel. no entanto, o
aparecimento de anticorpos no leite foi
observado apenas 28 dias apos infusdo. Cabras
sadias se infectaram apos serem ordenhadas
mecanicamente com 0 mESmMO equipamento
usado logo apos a ordenha de cabras CAE
positivas (Woodard et al., 1982; Adams et al..
1983). No processo de ordenha mecanica pode
ocorrer a infecgdo, visto que as ordenhadeiras
podem armazenar leite contaminado € na
ordenha de outro animal, este leite penetre na
glandula mamaria causando a infec¢gdo. Mamite
caracteristica foi descrita por Lerondelle (1989)
em cabras infectadas pelo CAEV e a lactagdo
parece induzir a expressdo viral (Zinc et al
1990).

2.2.2.4 - Transmissiao vertical materno-fetal

A transmissdo materno-fetal do EIAV (Dawson,
1988) e HIV (Pizzo, 1990; Working Group.
1995) estdo bem documentadas. Ha evidéncias
de que a transmissdo materno-fetal dos LVPR
ocorra. mesmo que com baixa incidéncia
(Adams et al., 1983; Ellis et al., 1983; East et
al., 1993), podendo ocorrer através de duas
possiveis vias: transmissdo no utero e
transmissdo no canal vaginal durante o parto.
através da inalagdo ou ingestdo pela cria de
fluidos maternos durante o mnascimento. A
presen¢a de células infectadas pelo CAEV foi
demonstrada no muco vaginal de fémeas em
estro (Rowe & East, dados ndo publicados apud
Rowe: East. 1997). Em percentual variavel entre
2.5% e 15%. tem-se observado a soroconversao
de crias geradas por cabras soropositivas.
nascidas de  parto cesariana ou de parto
assistido e separadas imediatamente, evitando-
se qualquer contato com a mde, e mantidas
isoladas recebendo colostro e leite de vaca
(Adams et al., 1983; Ellis et al., 1983; East et
al.1993).

A transmissdo materno-fetal € apoiada também
por evidéncias histologicas, visto que exames
demonstraram alteragoes microscopicas
similares as descritas para a CAE no endométrio
de cabras infectadas (All. 1987).
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A infeccdo perinatal pode ocorrer pela
exposicdo da cria a saliva ou secregdes
respiratorias da mie (Rowe; East, 1997).

Os orgdos reprodutivos apresentam grande
quantidade de leucocitos. com mudangas na sua
composi¢do de acordo com o ciclo reprodutivo
e estado fisiologico. A populagdo de células que
protege a vagina € comparavel aquelas
encontradas nas superficies de mucosas
expostas a antigenos ambientais, como o trato
gastrintestinal e as vias respiratdrias superiores.

A defesa imunoldgica do ttero é um pré-
requisito para a reprodugdo, pois o trato
reprodutivo € repetidamente exposto a
microrganismos resultantes da copula, parto, e
outras causas. A resposta imunologica ¢
mediada por macrofagos localizados proximo
ao epitélio uterino ¢ no miométrio (Hansenn,
1997). os quais contribuem com sua capacidade
fagocitaria e de células apresentadoras de
antigeno. No entanto, linfocitos T Helper sio
relativamente incomuns nos tecidos uterinos.
sendo mais freqiientes os linfocitos citotdxicos e
supressores e grandes linfocitos granulares
(Seamark. et al. 1992). A maioria das
imunoglobulinas no utero sio da classe IgG
seguida da IgA.

No inicio da prenhez o trofoblasto de
ruminantes produz interferon tau - INFt, que
num processo que envolve agdo pardcrina no
endométrio. atua no  mecanismo  de
reconhecimento materno da prenhez (Thatcher
et al.. 1995; Newton et al. 1996). O IFNt
produzido pelo trofoblasto tem agdo antiviral,
imunossupressora e antiproliferativa, além da
. atividade anti-luteolitica que aumenta a vida util
do corpo lateo. Em caprinos foi observado que
o [FNt causou supressio do crescimento de
linfocitos  em  cultura. - e  administragdo
intramuscular causou aumento do tempo de vida
do corpo luteo.

2.2.2.5 — Transmissio pelo sémen
A inseminagdo artificial (IA) tem contribuido

muito para o aumento na produgdo animal € o
melhoramento genético, porém o potencial de
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disseminacdo de enfermidades ou defeitos
geneticos € relevante, caso ndo sejam
rigorosamente seguidas as normas técnicas e
sanitarias para o processamento do sémern.

O sémen pode infectar-se por microrganismos
procedentes dos testiculos, epididimo, glindulas
anexas, na uretra ou no prepucio, ou O0s
patoégenos podem ganhar acesso ao sistema
reprodutor, pelo sangue e liquidos tissulares
extravasados para o sistema reprodutor, nas
bacteremias ou viremias, ou no caso de qualquer
inflamagdo ou infec¢do nestes orgdos. Além
disso, 0 sémen pode contaminar-se no meio
externo, por agentes presentes no meio
ambiente, na pele do reprodutor, nos materiais
utilizados na coleta e manipulagdo do sémen
caso nido sejam adequadamente esterilizados, e
no caso da congelagdo do sémen em pellets. a
contamina¢cdo pode ocorrer no Nitrogénio
liquido (Hare, 1985; Thibier & Guerin, 2000b).

Em pequenos ruminantes varios patogenos
foram detectados no sémen. com transmissio
demonstrada ou potencial (Quadro 3) e dentre
estes, deve-se dar atencdo especial as doengas
cujos sinais clinicos sio raramente evidentes
como a Lingua Azul (LA) e a CAE (Philpott.
1993).

A transmissdo do CAEV via sémen em caprinos
ainda ndo foi definitivamente comprovada,
apesar de sua recente detecgdo no sémen de
bodes, experimental e naturalmente infectado
(Travassos et al. 1998, 1999; Andrioli et al..
1999), sendo recomendado que os reprodutores
infectados sejam retirados da reprodugdo o que
representa grande perda deste potencial genético
(Russo, 1983, EMBRAPA, 1994, 1996).

Adams et al. (1983) reportaram que cabras nio
soroconverteram apos exposi¢ao ao sémen ou a
machos infectados. No entanto. ligeiro awmento
nas taxas de soroconversdo tem sido reportado
em cabras cruzadas com bodes soropositivos
comparadas com fémeas cobertas com bodes
soronegativos (Rowe et al., 1992).
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Quadro 3. Patogenos/enfermidade com risco de transmissdo pelo sémen em pequenos ruminantes.

Patégeno/enfermidade Presenca Transmissdo - Transmissio
demonstrada demonstrada provavel
Chlamydia sp X X
Border disease virus X X
B.ovis e B. melitensis X X
Campylobacteriose bovina X X
Virus da febre aftosa X X
Febre Q X X
Leptospirose X X
Lingua azul X X
Mycoplasma mycoides, X X
Mycoplasma agalactie
Peste dos pequenos ruminantes X X
Pox virus X | X
Rinderpest X X
Salmonelose (S. abortus ovis) X X

Adaptado de Hare, 1985.

Asso (1989) reportou que o CAEV nio foi
1solado do sémen de 20 machos soropositivos,
em cinco coletas, por um periodo de dois anos.
Porém. a presenga de células inflamatorias
infectadas pelo virus foi reportada em swabs
prepuciais de vdrios bodes e em células
aspiradas do epididimo de um macho infectado
(Rowe & East 1997). A presenga de lentivirus
em outras espécies também foi demonstrada em
ovinos (Concha-Bermejillo et al, 1996).
humanos (Mermin et al., 1991), bovinos (Nash
et al,, 1995b) e gatos (Jordan, et al. 1995). No
entanto. o HIV tipo 1 tem sido relatado como
se ligando ao espermatozodide humano e nele
penetrando, tanto iz vitro como in vivo (Baccetti
et al., 1994). Particulas virais levadas para
dentro dos ovdcitos por espermatozoides
infectados foram vistas por microscopia
eletronica e por técnicas de hibridizagdo in situ
(sonda de DNA) em zigotos e em blastomeros
de embrides jovens.

Permanece ndo elucidado se fendmenos

idénticos ocorrem com outros lentivirus que
mnfectam animais, sendo estes associados ao
fluido seminal ou leucocitos e ndo aos

espermatozoides (Travassos et al., 1999; Nash
et al. 1993a).

A presenca do virus da LA foi observada no
sémen de touro infectado, sendo que os
espermatozoides  apresentavam  anomalias
ultraestruturais e particulas semelhantes a virus
(Foster et al.. 1980). Embora o virus possa
aparecer brevemente no sémen de touros
(Phillip et al., 1986), parece ndo ocorrer uma
excrecdo prolongada associada com viremua
persistente.

Lesdes ou inflamagdes / infecgdes no orgao
reprodutor podem desencadear o maior afluxo
de células sangiineas. e como as células alvo
dos lentivirus sdo mondcitos e macrofagos. a
presenca destas células inflamatorias no sémen
ou prepucio pode aumentar o risco da
transmissdo dos lentivirus. Em  pacientes
portadores de HIV foi constatada correlagédo
positiva entre a presenga de leucdcitos e do
virus no sémen (Politch et al., 1994). Concha-
Bermejillo et al. (1996) detectaram o lentivirus
ovino no sémen, somente apds a infecgdo
experimental por Brucella ovis, e a presenca de
leucocitos foi constatada nos ejaculados de
todos os animais apos a inoculagdo da bactéria.
A presenga do lentivirus no sémen parece ter
um carater intermitente, ndo sendo constatado
em todos os ejaculados do mesmo animal
(Concha-Bermejillo et al.. 1996).
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Em humanos, outros fatores parecem influenciar
a transmissdo dos lentivirus pelo sémen, tais
como o estagio da doenga. o estado imunoldgico
ou nutricional e a associagdo com outras
enfermidades (Alexander. 1990).

Em caprinos, o comportamento normal do bode
durante a monta representa um risco de
transmissao do CAEV, pois, frente 4 fémea em
estro, os bodes bufam e urinam com freqiiéncia.

Bielanski et al. (1992) relataram que os métodos
fisicos que s3o wusados para separar oS
espermatozoides do fluido seminal antes do seu
uso para fecundagdo in vitro nio foram
confidveis para a remogdo do virus da diarréia
bovina a virus (BVD). E o congelamento do
sémen possibilita que muitos agentes possam
sobreviver e os crioprotetores podeni tornar os
antibidticos menos efetivos (Philpott, 1993).

2.2.2.6 — Transmissdo por transferéncia de
embrides (TE)

A pesquisa sobre o risco da transmissio de
agentes infecciosos por TE pode ser abordada
por quatro formas principais (Singh, 1987):

“In viro in vitrro” — embrides de doadoras
saudaveis sdo expostos ao agente infeccioso in
vitro ¢ posteriormente analisados quanto a
presenga do agente in vitro.

“In vitro in vivo” - embrides de doadoras
saudavels sdo expostos ao agente infeccioso in
vilre ¢ posteriormente analisados quanto a
presenca do agente i vivo. ou seja, transferindo
0s embrides para receptoras saudaveis.

“In vivo in vivo” — embrides sdo coletados de
doadoras infectadas e analisados quanto 2
presenga do agente in vivo: ou seja. transferindo
0s embrides para receptoras saudaveis,

“In vivo in vitro” - embrides sdo coletados de
doadoras infectadas e analisados quanto a
presenga do agente in vilro.

A transmissdo de agentes infecciosos através da
TE requer a ocorréncia dos seguintes eventos:
exposicdo do embrido ao patégeno antes,
durante ou apos a colheita; ocorréncia de
infeccdo embriondria ou aderéncia do agente a
zona pelucida (ZP); sobrevivéncia do agente e

26

do embrido se infectado; que nenhum
tratamento de desinfecgio do embrido seja
realizado ou o seja ineficiente; transporte de
uma dose efetiva e infectante do patogeno e
infec¢do do embrido/receptora  susceptivel
(Stringfellow et al.. 1991).

Para que ocorra a transmissdo de um patogeno
por TE € necessario que este esteja presente
dentro do embrido (infeccdo embrionaria
verdadeira), em associa¢do ou mesmo aderido a
ZP, ou que esteja presente nos fluidos no qual
os embrides sao recolhidos, manipulados.
criopreservados ou transferidos (Singh, 1987;
Wrathall, 1995).

Outro fator importante na transmissao de
agentes por embrido € a patogenia da doenga.
especialmente quanto a predilecdo do patdgeno
ao trato genital. Entre as principais doengas que
afetam os oOrgdos reprodutores de pequenos
ruminantes estao a brucelose,
campilobacteriose. leptospirose. clamidiose,
micoplasmoses. Agentes carreados pelo sangue
podem prontamente ganhar acesso ao trato
genital. aumentando o risco no caso de qualquer
hemorragia uterina o que ocorre durante a
colheita de embrides. No caso de outros agentes
de doengas que tem predilegdo por pele ou
visceras. a probabilidade de contaminagdo do
embrido ¢ remota, todavia tais agentes
ocasionalmente produzem infecgdes
generalizadas, e mesmo as localizadas podem
causar contaminagdo dos meios e solugdes e do
equipamento.

A infec¢do embriondria pode ocorrer nas
seguintes circunstdncias: o patogeno pode estar
dentro do ovocito antes da fertilizacdo ou estaria
no espermatozoide. penetrando no ovocito no
momento da fecundagio, ou ainda o patogeno
poderia penetrar no embrido atraveés da ZP apos
a fecundacdo. A infec¢do embriondnia pode
resultar em degeneragdo ou morte dos embrides,
sendo estas visivelmente detectadas na
avaliagdo dos embrides, e rejeitados para a
transferéncia 0 que ndo incorre em nenhum
risco quanto a transmissdo de enfermidades,
porém se o embrido permanece viavel. o risco
serd grande, pois a lavagem dos embrides
segundo as normas da Sociedade Internacional
de Transferéncia de Embrides (IETS). nio sera
eficiente para eliminar o agente.




Poucos patdgenos tém sido demonstrados em
ovocitos, ao contrario do sémen, porém o0s
patogenos tém sido associados ao plasma
seminal e ndo ao espermatozoide o que diminui
o risco da infeccdo embrionaria (Eaglesome et
al., 1980). Experimentalmente, alguns autores
observaram, atraveés de microscopia eletronica,
particulas tipo retrovirus nos ovocitos e
embrides com ZP em camundongos, gatos e
primatas (Bowen, 1980; Calarco & Szollosi,
1973; Kalter et al., 1974; Larsson et al., 1981).
porém parece que estas particulas sio retrovirus
endogenos (provirus) e que sua expressio em
ovacitos e embrides durante o desenvolvimento
possa ser um evento comum, especialmente em
camundongo, que tem sido mais estudado.

Esses retrovirus se originam de infecgdo de
células de linhagem germinativa em uma
geragdo ancestral e se tornam integradas como
elementos conservados no genoma hospedeiro
(Doolittle et al. 1989). A transmissdo vertical
para as geragdes subseqiientes via células
germinativas  (espermatozdide ou ovocito)
ocorre de uma maneira analoga a de um carater
mendeliano herdado. A presenga destes provirus
no embrido € geralmente relacionada a efeitos
carcinogénicos como a leucemia em murinos e
felinos e tumores mamarios em camundongos
(Zeilmaker. 1969).

A penetracdo de patogenos atraves da ZP apos a
fecundacdo (infecgdo transzonal) tem sido
relatada muito raramente € apenas em embrides
de camundongos expostos experimentalmente a
pequenos virus, como a cepa Mengo do virus da
encefalomiocardite e Coxsackie B (familia
Picornaviridae) (Gwatkin et al. 1966; Heggie &
Gaddis, 1979). Todavia se a ZP estiver
danificada ou ausente, a infec¢do por virus pode
ocorrer (Carthew et al., 1985; Eaglesome et al.,
1980). Outra possibilidade de infecgdo
transzonal ocorre na espécie suina, onde
embrides viaveis foram observados portando o
parvovirus suino apos exposigdo in vitro (Bane
et al. 1990). sendo que para identificagdo. os
autores utilizaram a técnica de hibridizagdo de
DNA, porém nio ficou claro se o virus estava
realmente dentro do embrido ou aderido a sua
ZP.

Estudos em rebanhos permanentemente
infectados pelo virus da BVD tém demonstrado
a presenga do virus no oviduto e células da
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granulosa (Booth et al., 1995) sendo que in
vitro, o lentivirus caprino infecta e replica-se
em células da granulosa (Lamara et al.. 2000).

A 7P de bovinos e ovinos tem sido considerada
uma barreira aos patogenos (Singh, 1987:
Whathall. 1987). sendo que sua integridade ¢
critica na determinagdo do estado de sanidade
dos embrides. Baseado neste fato. a IETS
recomenda a lavagem dos embrides apos a
colheita. objetivando a retirada dos possiveis
patogenos aderidos a ZP (Stringfellow & Seidel.
1999). As solugdes de lavagem podem ter sua
eficiéncia aumentada pela adigdo ao meio de
antibidticos e de tripsina (Singh. 1988). porém
esta sO € eficiente para remogdo de virus que
possuem envelopes, como € o caso dos
lentivirus. Qutros agentes, que aderem
firmemente a ZP podem ndo ser removidos pela
lavagem (Singh. 1987).

Pesquisas realizadas com embrides sem ZP
expostos aos virus da Lingua Azul (LA). Febre
Aftosa e rinotraqueite infecciosa bovina (IBR)
demonstraram que a lavagem nio foi eficiente
para a remogio do virus (Bowen, et al.. 1982:
Singh et al.. 1986; Bowen et al., 1985). o que
nio ocorreu com embrides com a ZP integra e
lavados (Bowen. et al.. 1982: Singh et al., 1986:
Singh et al., 1982). Desta forma. a integridade
da ZP ¢ um importante fator para assegurar o
estado sanitario dos embrides.

Certos virus podem aderir-se tdo firmemente a
ZP ap06s a exposi¢do in vifre que mesmo a
lavagem pode falhar em remové-los, como o
que ocorre no caso de virus envolvidos por uma
membrana externa com dupla camada de
lipoproteina, como o herpesvirus BHV-1 ¢ o
virus da estomatite vesicular (Singh et al.. 1982:
Singh, 1987), ¢ também bacténas como
Brucella ovis e Brucella abortus (Riddel et
al..1989; Riddel et al..1990; Wolfe et al..1988)
(Quadro 4).

No entanto, o uso de tripsina em meios de
lavagem dos embrides tem demonstrado ser
eficiente na remogdo de virus envelopados que
nio sdo removidos pela lavagem sem a enzima
(Stringfellow & Seidel. 1999). como no caso do
virus da IBR e da estomatite vesicular (Singh,
1987) além de ndo serem danosos para 0s
embrides (Echternkamp et al., 1989), porém a
enzima ndo ¢ efetiva contra todos 0s virus €
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bactérias, especialmente em suinos. Da mesma
forma, o uso de antibidticos sera normalmente
efetivo contra bactérias e alguns micoplasmas
(Stringfellow & Seidel 1999), sendo que a
concentragdes recomendadas parecem nio
causar efeitos adversos aos embrides. Qutras

substancias e fatores tém sido estudados. como
desinfetantes gerais, tais como a luz ultravioleta,
agentes fotosensiveis e halaminas, porém estes
tendem a ser adversos a sobrevivéncia do
embrido (Bielanski et al., 1992; Bielanski &
Hare, 1991).

Quadro 4. Infectividade de embrides ovinos apos exposigdo in vilro ao patdgeno € posterior lavagem.

Embrides
Patogeno N.? embrides portando Referéncia

; expostos patégeno

’ (n) (%)

Embrioes ovinos com zona

peliicida intacta :
Virus da doenca de Border ‘ 49 Negativo Evermann et al., 1981
Virus da BVD 4 0 Evermann et al., 1981
Brucella abortus 53 - Riddel et al.,1989
Brucella ovis - Positiva Riddel et al.,1990
Brucella ovis 200 93 Wolfe et al.,1988
Brucella ovis 49%* 94 Wolfe et al..1988
Campylobacter fetus 164 0 Guerin et al.. 1988
Embrides ovinos sem zona

pelucida

Virus da doenca de Border 49 Negativo Evermann et al., 1981
Virus da BVD 23 Negativo Evermann et al.. 1981

[} |

* Embrides ndo expostos a antibiotico
** Embrides expostos a antibidtico

Estudos sobre a ligagdo com lecitina revelaram
importantes diferencas entre espécies, em
residuos de agiicar nas glicoproteinas e na sua
distribui¢do dentro da ZP (Skutelsky et al.
1994). Estas caracteristicas provavelmente se
relacionam com as propriedades de ligagdo
especie—especifica do espermatozéide a ZP,
porém pode ter também relevincia com a
aderéncia de patogenos. Desta forma, as
propriedades da ZP parecem wvariar entre as
espécies, a despeito das similaridades
morfologicas e bioquimicas. sendo que na
espécie suina os patdgenos tendem a aderir mais
firmemente na ZP e serem de mais dificil
remogdo que os de embrides bovinos, enquanto
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os embrides ovinos parecem assumir uma
posigao intermedidria. Desta forma. dados de
embrides de uma espécie ndo podem ser
extrapolados para de oumra espécie (Hansen,
1992; Wrathall, 1995).

A IETS classificou as doengas em categorias de
acordo com o risco de serem transmitidas por
TE (Stringfellow & Seidel, 1999). No entanto,
as pesquisas realizadas sdo  escassas,
principalmente em pequenos ruminantes. € tem
amostragem de poucos animais para serem
suficientemente  seguras. Varios embrides
obtidos in vivo de doadoras infectadas tém sido
transferidos para receptoras com Sucesso, ou




seja, sem que haja transmissdo da enfermidade
(Singh. 1987).

Chenuneau et al. (1986) transferiram embrides
de cabras  soropositivas para fémeas
soronegativas frente ao virus da LA e
observaram que todas permaneceram livres da

doenca. Gilbert et al. (1987) realizando o
mesmo trabalho com ovinos observaram que
duas das 15 receptoras se  tornaram
soropositivas € somente uma produziu um
cordeiro que nio adquiriu a doenga (Quadro 5).

Quadro 5. Transmissao de enfermidades através da transferéncia de embrides de doadoras infectadas para

receptoras sadias.

N® lavagens | Transmissao | Transmissio

Agente Dos embrides | Receptoras Crias Referéncia
Embriées caprinos
CAEV 03 Negativo Negativo | Wolfe et al., 1987
CAEV 10 Negativo Negativo | Andrioli et al.. 1996
Lingua Azul 10 Negativo Negativo : Chemineau et al., 1986
Embrides ovinos
Scrapie 00 Negativo Positivo | Foster et al., 1992
Scrapie 03 , nr Negativo | Foote et al., 1993
Lingua Azul 4 | Positivo Negativo | Gilbert et al.. 1987
Lingua Azul nr | Negativo Negativo | Hare et al.. 1988
Maedi Visna nr | Negativo Negativo | Dawson et al., 1988
Adenomatose pulmonar ovina | nr | Negativo Negativo | Parker et al.. 1991

nr — dado nio relatado na referéncia citada

Wolfe et al. (1987) transferiram embrides de
trés cabras soropositivas para o CAEV para oito
cabras soronegativas, resultando em um cabrito
€ um natimorto. Todas as receptoras
permaneceram livres da doenga. nenhum virus
foi isolado do feto natimorto e o cabrito
permaneceu livre da enfermidade até quatro
meses de idade quando foi feita a ultima
avaliacdo pelo teste sorologico de imunodifusio
em gel de agar (IDGA). O mesmo foi observado
por Andrioli-Pinheiro et al. (1996). realizando
experimento semelhante, porém com a obtengdo
de cinco crias acompanhadas sorologicamente
até os 12 meses de idade.

Com relagdo a Scrapie, a encefalopatia
espongiforme ovina, os resultados de pesquisas
sdo contraditorios sobre a sua transmissibilidade

por TE. Foote et al. (1993) transferiram 36
embrides de doadoras soropositivas para a
“Scrapie” para receptoras soronegativas ¢ 19
embrides de doadoras soronegativas para
receptoras soropositivas para verificar a
transmissdo por via embrido e via uterina,
respectivamente. Todos os embrides antes da
transferéncia foram lavados trés vezes. Os
resultados indicaram que sob as condigtes deste
experimento. a “Scrapie” ndo foi transmitida
para as crias por nenhuma das vias. No entanto.
Foster et al. (1992) investigando a transmissdo
natural da Scrapie em ovinos inseminarain
artificialmente seis doadoras soropositivas para
“Scrapie” e 37 embrides foram colhidos ¢
transferidos por laparoscopia para 16 receptoras
soronegativas, Os embrides ndo foram
submetidos a nenhum processo de lavagem.
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sendo que doze dos 26 cordeiros nascidos
apresentaram sinais clinicos da doenga, podendo
ser cogitado que a lavagem dos embrides seria
necessaria para a ndo transmissdo da doenca.
Todavia estudos posteriores indicaram que
alguns embrides lavados também resultaram em
descendentes que sucumbiram a “Scrapie”
(Foster et al., 1996).

O meio de lavagem uterina colhido de doadoras
infectadas pode conter patégenos, como o virus
da leucose bovina. da LA, da IBR e a Brucella
abortus (Bouillant et al., 1981; Thomas et al.,
1983; Singh et al., 1983; Voelkel et al.. 1983).
No entanto, Wolfe et al. (1987) ndo isolaram o
CAEV de 12 lavados uterinos de cabras
submetidas a TE.

A infeccdo de embries /n virro, ou seja, no
processo da biotecnologia de fecundagdo in
vitro (FIV) foi também hipotetizado, pois
Lamara et al. (2000) observaram que células da
granulosa de caprinos sdo susceptiveis a
infecg@o e replicagdo do CAEV em cultura, e
como 0s ovocitos, geralmente, obtidos de
ovarios de cabras de abatedouros e a ZP de
embrides produzidos in vitro diferem das
produzidas in vivo, ¢ importante verificar se a
presenca do Lentivirus pode influenciar a FIV e
o desenvolvimento de embrides in vitro e se 0s
tecidos derivados destas fontes podem
contribuir para a disseminacdo da CAE.

2.2.3 - DIAGNOSTICO LABORATORIAL
2.2.3.1 - Isolamento em cultivo de células

O isolamento viral em cultivo de células tem
sido um dos métodos laboratoriais de
diagnostico mais utilizados em virologia. sendo
considerado um teste padrdo. O isolamento tem
também a vantagem de discriminar entre
microrganismos vivos e mortos. No entanto, a
técnica apesar de sensivel, apresenta algumas
restrigdes, pois € trabalhosa, cara e lenta e
necessita da implantagdo de cultivos celulares
especials, além de ndo detectar virus que ndo
causam efeito citopatico (Knowles. 1997).

Para o isolamento do lentivirus caprino de
amostras clinicas, utiliza-se cultivo primario de
células de membrana sinovial de caprinos
(MSC). sendo que o efeito citopatico (ECP)
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caracteristico € a presenga de células
multinucleadas tipicas (sincicio).

ECP caracteristico de infecgdo por CAEV foi
observado em cultivo celular de MSC a partir de
um caprino sorologicamente positivo e que
apresentava artrite (Hotzel et al., 1993).
Sincicios foram detectados 14 dias apos a
implantacdo dos cultivos primarios € 0s
sobrenadantes foram inoculados em cultivos
celulares de membrana sinovial de feto caprino
e de musculo de feto caprino, observando-se
ECP de oito a 90 dias pos-inoculagdo.

No caso de detecgdo viral em amostras diversas
como o sémen, pode haver toxicidade das
células por substincias presentes nestas
amostras (Kahrs et al., 1977). O sémen pode
também apresentar forte carga de contaminagio
bacteriana (Rocha et al. 1995). sendo
necessario o tratamento prévio do sémen com
antibidticos e dilui¢do com o intuito de diminuir
os efeitos toxicos das substincias presentes no
plasma seminal, porém, a diluicdo do sémen
pode diminuir a carga viral a valores abaixo do
detectdvel em cultura, levando a resultados
falso-negativos. H4 também relatos que algumas
espécies de sémen contém substancias antivirais
(Darcell & Coulter. 1976) que dificultam ainda
mais os processos de detecgdo em cultura.

O carater intermitente de eliminacdo do virus no
sémen, os processos de congelamento, além da
dilui¢do do gjaculado com diluentes a base de
leite em pd, dificultam o isolamento viral em
cultivos celulares, sendo necessarias sucessivas
passagens em células para confirmagdo dos
resultados. No entanto, Concha-Bermejillo et al.
(1996) isolaram o lentivirus ovino do sémen de
ovinos experimentalmente infectados. porém
somente apds a inoculagdo com a Brucella ovis
no epididimo.

Wolfe et al. (1987) tentaram isolar o0 CAEV de
fluido uterino coletado juntamente com oS
embrides de cabras portadoras de CAE. sendo
que nenhum ECP foi observado. Os autores
também ndo conseguiram isolar o virus em
colostro e placenta.

Padrdo restritivo de replicagio do CAEV foi
observado por Chebloune et al. (1996)., em
cultivo celular de plexo cordide de ovino, sendo
que os autores relataram a presenga de DNA




proviral nos cultivos infectados por CAEV, mas
nenhum ECP foi observado e tampouco
particulas  virais foram encontradas a
microscopia eletronica.

2.2.3.2 - Reacdo em cadeia da polimerase

(PCR)

A amplificacido in virro dos acidos nucleicos
permite a obtengdo de milhares de copias de
uma seqiiéncia especifica de DNA. Desta forma,
a PCR vem sendo adotada em todo o mundo na
pesquisa de microrganismos devido a
especificidade, sensibilidade e rapidez de seus
resultados (Belak & Ballagi-Pordany, 1993).

Os primeiros trabalhos sobre o uso da PCR no
diagnostico veterindrio apareceram no final dos
anos 80, e tem sido de grande importincia para
o diagnostico de doengas virais, em varias
amostras de animais, visto que os métodos de
diagnostico tradicionais requerem longos e
complexos procedimentos, como cultivo de
células e microscopia eletrdnica. Outra
vantagem da PCR € que esta técnica pode
detectar pequenas quantidades de DNA e RNA
viral presentes no material. amplificando-o em
quantidades  identificaveis. Até  mesmo
patogenos de dificil crescimento em cultivo ou
que se encontrem sob estado de laténcia ou
integrados ao genoma do hospedeiro, ou
microrganismos mortos, podem ser detectados
pelo método.

Dentre as varias doengas virais de importincia
em veterindria ja detectadas por PCR, estdo as
lentiviroses, como a imunodeficiéncia bovina
(Nash et al., 1995ab) e os LVPR (Zanoni et al.,
1990).

A PCR tem sido utilizada para a pesquisa do
DNA-proviral do lentivirus de caprinos em
diferentes amostras como: sangue, liquido
sinovial, leite e soro do leite, tecidos (Reddy et
al.. 1993. Rimstad et al., 1994, Barlough et al.,
1994, Clavijo et al., 1996, Russo et al., 1997).

Quanto a detecgdo dos lentivirus no sémern, tem
sido descrita a presencga de fatores inibidores da
sintese de 4cidos nucleicos presentes no plasma
seminal (Lugaro et al., 1988). Esses fatores
interferem no uso do DNA como remplare, pois
parece que esses oligopeptideos se ligam ao
DNA (Lugaro et al., 1988).
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Porém varios trabalhos tém sido realizados com
o objetivo de utilizar a PCR na deteccdo de
patégenos no sémen, como o virus da IBR
(Silva, 1995). Da mesma forma a detec¢io dos
lentivirus em sémen através da PCR foi obtida
em humanos ¢ em diferentes espécies animais.
incluindo os pequenos ruminantes (Travassos et
al. 1998, 1999, Andrioli et al., 1999, Concha-
Bermejillo et al., 1996, Mermin et al., 1991,
Nash et al., 19954, Jordan, et al. 1995).

Pesquisas visando a detec¢do de patdgenos em
embrides e solugdes de lavagem das colheitas
de embrido tém utilizado com sucesso a técnica
de PCR (Wrathall, 1995). Foi demonstrado por
PCR que embrides e fluidos uterinos coletados
de ovelhas portadoras do MVV estavam livres
de virus, sendo que a sensibilidade da prova foi
de 10 PFU de virus (Woodall et al.. 1994).

No caso dos LVPR  esta técnica ¢
particularmente importante para a identificagdo
de animais que apresentam soroconversio tardia
ou de resultado sorologico duvidoso (Rimstad et
al, 1993). Porém, parece ndo haver relagdo
entre o titulo de anticorpos e 0 aparecimento de
bandas positivas a PCR (Barlough et al., 1994)
e nem todas as amostras de sangue positivas aos
testes sorologicos sdo também positivas na PCR
(Reddy et al.. 1993).

Zanoni et al  (1990) demonstraram que
detecgdo do DNA - proviral do LVPR em
cultivo celular, pode ser obtida um dia apos
inoculagdo e que apenas uma c€lula infectada
dentre 10° células foi capaz de ser identificada
por PCR. Barlough et al. (1994), observaram
que a presenga de 3000 monocitos contendo de
30 a 240 células infectadas foram suficientes
para gerar resultados positivos na PCR. Os
autores avaliaram a quantidade de monocitos de
amostras de sangue de cinco animais. diluiram
estas amostras e realizaram PCR de cada uma
delas para determinar por calculos o nitmero de
monocitos necessarios para obter sinal positivo
no PCR e os dados revelaram uma quantitativa
diferenca no nivel de células associadas ao
virus entre os cinco animais testados os quais
variaram de 10° a 10° mondcitos para a
deteccdo. Desta forma, parece que a taxa de
infecgdo dos mondcitos varia entre individuos
portadores da CAE provavelmente devido ao
nivel de restrigdo da expressdo viral (Narayan
et al., 1983).
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Segundo Barlough et al. (1994), a seqiiéncia da
regido gag foi capaz de amplificar a maioria dos
resultados positivos (69.4%). comparada as
regides pol/ e isto pode estar relacionado a
regido gag ser a mais conservada. Baixa
eficiéncia na amplificagdo da regido pol foi
reportada por outros autores (Zanoni et. al.,
1992).

A PCR Nested aumenta a sensibilidade quando
comparada a PCR simples e a combina¢do do
uso de PCR miltiplos reduz o numero de falsos
negativos  (Suarez & Whetstone, 1997). Ja
Barlough et al. (1994), consideram que o uso de
PCR duplo Nested ¢ mais adequado para
identificar animais falso-negativos as provas
sorologicas.

A dificuldade em amplificar o DNA proviral
dos lentivirus pode estar na sua caracteristica de
alta taxa de mutagdo (Suarez & Whetstone,
1997). A variagdo das seqiiéncias de bases no
genoma dos lentivirus afetam a eficiéncia da
PCR. pois esta ¢ intimamente dependente da
complementaridade entre os primers e template
(Pasick, 1998). Os virus RNA de forma geral e
particularmente os lentivirus apresentam grande
variedade de quasispécies o que se atribui ao
fato da RNA polimerase ter intrinsecamente
altas taxas de erro, desta forma. os lentivirus se
reproduzem imperfeitamente. este mecanismo é
util aos virus na sua habilidade de escape das
defesas do hospedeiro e de produzir infeccio
persistente  (Pasick, 1998). Os LVPR
apresentam grande variagdo antigénica (Ellis et
al, 1987). Existem também variagdes
fenotipicas que refletem o potencial patogénico
do virus (Pasick, 1998).
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3. ESTUDOS EXPERIMENTAIS

3.1 FATORES QUE INFLUENCIAM A
PRESENCA DO LENTIVIRUS CAPRINO
NO SEMEN

3.1.1 INTRODUCAO

O agente etiologico da artrite encefalite caprina
viral (CAE) pertencente & familia Retroviridae e
subfamilia Lentivirinae. A enfermidade possui
carater crdnico e apresenta alta prevaléncia nos
rebanhos leiteiros brasileiros, e € responsavel
por grandes perdas econdmicas. Desta forma. a
demanda pela pesquisa das vias de transmissio.
para o delineamento de medidas de controle e
futura erradicagdo, sio altamente solicitadas
pelos produtores.

Os avangos das técnicas de conservacdo de
germoplasma, aliado ao aumento da importincia
economica da caprinocultura e da auséncia de
um programa nacional de melhoramento
genético na espécie caprina, favorecem ainda
mais o intercdmbio de sémen. No entanto, muito
pouco tem sido estudado sobre a possibilidade
de transmissio de enfermidades via sémen e
embrido, havendo o risco da entrada de novas
enfermidades no Pais.

O sémen pode infectar-se por microrganismos
que afetam diretamente o orgdo reprodutor ou
através do sangue e liquidos tissulares
extravasados para o sistema reprodutor que
carrelam 0 microrganismo ou, ainda, o sémen
pode contaminar-se no meio externo (Hare,
1985: Thibier & Guerin, 2000b).

Em pequenos ruminantes, varios patogenos
foram detectados no sémen, com transmissio
potencial ou comprovada, como a Febre Aftosa,
Rinderpest, Peste dos Pequenos Ruminantes,
Micoplasmose, Lingua Azul, Leptospirose,
Febre (Q, Campilobacteriose, Brucelose,
Clamidiose e Salmonelose (Hare, 1985; Thibier
& Guerin, 2000b). E dentre os patdgenos que
podem ser transmitidos pelo sémen. atengio
especial deve ser dada as doengas cujos sinais
clinicos sdo raramente evidentes (Philpott,
1993).

A transmissio dos lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR) pelo sémen deve ser
considerada, uma vez que nem todos 0S casos
de transmissdo se explicam pela sua principal
via, ou seja a via digestiva, ou pelo contato
prolongado com animais infectados (Adams et
al., 1983; Rowe et al., 1992), além disso, a
presengca do lentivirus foi demonstrada no
sémen de machos da espécie caprina (Travassos
et al. 1999) e de ovinos naturalmente infectados
e portadores de orquite brucélica (Concha
Bermejillo et al. 1996). Rowe et al. (1992)
observaram maiores taxas de soroconversao em
fémeas fertilizadas com machos soropositivos
do que naquelas cobertas com machos
negativos. A presenga de células inflamatorias
infectadas pelo virus foi reportada em células
aspiradas do epididimo de um bode infectado
(Rowe & East. 1997), e em swabs prepuciais de
varios bodes infectados. No entanto, Asso
(1989) reportou que o lentivirus caprino
(CAEV) nio foi isolado do sémen de 20 machos
soropositivos, em cinco coletas. por um periodo
de dois anos.

Desta forma. ainda ndo foi definitivamente
comprovado se ocorre ou nao a transmissdo do
CAEV via sémen em caprinos (Russo. 1983),
sendo recomendado que os reprodutores
infectados sejam retirados da reproducao. o que
representa grande perda deste potencial genético
e pouco se¢ sabe se ha fatores que podem
interferir na presen¢a dos LVPR no sémen.

Lesdes ou inflamacoes/infecgdes no orgao
reprodutor podem desencadear o maior afluxo
de células sangiiineas, e como, as células alvo
dos lentivirus sdo mondcitos e macrofagos, a
presenga destas células inflamatorias no sémen
ou prepucio poderia aumentar a chance da
presenca do lentivirus no sémen. Concha-
Bermejillo et al. (1996) detectaram o lentivirus
ovino no sémen., somente apos a infecgdo
experimental por Brucella ovis, e a presenca de
leucocitos foi constatada nos ejaculados de
todos os animais apds a inoculagdo da bactéria
Em humanos outros fatores parecem influenciar
a transmissdo dos lentivirus pelo sémen como 0
estigio da doenga. estado imunoldgico ou
nutricional e a associagio com outras
enfermidades (Alexander, 1990).

Dentre as técnicas de detecgdo direta de virus no
sémen destaca-se o isolamento viral e a reacdo
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em cadeia da polimerase (PCR). Concha-
Bermejillo et al. (1996) isolaram o LVPR no
sémen de ovinos experimentalmente infectados,
poréem o sémen pode apresentar substincias
toxicas as células de cultura (Kahrs et al., 1977),
além de apresentar forte carga de contaminagdo
bacteriana (Rocha et al. 1995). sendo
necessario o tratamento prévio do sémen com
antibioticos e diluigdo com o intuito de diminuir
os efeitos toxicos das substancias presentes no
plasma seminal, porém, a diluigio do sémen
pode diminuir a carga viral a valores abaixo do
detectavel em cultura, levando a resultados
falso-negativos. Ha também relatos que algumas
espécies de sémen contém substincias antivirais
(Darcell & Coulter, 1976) que dificultam ainda
mais 0s processos de detecgdo em cultura.

Oligopeptideos presentes no plasma seminal
podem interferir na detecgdo dos LVPR pela
PCR, inibindo a sintese de acidos nucleicos
(Lugaro et al.. 1988), ou no uso do DNA como
molde para as amplificagdes, pois parece que
essas substancias se ligam ao DNA (Lugaro et
al., 1988).

Varios trabalhos tém sido realizados com o
objetivo de utilizar a PCR na detecgdo de
patogenos no sémen. Silva (1995) detectou o
virus da rinotraqueite infecciosa bovina no
sémen em titulo de até 10™ TCIDs/mL ¢ Rocha
(1998) que obteve sensibilidade de 10 a 107
(0,001) TCDIsy/50uL. para o HVB-1 em sémen
por PCR Nesred. Da mesma forma, a detecgio
dos lentivirus em sémen através da PCR foi
obtida em humanos e em diferentes espécies
animais, incluindo o0s pequenos ruminantes
(Travassos et al. 1998, 1999, Concha-Bermejillo
et al., 1996. Mermin et al.. 1991. Nash et al..
1995a, Jordan. et al. 1995).

A presenga do lentivirus 10 sémen parece ter
um carater intermitente, ndo sendo constatado
em todos os ejaculados do mesmo animal
(Concha-Bermejillo et al., 1996), desta forma os
meétodos de diagnostico com alta sensibilidade
para comprovagdo do agente no sémen sdo
importantes.

Para a comprovacgdo da presenga do CAEV no
sémen de bodes naturalmente infectados elegeu-
se a técnica de reagdo em cadeia da polimerase
Nested (PCR-Nested) por possuir alta
sensibilidade e  especificidade para o

diagnostico de wvarios agentes etioldgicos.
inclusive o CAEV em diversos tipos de
amostras clinicas (Barlough et al., 1994). e a
técnica classica de isolamento viral.

O objetivo do trabalho foi detectar a presenca
do DNA pro-viral do CAEV em ejaculados de
bodes naturalmente infectados e com sintomas
clinicos da CAE. e avaliar a influéncia da
lavagem do sémen, bem como da presenga de
inflamagdo testicular causada por uma lesdo
traumatica local, concomitante. sobre a maior
ou menor presenga do CAEV no sémen.

3.1.2 MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados sete machos caprinos. com
dois anos de idade. das ragas Parda Alpina
Anglo Nubiana, Saanen e mestigos (Pardo
Alpino e Moxotd) infectados naturalmente com
o CAEV, com manifestagdes clinicas da
enfermidade, sendo a infecgdo comprovada
sorologicamente por imunodifusdo em gel de
agar (IDGA).

Os reprodutores pertenciam ao rebanho da
EMBRAPA - CNPC (Sobral. CE), onde em
1994, em conjunto com o Grupo de Pesquisas
em Pequenos Ruminantes da Escola de
Veterindria da UFMG. foi implantado o
Programa de Controle da CAE (PCAEV).
avaliando medidas sanitarias e de mangjo
(EMBRAPA. 1994, 1996: Gouveia et al., 1996).
estabelecidas de acordo com a prevaléncia
soroldgica inicial do plantel (14.3%). ¢ com a
prevaléncia encontrada nas distintas
modalidades epidemiologicas definidas:
rebanho negativo, rebanho com baixa
prevaléncia (até 2%). rebanho mestico em
semiconfinamento com média a alta
prevaléncia, rebanho com media a alta
prevaléncia (acima de 10%) de animais de ragas
leiteiras importados da Franga e utilizados como
reprodutores e matrizes, e de crias mesticas
leiteiras. No inicio do programa PCAEV os
bodes positivos (53.9%), foram retirados da
reproducdo e utilizados no presente trabalho.




Coletas de sémen e processamento

As coletas de sémen foram realizadas por
eletro-gjaculagdo, visto que 0§ animais
apresentavam avancado estado de artrite que os
impossibilitava de realizar a monta.

Foram realizadas oito coletas de sémen, quatro
antes e quatro apos os machos sofrerem injuria
testicular, sob anestesia regional, visando maior
afluxo de leucécitos, células de eleicdo do
CAEV. A injuria testicular foi realizada com um
trocater de 3mm de didmetro a uma
profundidade de lcm, no testiculo esquerdo de
cada animal. Nas coletas realizadas na mesma
semana, com dois dias de intervalo, numa o
ejaculado era lavado e na outra nio.

Foi coletado sangue dos machos, antes e até dez
dias apos a injuria testicular para avaliagdo do
quadro leucocitario.

As amostras de sémen foram lavadas em
Solugdo Krebs-Ringer-Fosfato na proporgio de
nove partes da solugio para uma parte de sémen
com centrifugagdo a 2.000 g durante 10
minutos, sendo este um processo usual da
Central de Tecnologia de Sémen da
EMBRAPA-CNPC, tendo em vista a presenca
de substdncias toxicas aos espermatozoides no
plasma seminal caprino. Ao sémen lavado foi
adicionado diluente a base de leite desnatado,
glicose e glicerol. As amostras foram envasadas,
submetidas aos vapores de nitrogénio liquido e
em seguida imersas no nitrogénio para
proceder-se a congelagdo. Apos essa etapa 0s
pailletes foram transferidos para o botijao
criobiologico e posteriormente para freezer a
temperatura de -70°C.

Isolamento viral

Para o isolamento do CAEV. as amostras de
sémen e controles positivo e negativo foram
inoculadas em monocamadas de células de
membrana sinovial caprina (MSC) obtidas a
partir de explant de cabrito comprovadamente
negativo para o CAEV e sub-cultivada em
numero limitado a 18 passagens. As amostras
(200uL) e os controles foram previamente
tratados com 4ul. de garamicina (80pg/mlL),
2ul de penicilina/estreptomicina (200UL/mL) e

luL de anfotericina B® (100U/mL sob
refrigeracao - 4-8°C) por 12 horas. Para os
controles positivo e negativo foram utilizados,
respectivamente, sobrenadante de células de
MSC inoculadas ou ndo com o CAEV (amostra
padraio CAEV-CORK). As amostras € 0S
controles foram diluidos 1/5 em MEM, sendo
entdo inoculados 100 pl de cada amostra, em
duplicata em placas de 24 pogos. assim como 0s
controles positivo e negativo, em monocamada
semiconfluente de MSC e mantidos em meio
MEM., com 5% de soro fetal bovino, 1% de
anfoterictna e 2% de penicilina ¢
estreptomicina. Os cultivos foram mantidos por
63 dias em estufa com 5% de CO,. com trocas
de meio a cada sete dias e passagem de celulas a
cada 21 dias, sendo a monocamada examinada
diariamente em microscopio invertido para
verificagdo de efeito citopatico (ECP)
caracteristico (presenca de celulas
multinucleadas ou sincicios). Apds a ultima
passagem de células, foi realizada a coloragdo
da monocamada com solucdo de cristal violeta
a 0.1% para melhor visualizagdo do ECP.

Reacdo em cadeia da polimerase

Para a prova de PCR foram preparados os
controles positivo e negativo a partir de
monocamadas de células de MSC sendo ou ndo
respectivamente, inoculadas com amostra do
CAEV de referéncia. As suspensoes celulares
foram obtidas por tripsinizagdo  das
monocamadas. Depois de centrifugadas (6500g
/ 5 minutos) e submetidas a duas lavagens com
10 mL de PBS, as células foram ressuspensas
em tampao hipertoénico (0.32M sacarose: 10mM
Trizma hydrochloride, pH 7.5: 5.0mM MgCI2:
1.0% Triton X 100), para lise do citoplasma
(Higuchi, 1989) durante alguns minutos na
temperatura ambiente. Em seguida. o material
foi centrifugado (2.500 rpm/10 minutos;
Centrifugador Excelsa 2 FANEN, rotor 8X13
mL), sendo o sedimento lavado com PBS e
ressuspenso em 250 ul de tampdo de PCR
(10mM Trns.HCL, pH 8.0; 530mM KCI:. 1.0mM
MgCl2; 5% glicerol; 0,05% Tween20) e
tratado com 100pg de proteinase K/mL. durante
60 minutos a 56°C. Finalmente a proteinase K
foi inativada termicamente (cerca de 100°C
durante 10 minutos) € as amostras
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acondicionadas em geladeira e, posteriormente
em freezer a -20°C.

Para extragdo do DNA viral as amostras de
sémen foram filtradas, individualmente, em
coluna de Sephacryl S-400°, segundo Santurde
et al (1996) e em seguida as amostras foram
incubadas a 56°C por 45 minutos em solugdo
contendo 200uL de Chelex 100° a 5%, 2uL de
proteinase K® (10 mg/mL) e 7uL de DTT 1IM.
Apos centrifugacdo por 10 segundos a 13.000g,
os tubos foram colocados em banho de dgua
fervente por 8 minutos e a seguir centrifugados
por trés minutos a 13.000g (Walsh et al., 1991).
O matenal foi acondicionado em geladeira até
sua utilizagdo na prova de PCR.

Foram utilizados dois pares de iniciadores
derivados a partir das seqiiéncias das regides
gag da amostra padrio CAEV-Cork (Saltarelli
et al.. 1990). sendo os iniciadores | (5' CAAGC
AGCAGGAGGGAGAAGCTG-3', nucleotideos
953 a 975) e 2 (5'TCCTACCCCC
ATAATTTGATCCAC -3', nucleotideos 1249 a
1226) descritos por Barlough et al (1994)
resultando na amplifica¢do de um fragmento de
DNA de 297pb. Os iniciadores 3
(3'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAA
TG-3' nucleotideos 997-1024) e 4 (5
ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3'
- nucleotideos 1181 a 1154) foram utilizados na
segunda  amplificagio. resultando  num
fragmento final de 185 pb (Rimstad et al. 1993).

A reagdo de PCR Nesred foi realizada segundo
metodologia de Barlough et al. (1994), com
algumas modificagdes, para a regiio gag, num
volume total por reacdo de 30uL. os quais
continham: tampao Tris HCI (pH 8.3) — 10mM:
KCl - 50mM; MgCl12 1,5mM:; Gelatina- 0.001%
(p/v); ANTP - 100uM de cada; TMAC- 5uM :
Iniciadores 20pmolL de- cada (Ciclo 1 -
iniciadores 1 e 2; Ciclo 2 - iniciadores 3 e 4);
Taq DNA polimerase 2 Ul. Target DNA: Ciclo
1-3uL e Ciclo 2 - 1uL produto do Ciclo 1 e
agua ultra pura 18 Q@ (Milli-Q) livre de DNAse,
autoclavada 50pLq.s.p.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em

* Pharmacia, Uppsala, Sweden
‘ Sigma, EUA C- 7901
> Gibco / BRL, EUA
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termociclador®, constituindo num ciclo inicial
para desnaturar as fitas de DNA. de 94°C por 3
minutos; 35 ciclos: 94°C - 1 minuto, 56°C - 1
minuto, 72°C - 45 segundos; extensio final a
72°C por 7 minutos; 4°C - até a coleta da
amostra.

Normas de seguranga necessdrias para obtencio
de wum teste confiavel foram seguidas
rigorosamente. Para prevenir contaminagoes, 0s
procedimentos de preparo das amostras de
sémen, infecgdo das células, extragdo do DNA
proviral, montagem da PCR e manipulagdo do
material amplificado foram realizados em
ambientes distintos. Luvas de procedimentos.
ponteiras com  barreira para  aerossois,
microtubos e outros recipientes utilizados eram
novos, estéreis e descartdveis. As reagdes de
PCR foram montadas em unidade de fluxo
laminar classe II exclusivo para manipulagio.
Reagentes estoques (iniciadores, enzimas ¢
tampdes) foram preparados em agua ultra pura
18Q (Milli-Q) livre de DNAse, manipulados em
cabine de fluxo laminar livre de contaminagao
externa.

Analise dos produtos da PCR
Eletroforese

As amostras amplificadas e os controles
positivo e negativo, juntamente com o marcador
molecular’, foram submetidos 2 eletroforese em
gel de agarose 1% em TBE (Tmns, borato e
EDTA 0,1X), corado com brometo de etidio
adicionado ao gel (0,5pg/mL). Cada amostra
(15pL) juntamente com 3ul de tampdo da
amostra foram submetidas a eletroforese em
cuba honizontal. com TBE (0.5X), por 60
minutos (2amp e 90volts). A visualizagio das
bandas de DNA foram observadas ao
transiluminador de luz |ultra violeta, e
registradas fotograficamente.

Restri¢cdo enzimatica

Verificou-se o perfil de restrigdo enzimatica dos
produtos amplificados frente & enzima Bal I 3

° Programmable Thermal Controller, PTC-100,
MIJ Research, Inc. EUA

" 100bp DNA Ladder, Gibco /BRL, EUA

° Promega, EUA




A enzima foi diluida nos respectivos tampdes
que acompanham o kit seguindo as
recomendagdes do fabricante. As amostras e os
controles foram incubados a 37°C, por uma
noite e os produtos da restrigdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
como descrito acima. A enzima Bal I reconhece
e corta as seqiiéncia 5"..TGCWCCA...3 e a
copia correspondente — 3°..ACCWGGT...5",
desta forma os fragmentos amplificados no
experimento de 185 pb resultariam em dois
fragmentos de 116 € 69 pb.

Os dados foram analisados pelo teste Qui-
quadrado (x°), utilizando o programa EPI-INFO
(Dean et al., 1992).

3.1.3 RESULTADO E DISCUSSAO

Até recentemente, a detecgido do CAEV em
amostras de sémen nio havia sido descrita,
provavelmente em fungdio da  menor
sensibilidade das técnicas disponiveis até entdo,
na deteccdo de pequenas quantidades de
particulas virais. Utilizando a PCR Nested,
foram detectadas bandas de 185pb (Fig. 1) que
correspondem ao DNA proviral de CAEV em
20 amostras de sémen criopreservado (35,7%),
a partir do total de 56 amostras analisadas. Este
resultado demonstra o risco da transmissdo do
CAEV pela via sexual, tornando-se relevante
maior  controle  nas  importagies e
comercializacio de bodes e sémen caprino. O
resultado obtido estd em acordo com Concha
Bermejillo et al. (1996) os quais detectaram o

M1 2 3 4

185pb —»

Figura 1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Reagdo em cadeia da polimerase — PCR Nested de
amostras de sémen de bodes infectados naturalmente com o CAEV, bandas de 185pb. Sendo M — marcador
DNA Ladder; 1. 2 e 3 — amostras positivas; 4, 5, 6, 7, 8 - amostras negativas; 9 - controle positivo ¢ 10 -

controle negativo.

lentivirus ovino em carneiros naturalmente
infectados e com Travassos et al. (1998, 1999),
que demonstraram a presenca do CAEV em
sémen de caprinos experimentalmente e
naturalmente infectados. Também nas espécies
bovina (Nash et al., 1995a), em gatos (Jordan et
al., 1995), e em humanos (Mermin et al., 1991)
foi detectada a presenca do lentivirus no sémen.

Quanto a sensibilidade relativa do teste a PCR
identificou as bandas esperadas entre 10*° a
10°° TCDIs/50uL em sobrenadante de cultivo
celular inoculado, quando se utilizaram os
iniciadores externos. Com a realizacdo da
segunda etapa - PCR Nested, utilizando os
iniciadores internos, as bandas esperadas foram
obtidas entre 10*° a 10™° TCDIsy/SOuL. Os
dados indicam que a PCR Nested possui boa
sensibilidade para identificagdo do DNA-
proviral do CAEV, quando comparado com
Rocha (1998) que obteve sensibilidade de 10° a
10® (0,001) TCDIsy/50uL. para o HVB-1 por
PCR Nested.

A especificidade das amplificagbes foi
confirmada pela obtengdo dos fragmentos
esperados apods a restri¢do enzimadtica (enzima
Bal I) dos produtos amplificados pelo PCR-
Nested das amostras de sémen e do controle
positivo.
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A lavagem do sémen e a injuria testicular foram isolamento viral, o lentivirus ovino em sémen

fatores que influenciaram significativamente de dois cameiros somente apos a infeccdo
(p<0.05) a presenga do CAEV (Tab. 1 e 2). A experimental com Brucella ovis. A infecgdo
conjungdo da injuria testicular em animais local causada pela injiria testicular ficou
infectados com o CAEV demonstrou ser um evidente pelo exame de sangue, visto que
fator de agrave para a presenga do CAEV no existiu um pequeno aumento do numero de
sémen visto que 50,0% das amostras de sémen leucocitos, principalmente neutrofilos com
coletadas apos a injuria foram positivas tendéncia a um desvio a esquerda, retornando
enquanto que 21,4% das coletadas antes da 10 dias apés a injuria a valores proximos aos
injiria acusaram a presenga do CAEV (p<0.05) anteriores, 0 que indica uma leve infecgdo,
(Tab. 1). O mesmo foi observado por Concha caracteristica de infecgéo local.

Bermejillo et al. (1996) os quais detectaram, por

Tabela 1. Resultados da PCR Nested para o Lentivirus caprino, pré e pos injuria testicular, de machos
caprinos infectados naturalmente com CAEV e submetidos a lavagem ou nio do s€émen.

Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
testadas positivas positivas testadas positivas positivas
(m) (n) (%) (n) (n) (%)
PRE-INJURIA POS-INJURIA
Lavado 14 1 7.1% a* 14 4 286%a
Nao lavado 14 5 35.7%a 14 10 71.4%b
Total 28 6 21,4% A** 28 14 50,0% B

* Dados com letras minisculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0.,05)

** Dados com letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)

Tabela 2. Resultados da PCR Nested para o Lentivirus caprino, em sémen lavado ou ndo lavado, de
machos caprinos infectados naturalmente com CAEV e submetidos a injiria testicular.

Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras Amostras
testadas positivas positivas testadas positivas positivas
(n) (n) (%) (n) (n) (%)
'SEMEN LAVADO SEMEN NAO LAVADO
Pré-injuria 14 1 7,1% a* 14 5 35,7%a
Pos-injuria 14 4 28.6% a 14 10 71.4%a
Total 28 5 17.9% A** 28 15 53,6%B

* Dados com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)

** Dados com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,03)




Nas amostras totais de sémen ndo lavado 53.6%
foram positivos enquanto que no sémen lavado
17.9% das amostras apresentaram resultados
positivos  (p<0,05) (Tab. 2), desta forma,
observa-se que a lavagem do sémen pode
reduzir a presenga do virus, ndo sendo, porém,
suficiente para elimind-lo. E a presenca maior
do CAEV no sémen integral, ou seja, niio
lavado, torna a monta natural de maior risco de
transmissio do CAEV, aliado ao fato do
comportamento normal do bode durante a
monta representar um risco de transmissio da
enfermidade, pois o macho frente a fémea em
estro bufa e urina com freqiiéncia.

Porém, mesmo antes da injuria testicular, 7,1%
das amostras lavadas foram positivas indicando
a presenga do DNA proviral mesmo em sémen
processado para inseminagio artificial (IA), ou
seja. lavado e criopreservado e de um animal
que ndo tenha nenhuma outra enfermidade
concomitante a CAE. Embora tenha sido
demonstrado que o CAEV esta presente nas
c€lulas ndo espermaticas do sémen (leucocitos)
€ nio nos espermatozodides (Travassos et al.,
1998, 1999), o processo de lavagem do sémen
ndo remove essas outras células e sim o plasma
seminal, que ¢ o proposito da lavagem.

Os Ientivirus tém sido relacionados aos
leucocitos e ndo aos espermatozodides, também
em outras espécies (Quayle et al., 1997, Nash et
al., 1995a) e alguns métodos tém sido relatados
visando a separagdo entre os espermatozoides e
as demais células presentes no sémen de
homens contaminados com o virus HIV, como a
centrifugacio por gradiente de densidade
seguida de swin-up, com resultados satisfatorios
(Semprini et al, 1992), indicando a
possibilidade de se obter material genético livre
do virus a partir de reprodutores infectados. No
entanto, Biclanski et al. (1992b), relataram que
os métodos fisicos que sdo usados para separar
os espermatozoides do fluido seminal antes do
seu uso para fecundagdo in vitro ndo foram
confidveis para a remo¢do do virus da Diarréia
Bovina a Virus (BVD).

O CAEV foi detectado por isolamento viral,
sendo observado a formacido de sincicios na
monocamada de MSC (Fig.2). Este resultado
evidencia a viabilidade do CAEV nas amostras
de sémen criopreservado o que confirma que a
congelagio do  sémen  possibilita  sua
sobrevivéncia assim como de  outros
microrganismos (Philpott, 1993).

A PCR demonstrou-se superior ao isolamento
viral (Tab.3), visto que das 56 amostras
submetidas ao isolamento somente quatro foram
positivas (7.1%) enquanto a PCR detectou 20
amostras positivas (35,7%). o que estd em
acordo com Smits et al. (2000) que encontraram
maior positividade nas provas de PCR do que
no isolamento viral do herpesvirus bovino em
sémen. Uma amostra positiva no isolamento
também foi positiva na PCR e trés ndo, ¢ das
quatro amostras positivas ao isolamento, trés
eram de amostras de sémen nido lavado, isto se
justifica, pois o isolamento detecta a presenca
do virus na sua forma livre o que seria muito
mais provavel sua detec¢io no plasma seminal.
A PCR detecta o DNA pro-viral, existente
dentro das células ndo espermaiticas, desta
forma, ¢ provavel que nas amostras positivas ao
isolamento ¢ ndo a PCR existissem apenas
CAEV na forma livre que seria apenas
detectavel por RT-PCR. visto ser o CAEV um
RNA virus.

A variagio na detecgio do CAEV, em
gjaculados do mesmo animal, sugere que a
presenga do DNA proviral no sémen de caprino
ndo € constante, o que estd em acordo com
Jordan et al (1999) que observaram que a
presenga do lentivirus no ejaculado de gatos
varia lanto entre animais quanto nos virios
ejaculados do mesmo animal e com Concha-
Bermejillo et al. (1996) que observaram que a
presenga do MVV em sémen de ovinos ¢
mtermitente. Como a presenga do CAEV no
sémen ndo ¢ constante, o material genético de
excelentes reprodutores poderia ser utilizado
desde que uma aliquota de sémen de cada coleta
seja analisada por PCR.




Figura 2. Sincicio (setas) em cultura primaria de MSC inoculada com sémen de bodes infectados
naturalmente com o CAEV, coloracdo cristal violeta 0,1%., aumento 200X,

Tabela 3. Comparacdo entre isolamento viral e PCR Nested na detecgdo do CAEV no sémen.

Isolamento positivo Isolamento negativo Total
PCR positivo 1 19 20
PCR negativo 3 33 36
Total - 52 56
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3.2 TRANSFERENCIA DE EMBRIOES
COMO METODO DE CONTROLE DA
ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA
VIRAL

3.2.1 INTRODUCAO

A criagdo de caprinos leiteiros no Brasil tem
crescido nos ultimos anos como uma atividade
econdmica rentdvel. No entanto, a auséncia de
um programa nacional de melhoramento
genético tem levado os caprinocultores a
importar animais sem adequada supervisdo,
acarretando em graves problemas sanitarios
como foi 0 caso da entrada e disseminagdo da
artrite encefalite caprina — CAE no Brasil (Assis
& Gouveia, 1994). Em adicdo, os avangos das
técnicas de criopreservagdo de germoplasma
favorecem ainda mais o  intercimbio
internacional de material genético, apesar das
pesquisas sobre a transmissdo de doengas pelo
sémen e embrido ainda serem pouco conclusivas
(Kahrs et al., 1980; Wrathall, 19953).

O desenvolvimento de legislagdes visando o
controle de enfermidades, nem sempre
acompanham os avangos cientificos e
tecnologicos.  Questionamentos  sobre o
potencial para transmissdo de patdgenos através
da transferéncia de embrido (TE) iniciaram-se
quando se tornou evidente que a
comercializagdo de embrides poderia se
expandir mundialmente. Desta forma, as
implicagdes epidemiologicas desta tecnologia
foram definidas. e medidas de prevengdo foram
implantadas (Stringfellow & Seidel, 1999).

A CAE € uma enfermidade cronica,
multisistémica causada por um lentivirus da
familia Retroviridae, tendo sido primeiramente
descrita nos Estados Unidos da América, sob a
forma de leucoencefalomielite em cabritos
(Cork et al., 1974). A enfermidade apresenta
sinais clinicos de evolugdo lenta, incluindo
artrite, pneumonia e mastite em animais adultos
(Adams & Crawford, 1980), sendo os animais
jovens de dois a quatro meses de idade mais
susceptiveis a doenga na forma nervosa
(Norman &  Smith, 1983). As perdas

-

econdmicas sdo decorrentes da morte de
animais jovens, diminui¢do da produgdo lactea e
perda de peso dos animais devido a dificuldade
de locomog3o.

A manutengdo de animais infectados no rebanho
representa sérias perdas econdmicas, porém a
eliminagdo de todos os amimais infectados ¢,
muitas vezes, inviavel, pois grande parte do
rebanho pode estar acometida, além de
representar grande perda de material genético.
Desta forma, tém sido implantados programas
de controle desta enfermidade, visando a
obtencdo de crias destes animais infectados
antes de sacrifica-los (EMBRAPA, 1994).

Com distribui¢do cosmopolita a CAE ocorre de
forma endémica, com alta prevaléncia em varios
paises com producdo leiteira intensiva (Péretz et
al, 1994), sendo seu controle complexo devido
ao seu carater permanente, cronico € ao longo
periodo de incubagdo (Zink et al.. 1990). Como
a principal via de transmissio € através da
ingestdo colostro ou leite de cabras infectadas
(Adams et al.. 1983: Rowe et al. 1992), o
controle da enfermidade nos rebanhos tem se
baseado, principalmente, em separar as crias
logo apds o parto, evitando o contato com a
saliva da mae e ingestdo do colostro e leite.
Porém este método. mesmo associado as
técnicas de sincronizagio do estro e
consequentemente dos partos, ¢ a indugdo de
parto, impde a necessidade de controle rigoroso
do manejo, sendo, portanto passivel de falhas.
Outra medida de controle consiste na separagao
entre os animais sadios e os portadores do
CAEV. visto que pode ocorrer a transmissao
horizontal pelo contato entre os animais, atraves
de secregdes e excregdes como fezes, saliva,
secre¢des urogenitais e respiratérias. Apesar da
adogao destas medidas nos programas sanitarios
de controle da CAE, casos de animais positivos
continuam ocorrendo, indicando a possibilidade
de transmissdo do CAEV por outras vias.

A transmissdo através da monta natural foi
sugerida por Russo (1983), como tambem por
Andrioli et al. (1999) e Travassos et al. (1999),
0s quais comprovaram por PCR. a presenga do
CAEV no sémen de animais naturalmente
infectados.

A transmissdo vertical do CAEV foi tambem
apontada por Ali (1987), que verificou lesdes
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histopatologicas com grande infiltrados de
células mononucleares, similares as descritas
para CAE no tutero de cabras infectadas. que
sugerem que este 6rgao possa ser um foco de
replicacdo viral, e desta forma represente uma
fonte de infecgdo perinatal. East et al., 1993,
observaram taxa de soroconversio em .seis
cabritos (15%) de 40 gerados de cabras
positivas, com partos assistidos, privados de
qualquer contato materno e posteriormente de
qualquer animal positivo € que receberam leite e
colostro de vaca.

O uso de animais ou germoplasma
contaminados pode reduzir as respostas
reprodutivas a estas técnicas, acarretando perda
do investimento, como foi observado por
Guerin et al. (1992), que verificaram redugdo
significativa dos resultados de FIV. quando se
utilizou sémen de touros portadores de diarreia
viral bovina (BVD). Portanto o custo—beneficio
do uso de animais doentes em programas
reprodutivos deve ser criteriosamente analisado.

Como método de controle da transmissdo de
diversas doengas infecciosas a TE tem sido
estudada em ruminantes. com resultados
satisfatorios em bovinos (Bowen et al. 1983;
Thomas et al. 1983; Del Campo et al. 1987
Digiacomo et al. 1990), em ovinos (Hare et al.,
1988, Foote et al, 1993) e em caprinos
(Chemineau et al., 1986; Wolfe et al., 1987).

A TE torma possivel a obtengdo de grande
numero de crias em curto intervalo de tempo e
tem sido considerada a mais segura técnica para
o trdnsito internacional de material genético
(Castro et al. 1992, Philpott, 1993). Desta
forma, pode suprir a necessidade de rapida
reposicdo dos animais puros infectados, com
obtencdo de crias sadias e manutengdo da
qualidade genética do plantel, e possibilitaria
importagdo de material genético com seguranga.
mesmo utilizando as fémeas infectadas. obtendo
ao mesmo tempo resultados positivos na esfera
econdmica, sanitdria, reprodutiva e de
melhoramento genético. Assim o objetivo deste
experimento foi avaliar se embrides coletados
de cabras positivas e lavados podem veicular ou
ndo o LVPR para as receptoras e crias. de forma
a assegurar se a técnica de TE pode ser utilizada
como instrumento de controle da transmissdo do
CAEV.
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3.2.2 MATERIAL E METODOS
Animais

Como doadoras de embrides foram utilizadas
dez cabras, sendo cinco da raga Saanen e cinco
mesticas das ragas Pardas Alpina e Moxoto.
todas soropositivas para 0 CAEV, e 18 cabras
SRD soronegativas como receptoras. As
doadoras foram cobertas com reprodutor
soropositivo para 0 CAEV. Apds o parto, as
crias foram mantidas junto a mae (receptoras)
até o desmame, tendo livre acesso ao colostro €
leite. Durante toda a fase experimental,
receptoras e crias foram mantidas em local
isolado de outros animais, sobre controle
constante para nio ocorrer nenhum contato com
animais infectados.

Sincronizagio do estro, superovulagio e
transferéncia de embrides

Doadoras e receptoras tiveram o estro
sincronizado com esponjas vaginais (11 dias)
impregnadas com 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona’. sendo aplicados 50ug de
cloprostenol'® no nono dia da sincronizacdo. No
mesmo dia iniciou-se a superovulagdo das
doadoras com 9 mg de hormonio foliculo
estimulante suino (FSHp)''. fracionados em seis
aplicagdes. em doses decrescentes. com
intervalo de 12 horas. No terceiro dia apds a
retirada das esponjas foi administrado, durante
quatro dias, Flunixin Meglumine'> na dosagem
de 1,1mg/Kg de peso vivo. a cada 12 horas (oito
aplicagdes), visando diminuir a regressao
prematura de corpos luteos apos a
superovulagdo (Soares. etal. 1998).

As colheitas dos embrides foram realizadas
entre 0 quinto & sexto dia apds a primeira
fertilizagdo pelo método de laparotomia.
segundo metodologia descrita por Andrioli-
Pinheiro (1993). utilizando solugdo salina
tampdo de Dulbecco’'s (PBS) acrescida de
garamicina e 1% de soro fetal bovino (SFB). Os
animais foram submetidos a jejum de 24 horas e
anestesia epidural cranial com cloridrato de
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lignocaina a 2% (1mL para cada 5 kg de peso
vivo) associado a cloridrato de xllazma - 0,1
mg/kg via intramuscular e sulfato de atropina -
0.1 mg/kg.. sendo que todas as drogas foram
administradas com intervalos de 10 minutos.

Apos a colheita os embrides foram avaliados,
sendo os embrides de grau I a IIl. com ZP
integra, submetidos a lavagem. segundo normas
da IETS (Stringfellow & Seidel, 1999), a qual
consistiu da passagem dos embrides por cinco
banhos em solucdo de PBS. acrescido de
antibidtico e 0.4% de albumina sérica bovina
(BSA) e depois, atavés de dois banhos de
tripsina, pH 7,6-7.8 por 60 a 90 segundos. Foi
utilizada tripsina estéril (Trypsin 1:250 com
atividade tal que lg hidrolisa 250g de caseina a
25°C. pH 7.6 em 10 minutos) em solugdo
balanceada de Hank, sem calcio e magnésio, na
concentragdo de 0,25%. Apds tratamento com
tripsina, os embrides foram passados através de
cinco banhos em PBS contendo antibidtico e
2% de SFB. Na passagem de cada banho foi
utilizada micropipeta nova (estéril). Somente os
embrides de uma mesma doadora foram lavados
em conjunto, até o0 maximo de dez embrides.

Os embrides foram inovulados. a fresco ou apos
congelagdo e descongelagdo através do método
classico  utilizando  etilenoglicol ~ como
crioprotetor. As inovulagdes foram realizadas
pela técnica de semi-laparoscopia (Salles et al.
1996). sendo depositados dois embrides em
cada receptora, no corno uterino adjacente ao
ovario que apresentou maior nimero de corpos
luteos. O diagnostico de prenhez foi realizado
aos 30 dias apos inovulagdo. por
ultrasonografia.

Monitoramento sorologico

O monitoramento soroldgico dos animais foi
obtido através do teste de microimunodifusdo
em gel de agarose (MIDGA) utilizando antigeno
comercial>. Antes do experimento, a
soronegatividade das receptoras foi determinada
pela obtengdo de trés resultados negativos
consecutivos em repeti¢cdes do teste sorologico
com intervalo de seis meses. As coletas do
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sangue das receptoras € de suas crias foram
realizadas uma semana apds o parto, e repetida
nas crias um, trés, seis, doze e dezesseis meses
apds 0 nascimento € nas receptoras a cada seis
meses, para realizagdo do MIDGA.

Reacio em cadeia da polimerase - PCR

Foi realizada a prova de PCR Nested. no sangue
das crias aos dezesseis meses de idade, segundo
metodologia de Barlough et al. (1994), para a
regiio gag, com algumas modificagdes. A
extragdo do DNA viral foi realizada segundo
metodologia descrita por Walsh et al. (1991). O
volume total por reagdo de PCR foi 50ul.
contendo: tampdo Tris HCI (pH 83) — 10mM:
KCI - 50mM; MgClI2 1,5mM; Gelatina- 0.001%
(w/v); dNTP - 100uM de cada; TMAC- 5uM
Iniciadores 20pmol de cada (Ciclo 1 -
iniciadores 1 e 2; Ciclo 2 - iniciadores 3 e 4):
Taq DNA polimerase 2 U; Target DNA: Ciclo 1
- 3uL e Ciclo 2 - 1uL produto do ciclo 1 e agua
livre de DNAse. autoclavada 50uL q.s.p.

Foram utilizados dois pares de iniciadores
derivados a partir das seqiiéncias das regioes
gag CAEV Cork (Saltarelli er al., 1990). sendo
os iniciadores 1 (5 CAAGCAGCAGGA
GGGAGAAGCTG - 3", nucleotideos 953 a 975)
e 2 (3TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC -
3'. nucleotideos 1249 a 1226). resultando na
amplificagio de um fragmento de DNA de
297pb. Os iniciadores 3
(3GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAAT
G-3' nucleotideos 997-1024) e o 4
(3ACCTTTCTGCTTICTTCATTTAATTTCCC
3' - nucleotideos 1181 a 1154) foram utilizados
na segunda amplificagdo, resultando um
fragmento final de 185 pb (Barlough er al,
1994).

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em
equipamento PTC-100'°, sendo realizados um
ciclo inicial para desnaturar todas as fitas de
DNA, de 94°C por 3 minutos: 35 ciclos: 94°C -
1 minuto, 36°C - 1 minuto, 72°C - 45 segundos.
extensdo final a 72°C por 7 minutos; 4°C - até a
coleta da amostra. As amostras € os controles
positivo e negativo (c€lulas de membrana
sinovial de caprinos infectadas e ndo infectadas
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pelo CAEV) foram submetidos, juntamente com
o marcador molecular (100bp DNA Ladder'), a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio adicionado ao gel (0,5ug/mL)
€ 0 resultado observado ao transiluminador de
luz ultravioleta.

3.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As doadoras apresentaram ovulagdo média de
18.20, com taxa de recuperagdo de estruturas de
64,29%. No entanto, 36,75% das estruturas
eram ovocitos e 63,25% eram embrides o que
correspondeu a 74 embrides, sendo que destes,
43 (58,11%) eram vidveis para transferéncia
(graus I a IIT). Os embrides apresentavam-se no
estadio de morula, mérula compacta, blastocisto
inicial e blastocisto. Vinte e sete embrides
foram inovulados a fresco em 14 receptoras.
sendo que quatro ficaram prenhes (taxa de
prenhez de 28.57%) dos quais nasceram cinco
cabritos, sendo quatro fémeas e um macho (taxa
de natalidade de 18,56%). Dezesseis embrides
foram congelados (grau I e II), sendo que oito
foram viaveis apds o descongelamento e foram
inovulados em quatro receptoras. Uma receptora
tornou-se prenhe (taxa de prenhez de 25,0%)
resultando no nascimento de um cabrito macho
(taxa de natalidade de 12.50%).

O resultado de superovulacdo apresentado pelas
f€meas, neste experimento. esta de acordo com
0 observado na literatura para cabras sadias
superovuladas com FSH-p (Baril et al., 1992)
como também a porcentagem de colheita de
embrides vidveis, contrapondo-se aos resultados
de Wolfe et al. (1987) que conseguiram baixas
taxas de ovulagdo e de embrides viaveis com
_ cabras infectadas pelo CAEV. No entanto. as
taxas de prenhez e de natalidade obtidas, tanto
de embrides transferidos a fresco como
congelados estdo abaixo .das descritas para a
espécic caprina (Ishwar & Memon. 1996). e
semelhantes as descritas por Wolfe et al. (1987)
que obtiveram taxas de prenhez (12,5%) e de
natalidade (6.23%), para cabras infectadas.
Porém, faz-se necessario um  estudo
concomitante, com cabras sadias e infectadas
com o CAEV. utilizando os mesmos
tratamentos hormonais e de colheita de
embrides, bem como com os mesmo fatores
climaticos e de nutrigdo, para determinar se a
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infecgdo pelo CAEV influencia negativamente
nas taxas reprodutivas num programa de TE.

A infecgdo pelos lentivirus ¢ persistente,
havendo expressdo recorrente dos genes virais
estimulando o sistema imune (Cheevers et al
1988), com conseqiiente presenga de niveis
variaveis de anticorpos circulantes. O teste de
imunodifusio para detecgdo de anticorpos
precipitantes permanece sendo o mais utilizado
no diagnodstico da infecgio pelos LVPR em
funcdo de seu baixo custo e alta especificidade,
entretanto a ocorréncia de falsos negativos ¢
possivel. estando dependente do nivel de
anticorpos, estado fisiologico. via de infecgdo.
tempo pos-infecgdo, tipo de antigeno ¢
sensibilidade da técnica de MIDGA, que ¢é
inferior a dos testes imunoenzimaticos (ELISA).

Wolfe et al. (1987) transferiram embrides de
trés cabras soropositivas para oito cabras
soronegativas, resultando em um cabrito e um
natimorto. Todas as receptoras permaneceram
livres da doenga, nenhum virus foi isolado do
feto natimorto e o cabrito permaneceu livre da
infecgdo até quatro meses de idade quando foi
feita a ultima avaliagdo por imunodifusio em
gel de dgar.

No presente trabalho, por considerarmos que a
soroconversdo tardia, ou sgja. sete meses apos a
infecgdo. tem sido descrita em cabritos (Rowe et
al.. 1992), o monitoramento sorologico foi mais
prolongado, ndo tendo sido observada
soroconversdo das crias até os 16 meses de
idade, e nem das receptoras durante todo o
experimento. Nio foi detectado no sangue das
crias aos 16 meses de idade o DNA proviral do
CAEV pela técnica de PCR Nesred.

Resultados satisfatorios com a TE no controle
de doengas infecciosas, também tem sido
obtidos por outros autores, sendo que todos
realizaram. assim com neste experimento. a
lavagem dos embrides (Bowen et al, 1983;
Thomas et al., 1983. Digiacomo et al.. 1990;
Foote et al., 1993; Chemineau et al., 1986;
Wolfe et al., 1987). Ao contrario, Gilbert et al.
(1987) realizaram a TE sem efetuar a lavagem
dos embrides. com ovelhas positivas para
Lingua Azul. e observaram soroconversio em
duas receptoras. Foster et al. (1992) observaram
a infecgdo de 12 cnas com Scrapie apds
transferir embrides de seis ovelhas infectadas,



sem realizar a lavagem dos mesmos, para 16

receptoras sadias. Desta forma, reforcado pelo
fato do CAEV estar presente no fluido uterino
(Andrioli et al, 2000)  ressaltamos  a
importancia da lavagem dos embrides logo apos
a colheita, para obtengdo de crias sadias com a
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3.3 DETECCAO IN VITRO DO VIRUS DA
ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA EM
EMBRIOES DE CABRAS
NATURALMENTE INFECTADAS

3.3.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de tecnologias reprodutivas
tem contribuido para o aumento da produgdo e
difusdo do material genético de animais de alta
produtividade. Além das tecnologias de
inseminagdo artificial (IA). da sincronizacido do
estro e da transferéncia de embrides (TE). que ja
sdo bem difundidas, outras tecnologias
reprodutivas  tém  despontado como a
fecundagdo in vitre (FIV). a clonagem e a
sexagem de gametas. No entanto, grande
cuidado deve ser mantido para que estas
técnicas ndo disseminem também patogenos, o
que causaria resultados desastrosos em grande
numero de rebanhos, tanto ao nivel nacional
como internacional.

A transmussdo de patogenos pelo embrido
podera ocorrer nas seguintes circunstancias: se
o agente estiver presente dentro do embrido
(infecgdo embriondria), em associag¢do a zona
pelucida (ZP) ou que esteja presente nos fluidos
no qual os embndes sdo recolhidos.
manipulados, criopreservados ou transferidos
(Singh, 1987; Wrathall, 1995).

Ao contrario do sémen, poucos patogenos tém
sido demonstrados em ovacitos (Eaglesome et
al., 1980). No entanto, alguns autores
observaram, através de microscopia eletronica
particulas tipo retrovirus nos ovocitos e
embrides com ZP intacta em camundongos,
gatos ¢ primatas (Bowen, 1980; Calarco et al.,
1973; Kalter et al., 1974; Larsson et al., 1981),
porem parece que estas particulas sdo retrovirus
endogenos e que sua expressio em ovocitos e
embrides durante o desenvolvimento possa ser
um evento comum, especialmente em
camundongo, que tem sido mais estudado. A
presenga destes provirus no embrido €
geralmente relacionada a efeitos carcinogénicos.
como a leucemia em murinos e felinos ¢
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tumores Mamarios em
(Zeilmaker, 1969).

camundongos

A penetra¢do de patogenos atraves da ZP apos a
fecundagdo (infecgdo transzonal) tem sido
relatada muito raramente e apenas em embrides
de camundongo expostos experimentalmente a
virus, como a cepa Mengo do virus da
encefalomiocardite e Coxsackie B (familia
Picornaviridae) (Gwatkin et al. 1966; Heggie et
al.. 1979). Todavia se a ZP estiver danificada ou
ausente. a infecgdo por virus pode ocorrer
(Carthew et al., 1985; Eaglesome et al., 1980).
Outra possibilidade de infecgdo transzonal
ocorre na espécie suina, onde embrides viaveis
foram observados portando o parvovirus suino
apos exposigdo in vitro (Bane et al. 1990).

A patogenia da enfermidade tem relagio direta
com a possibilidade da transmissdo materno
fetal e também por embrido. mesmo que estes
permanegam por pouco tempo em contato com
os fluidos uterinos. Microrganismos com
predilegio pelo trato genital feminino e
presentes nas suas secregdes, podem ficar
aderidos a ZP do embrido. Agentes patogénicos
carreados pelo sangue podem prontamente
ganhar acesso ao trato genital. aumentando o
risco no caso de qualquer sangramento uterino.
0 que ocorre. normalmente, durante a colheita
de embrides.

No caso das Lentiviroses. exames
MICTOSCOPICOS demonstraram alteracdes
patologicas similares as descritas para artrite
encefalite caprina (CAE) no endomeétrio de
cabras infectadas (Ali, 1987). A presenga de
células infectadas pelo virus da CAE foi
demonstrada no muco vaginal de fémeas em
estro (Rowe & East. dados ndo publicados apud
Rowe & East, 1997). Loussert-Ajaka et al
(1997) trabalhando com o HIV, detectaram o
virus pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em secregdes cérvico-vaginais.

A ZP tem sido considerada uma barreira aos
patégenos (Singh, 1987; Whathall, 1987) e.
desta forma. a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS) tem
recomendado a lavagem dos embrides apos a
colheita. visando a remocdo dos possiveis
patogenos aderidos a ZP (Stringfellow & Seidel.
1999). No entanto. a integridade da ZP € critica
na determinacdo do estado de sanidade dos




embrides, pois pesquisas realizadas com
embrides sem ZP expostos aos virus da Lingua
Azul (LA), Febre Aftosa e IBR. demonstraram
que a lavagem ndo foi eficiente para a remogio
do virus (Bowen, et al., 1982; Singh et al., 1986;
Bowen et al., 1985) o que ndo ocorreu com
embrides com a ZP integra e lavada (Bowen, et
al., 1982; Singh et al., 1986; Singh et al., 1982).

Certos virus podem aderir firmemente a ZP
apos a exposigdo in vitro € mesmo a lavagem
pode falhar em remové-los (Singh, 1987). Desta
forma, o uso de tripsina em meios de lavagem
dos embrides tem demonstrado ser eficiente na
remocdo de virus envelopados que ndo sdo
removidos pela lavagem sem a enzima
(Stringfellow & Seidel 1999), como no caso do
herpesvirus BHV-1 e o virus da estomatite
vesicular (Singh. 1987) e também certas
bactérias como Brucella ovis, além de ndo ser
danoso para os embrides (Echternkamp et al.,
1989). Da mesma forma, o uso de antibidticos
sera normalmente efetivo contra bactérias e
alguns micoplasmas (Stringfellow & Seidel
1999), sendo que as concentragoes
recomendadas parecem ndo causar efeitos
adversos aos embrides. Outras substincias e
fatores tém sido estudadas. como desinfetantes
gerais como a luz ultravioleta, agente
fotossensiveis ¢ halaminas, porém estes tendem
a ser adversos a sobrevivéncia do embrifo
(Bielanski et al.. 1992a, Bielanski et al,1991).

As propriedades da ZP parecem variar entre as
espécies animais, a despeito das similaridades
morfologicas e bioquimicas (Hansen. et al.
1992; Wrathall, 1995), o que implica na
impossibilidade de se inferir entre pesquisas de
diferentes espécies animais. Além disso, a ZP
de embrides produzidos /n vitro difere das
produzidas /n vive, e somado ao fato do CAEV
poder infectar e replicar.bem em células da
granulosa - in vitro (Lamara et al., 2000), é
importante verificar se a presenca do Lentivirus
pode influenciar o desenvolvimento dos
embrides in vitro e. principalmente. contribuir
para infecgio dos embrides.

O uso da TE visando o aproveitamento maximo
de fémeas de alto padrio genético, porém
soropositivas para a lentivirose caprina foi
sugerido, pois significaria uma importante
ferramenta de controle desta enfermidade
(Embrapa, 1994). Desta forma. estudos com TE

de doadoras soropositivas para o CAEV e
transferidos para cabras soronegativas foram
realizados com resultados satisfatorios. ou seja,
nem as receptoras nem as crias soroconverteram
até¢ meses apos a transferéncia (Wolfe et al.,
1987; Andrioli-Pinheiro et al.,, 1996). Porém
para maior seguran¢a na TE como método de
controle da enfermidade estudos mais
aprofundados precisam ser realizados.

Segundo Singh (1987), a pesquisa sobre o risco
da transmissdo de agentes infecciosos por TE
pode ser abordada por quatro formas principais:
“in vitro in vitro”, “in vitro in vive”, “in vivo in
vivo” e “in vivo in vitro”. As pesquisas que
visam a detecgdo de patogenos in vitro” ou seja,
em embrido e solucoes de lavagem das
colheitas, tém recorrido as técnicas de
isolamento viral em cultura de células,
microscopia eletronica e 4 PCR, sendo que esta
tem sido utilizada com sucesso (Wrathall,
1995).

Gradil et al. (1994) obtiveram resultado positivo
com o uso da PCR em embrifo infectado in
vitro e lavado e em fluido uterino para a
detecgdo do parvovirus suino. Foi demonstrado
por PCR que embrides de ovelhas portadoras de
Maedi-Visna estavam livres do lentivirus, sendo
que a sensibilidade da prova foi de 10 PFU de
virus.

Wolfe et al. (1987) tentaram isolar o lentivirus
caprino (CAEV) de fluido uterino coletado
juntamente com os embrides de cabras
portadoras de CAE. sendo que nenhum efeito
citopatico (ECP) foi observado. Os autores
também ndo conseguiram isolar o virus de
colostro e placenta.

O presente experimento visa a detecgdo do
CAEV em amostras de embrido, fluido uterino e
meio de lavagem dos embrides, utilizando a
forma de pesquisa, “in vivo in vitro”, onde os
embrides sdo coletados de doadoras infectadas -
in vivo e analisados quanto a presencga do agente
in vitro, por isolamento viral em cultura
primaria de células de membrana sinovial de
caprino (MSC) e por PCR Nested.
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3.3.2 MATERIAL E METODOS
Animais

Como doadoras de embrides foram utilizadas
doze cabras soropositivas para 0 CAEV e com
sintomas clinicos da doenga. As cabras da raca
Saanen, pluriparas, com idade entre quatro e
seis anos foram cobertas com reprodutor
soropositivo para 0 CAEV. Os animais foram
mantidos em sistema intensivo.

Sincronizagdo do estro e superovulagio

As cabras tiveram o estro sincronizado com
esponjas vaginais (11 dias) impregnadas com 30
mg de acetato de medroxiprogesterona'®, sendo
aplicados 50ug de cloprostenol' no nono dia da
sincronizagdo. No mesmo dia iniciou-se a
superovulagdo das doadoras com 160 mg de
horménio foliculo estimulante suino (FSHp)™.
fracionados em oito aplicagdes, em doses
decrescentes, com intervalo de 12 horas. No
terceiro dia apos a retirada das esponjas foi
administrado, durante quatro dias, Flunixin
Meglumine™ na dosagem de 1.1mg/Kg de peso
vivo. a cada 12 horas (oito aplicagdes), visando
diminuir a regressio prematura de corpos liteos
apos a superovulagio (Soares, et al. 1998).

Colheita de embrides

As colheitas dos embrides foram realizadas
entre 0 sexto e sétimo dia apds a primeira
fertilizagdo pelo método semi-transcervical,
segundo metodologia descrita por Andrade et
al., (2000) buscando desenvolver uma técnica
menos traumatica para a doadora. Foi utilizada
para a colheita dos embrides solugdo salina
tampdo de Dulbecco’s (PBS) acrescida de
garamicina e 1% de soro fetal bovino (SFB). Os
animais foram submetidos a jejum de 12 horas
antes das colheitas.

Apoés a tricotomia da fossa para lombar
esquerda, da jungdo sacrococcigea e da cauda,
seguida da higiene da regido vulvar, os animais
foram contidos, pelo pescogo. em canzil

'* Promone E - Upjohn

19 A

_ Ciosin - Coopers

= Folltropin V - Vetrepharm
*' Banamine - Shering-Plough
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instalado em cima de uma mesa propria, onde
permaneciam em estagdo. Em seguida foram
feitas as anestesias epidural caudal, regional em
“L” invertido e local na linha da incisdo.
localizada obliquamente & coluna vertebral e
paralela ao musculo tensor da fascia lata (Fig.
3).

Os musculos obliquo externo, obliquo interno e
transverso do abdome foram divulsionados
nesta ordem. A incisdo permitiu exteriorizar os
ovarios para visualizagdo e contagem dos
corpos luteos existentes (Fig. 4). Com ajuda de
um espéculo, foi introduzida na vagina. uma
sonda tipo Foley n° oito sustentada por um
mandril de ago inox. Com a mio introduzida na
cavidade abdominal, foi possivel conduzir a
sonda, penetrando a cérvice e posicionando-a no
tergo caudal do corno uterino a ser lavado. Apds
fixagdo da sonda com o baldo de ar, cada corno
separadamente com 60 mL de PBS, dividido em
seis inje¢des de 10 mL cada. Um registro de trés
vias fol adaptado na saida da sonda permitindo a
injecdo e o recolhimento alternado da solugdo
de lavagem, a qual era recolhida diretamente em
placas de Petri (Fig. 3).




Figura 3. Local da incisio para colheita de embrides pela técnica semi-transcervical.,

Figura 5. Colheita de embrides pela técnica semi transcervical.
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Lavagem dos embrides e amostragem

Apos a colheita os embrides foram avaliados,
sendo que metade dos embrides, com ZP
integra, foram submetidos a lavagem segundo
normas da IETS (Stringfellow & Seidel, 1999).
a qual consistiu da passagem dos embrides por
cinco banhos em solugiio de PBS, acrescido de
gentamicina (50pg/mL) e 0,4% de albumina
sérica bovina (BSA) ¢ depois, dois banhos de
tripsina, pH 7.6-7,8 por 60 a 90 segundos. Foi
utilizada tripsina estéril (Trypsin 1:250 com
atividade tal que 1g hidrolisa 250g de caseina a
25°C, pH 7.6 em 10 minutos) em solugio
balanceada de Hank, sem cilcio e magnésio, na
concentragio de 0,25%. Apds tratamento com
tripsina, os embrides foram passados por cinco
banhos em PBS contendo antibidtico e 2% de
SFB e por fim armazenados em solucio de PBS
¢ BSA a 0.4%. Na passagem de cada banho foi
utilizada micropipeta nova (estéril). Somentc os
embrides de uma mesma doadora foram lavados
em conjunto, até o maximo de dez embrides.

Metade das estruturas coletadas (embrides de
grau I a IV e ovocitos) foram lavados como
descrito, enquanto que a outra metade nio
foram lavados, mas sim transferidos do meio
nos quais foram coletados para um meio novo
com PBS e BSA a 0,4%.

As estruturas, o fluido uterino (PBS recuperado
juntamente com as estruturas) e o meio de
lavagem correspondente ao ultimo banho de
lavagem dos embrides foram armazenados, sob
refrigeragdo, para transporte até o Laboratorio
de Virologia Animal da Escola de Veterindria
da UFMG, onde as amostras foram processadas.

Isolamento viral

As amostras refrigeradas foram inoculadas 24
horas depois, em monocamadas
semiconfluentes de células de cultura primaria
de MSC, em placas de 24 pogos e mantidas em
solugiio de MEM, com SFB (5%), anfotericina
B (1%) ¢ penicilina e estreptomicina (2%), que
corresponde ao meio de manutengio de cultura
de células.

Para a inoculagio das amostras foi retirado o
meio das placas ¢ a monocamada foi lavada
duas vezes com PBS. As amostras de fluido
uterino ¢ o meio do altimo banho dos embrides
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foram inoculadas (200uL), sendo que. cada
amostra foi inoculada em dois pogos de forma a
termos duas repetigdes por amostra. Quanto a
inoculagdo das estruturas, foram colocadas duas
a trés estruturas por pogo das placas juntamente
com 200uL do meio no qual eles foram
armazenados. O controle positivo correspondeu
aos pogos inoculados com a amostra padrio
CAEV-CORK (titulo 10>”TCIDsy/mL) e o
controle negativo aos pogos inoculados somente
com MEM., ambos processados nas mesmas
condigdes das amostras de campo.

Para adsor¢iio do virus, as culturas inoculadas
foram incubadas por uma hora, em estufa a 5%
de CO,, em temperatura de 37°C, apds o que foi
adicionado novo meio de manuten¢io e
retornaram a estufa.

As culturas foram mantidas durante 63 dias em
estufa com 5% de CO, em temperatura de
37°C, com troca de meio a cada sete dias e
passagem de células a cada 21 dias. As
monocamadas foram examinadas, diariamente,
para observagio de ECP caracteristico
(formagdo de sincicios). Parte da suspensio de
células das monocamadas tripsinizadas para as
sucessivas passagens de células, e os
sobrenadantes foram armazenados a -20°C e
utilizados para PCR. Na ultima passagem as
células, foram repicadas em placas de seis pogos
contendo laminula de vidro (5x5mm). Apos 21
dias, as laminulas foram retiradas e coradas
com cristal de violeta (0.1%) para melhor
visualizagdo dos sincicios, e a monocamada de
células das placas foram tripsinizadas para PCR.

Extragio do DNA proviral

As amostras de DNA para PCR foram
preparadas a partir de  suspensdes celulares
obtidas por tripsinizagio das monocamadas de
MSC.

Para a tripsiniza¢do da monocamada, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS para retirada
total do soro fetal, e foi adicionada a tripsina
por cinco minutos, para a liberagio das células.
Foi adicionado PBS e em seguida o material foi
recolhido em microtubos de Eppendorf.

As amostras foram centrifugadas (14000rpm/1
minuto;  microcentrifuga  Eppendorf), o
sobrenadante foi descartado e o pellet de células




foi ressuspendido em PBS. As células foram
lavadas duas vezes em PBS e entdo, foram
ressuspensas em tamp3o hiperténico (0,32M
sacarose; 10mM Trizma hydrochloride, pH 7.5;

Quadro 6: Iniciadores de oligonucleotideos utilizados na PCR Nested para a identificagdo do DNA

proviral do CAEV.
Iniciadores 5 — 3" Seqiiéncia de nucleotideos * Localizagdo *
Ik CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG 953-975
2¥ TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC 1249-1226
3° GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG 997-1024
4 ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 1181-1154

* Baseado no CAEV-Cork (Saltarelli et al., 1990)
® Descrito por Barlough et al. (1994)
© Descrito por Rimstad et al. (1993)

5.0mM MgCl2; 1,0% Triton X 100), para lise
do citoplasma (Higuchi, 1989) durante alguns
minutos na temperatura ambiente. Em seguida,
o material foi centrifugado (14000rpm/5
minutos) e o sedimento lavado com PBS e
ressuspenso  em 250ul. de tampio de PCR
(10mM Tris.HCI, pH 8,0; 50mM KCI; 1,0mM
MgCl2; 5% glicerol; 0.05% Tween20). O
material foi entdo, tratado com 2,5pL de
proteinase K (0,1ug/ul), durante 60 minutos,
em banho-maria a 56°C. A proteinase K foi
finalmente, inativada termicamente (cerca de
100°C durante 10 minutos) e as amostras foram
acondicionadas em geladeira e, posteriormente
em freezer —20°C.

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Iniciadores

Foram utilizados dois pares de iniciadores’>
derivados a partir das seqiiéncias das regides
gag da amostra padrao CAEV Cork (Saltarelli
et al, 1990), sendo um par de iniciadores
descrito por Barlough et al. (1994) resultando na
amplificagdo de um fragmento de DNA de
297pb e. um segundo par de iniciadores
utilizados na segunda amplificagio descritos por
Rimstad et al. (1993), resultando num
fragmento final de 185 pb (Quadro 6).

2 Gibco BRL

Amplificacdo do DNA proviral

A reagdo de PCR Nested foi realizada segundo
metodologia de Barlough et al. (1994), com
algumas modificagbes, para a regido gag, num
volume total por reagdo de 50uL, os quais
contém: tampdo Tris HCI (pH 83) — 10mM; KCl
- 50mM; MgCL2 1.5mM; Gelatina- 0,001%
(w/v); dNTP - 100uM de cada; TMAC- 5uM :
Iniciadores 20pmol de cada (Ciclo 1 -
iniciadores 1 e 2; Ciclo 2 - iniciadores 3 e 4);
Taq DNA polimerase 2 U; Target DNA: Ciclo 1
- 3uL e Round 2 - 1pL produto do Ciclo 1 e
agua livre de DNAse, autoclavada 50uL q.s.p.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em

equipamento PTC-100%, sendo realizados um
ciclo inicial para desnaturar as fitas de DNA, de
94°C por 5 minutos; 35 ciclos: 94°C, por 1
minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C por 45
segundos; extensdo final a 72°C por 7 minutos
mantidos a 4°C até a coleta da amostra.

Analise dos produtos da PCR
Eletroforese
As amostras amplificadas e os controles

positivo e negativo, juntamente com o marcador
molecular (100bp DNA Ladder’®) foram

* Programmable Thermal Controller, PTC-100,
M1J Research, Inc.
% Gibco BRL
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submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
em TBE (Tms, borato e EDTA 0,1X), corado
com brometo de etidio adicionado ao gel
(0.5pg/mL). Cada amostra (15uL) juntamente
com 3ul de tampdo da amostras foram
submetidas a eletroforese em cuba horizontal,
com TBE (0,5X). por 60 minutos (2A e
90volts). As bandas de DNA foram observadas
ao transiluminador de Iluz ultravioleta, e
registradas fotograficamente.

Restri¢io enzimdtica

Verificou-se o perfil de restrigdo enzimatica dos
produtos amplificados frente 4 enzima Bal I
A enzima foi diluida nos respectivos tampdes
que acompanham o kit seguindo as
recomendagdes do fabricante. As amostras € os
controles foram incubados a 37°C, por uma
noite e os produtos da restricgio foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
como descrito acima. A enzima Bal I reconhece
e corta as seqiiéncia 5. TGCWCCA..3' ¢ a
copia correspondente — 3°..ACCWGGT..5",
desta forma os fragmentos amplificados no
experimento de 185 pb resultariam em dois
fragmentos de 116 e 69 pb.

3.3.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Das 12 doadoras submetidas ao tratamento de
superovulagio. dez responderam apresentando
ovulagdo meédia de 12,3 e recuperagdo de 61
estruturas - taxa de recuperacdo de estruturas de
49.6%. No entanto, 49.2% das estruturas eram
ovocitos e 50,8% eram embrides. O resultado de
superovulagdo apresentado pelas fémeas, neste
experimento, esta de acordo com o observado
na literatura para cabras sadias superovuladas
com FSH-p (Baril et al, 1992), porém a
porcentagem de ovocitos foi elevada.

Das 61 estruturas coletadas, 51 foram
inoculadas em MSC, sendo que das 10 restantes
oito apresentaram a ZP rompida e duas foram
inovuladas. Foram coletados os fluidos uterinos
de dez cabras e como o0s embrides de sete cabras
foram submetidos a lavagem, sete amostras da
solugdo do tltimo banho dos embrides foram
inoculados em cultura de MSC.,

** Promega
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O CAEV ndo foi detectado por isolamento viral
como também o seu DNA proviral por PCR
Nested nas amostras de embrido lavado,
embrido ndo lavado e na solugdo do ultimo
banho. Também Bouillant et al. (1981),
tentaram isolar o virus da leucose bovina a
partir de  embrides e ovdcitos oriundos de
vacas infectadas, obtendo resultados negativos.
Do mesmo modo Hare et al. (1985), cultivaram
12 embrides bovinos com células infectadas
com o virus da leucose bovina e nio detectaram
efeito negativo no desenvolvimento dos
embrides e nenhum embrido foi encontrado
portando o patéogeno. No entanto. foi
demonstrada por RT-PCR a infeccdo de
embrides de vacas infectadas com o virus da
Diarréia Viral Bovina (Tsuboi & Imada, 1998) e
Riddell, et al., (1989), ao expor 53 embrides
ovinos a Brucella abortus - 10°CFU/mL.,
seguida por lavagens dos embrides detectaram
quatro embrides portando o patogeno, assim
como Gradil et al. (1994) obtiveram resultado
positivo com o uso da PCR em embrido
infectado in vitro e lavado para a detecgdo do
parvovirus suino, porém nio detectaram o virus
em embrides colhidos de porcas com
Parvovirose.

A infec¢do in vitro dos embrides, por ndo ser
uma condigdo natural, pode aumentar a
possibilidade de infectividade do embrido. visto
que a quantidade do agente utilizado € grande e
0 ambiente que propicia 0 encontro entre o
agente e 0 embrido € mais restrito que o trato
reprodutivo do animal. Mas ha também grande
dificuldade de aplicar a técnica de extragdo de
DNA em amostras de embrido devido ao
pequeno numero de células, sendo que Woodall
et al. (1994) desenvolveram wuma técnica de
extragdo ¢ PCR utilizando embrides de ovelhas
infectadas com o virus Maedi-Visna (MVV), e
embrides controle de ovelhas sadias com adigio
de 10 a 100 TCIDsyembrido do virus, sendo
positivos nos testes apenas os controles, com a
sensibilidade da prova de 10 TCIDsy/embrido.

Das amostras de fluido uterino 37,5% foram
positivas ao isolamento viral, apresentando
sincicio caracteristico (Fig. 6 e 7), o que
contrapde a Wolfe et al. (1987) que ndo
isolaram o lentvirus caprino de doze fluidos
uterinos coletados juntamente com os embrides
de cabras portadoras de CAE, cultivados em
MSC, porém os autores acompanharam a




cultura por apenas duas semanas sem realizar
passagens de células, enquanto que no presente
experimento realizamos trés passagens de
células, acompanhando as culturas por 63 dias.
No entanto, poucos sincicios foram observados
nas amostras inoculadas (um a trés), comparado
com os controles positivos, o que demonstra que

i~

o virus presente neste material apresenta pouca
capacidade de infectar células de MSC ou seu
efeito € pouco expressivo, ou ainda, que exista
algum componente do fluido uterino que
dificulte a manifestacio do virus em cultura.
Duas amostras submetidas ao isolamento foram
perdidas por contaminagio com fungos.

E o b ek

Figura 6: Sincicio (seta) em cultura primaria de MSC inoculada com fluido uterino de cabras infectadas
naturalmente com o CAEV, colorag#o cristal violeta 0,1%, aumento 320X

Figura 7: Sincicio (seta) de cultura primaria de MSC inoculada com fluido uterino de cabras infectadas
naturalmente com o CAEV, coloragio cristal violeta 0,1%, aumento 200X.

Outros autores isolaram patdgenos no trato
genital feminino, Bouillant et al. (1981)

tentaram isolar o virus da leucose bovina a
partir fluido uterino de vacas infectadas,
obtendo resultados positivos em quatro de 25
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amostras. Gradil et al. (1994) obtiveram
resultado positivo com o uso da PCR em fluido
uterino de porcas portadoras do parvovirus
suino.

A técnica de PCR Nested foi capaz de detectar
o DNA proviral CAEV em 70% de amostras de
fluido uterino, sendo que destas trés também
foram positivas no isolamento viral (Tab.4). Da

mesma forma, Zanoni et al. (1990)
demonstraram que a detec¢do do DNA proviral
do CAEV em cultivo celular, pode ser obtida
um dia apds inoculagdo em cultivo celular e
que apenas uma célula infectada dentre 10°
células foi capaz de ser identificada por PCR.

Tabela 4: Resultados das provas de isolamento viral e PCR Nested de amostras de 10 cabras infectadas
naturalmente com CAEV, para a detecgdo do DNA proviral.

Cabra Fluido uterino Embrido nio lavado Embrido lavado Ultimo banho
n Isol. PCR n Isol. PCR n Isol. PCR n Isol. PCR
1 1 + + 5 = - 5 = = 1 ) =
2 I PP + 2 PP -
3 1 - + 2 - -
4 1 + + 5 - - 7 - - 1 - -
5 I PP -
6 1 # + 3 - - 4 - - 1 - -
7 1 - + 2 - - 3 - - 1 - -
8 1 - . 2 - - 2 - - 1 - -
9 1 - - 2 - - 2 - - 1 - -
10 1 - + 2 3 8 3 5 = 1 - =
10 37.5% 70% 25 0 0 26 0 0 7 0 0
Isol. — Isolamento viral em cultura primaria de MSC
pp — Parcela perdida
M 1 2 3 4 5 6 8 9 10
< 185pb

positivo.
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Figura 8: Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Reagdo em cadeia da polimerase — PCR Nested de
amostras de fluido uterino de cabras infectadas com o CAEV, bandas de 185pb. Sendo M — marcador DNA
Ladder; 2 e 4 - amostras positivas; 1, 3, 5, 6, 7 ¢ 8 — amostras negativas; 9 — controle negativo; 10 - controle




A PCR identificou as bandas (Fig. 8) esperadas
entre 10 a 10%° TCDIyw/S0uL em
sobrenadante de cultivo celular inoculado,
quando utilizou-se os iniciadores externos. Com
a realizacdo da segunda etapa - PCR Nesred,
utilizando os iniciadores internos, as bandas
esperadas foram obtidas entre 10*° a 107™°
TCDIs/50pL

A especificidade das amplificagdes foi
confirmada pela obtencdo dos fragmentos
esperados apds a restrigdo enzimdtica dos
produtos amplificados pelo PCR Nesred das
amostras de fluido uterino e o controle positivo.

Laamenen et al. (1997) ndo observaram
diferenga entre isolamento viral e 0 RT-PCR na
detecgdo do virus da diarréia viral bovina em
amostras de sangue. Padrio restritivo de
replicagdo do lentivirus caprino em cultivo
celular de plexo coroide de ovino foi observado
por Chebloune et al. (1996), sendo que os
autores relataram a presenga de DNA proviral
nos cultivos infectados por CAEV, mas nenhum
efeito citopatico foi observado e tampouco
particulas  virais foram encontradas 4
microscopia eletronica.

As técnicas de PCR e RT-PCR apresentam
vantagens em relagdo ao isolamento viral por
ser técnicas mais rapidas e praticas, além de
possibilitar a identificacdo de virus inativos ou
mortos devido a presenga de anticorpos
neutralizantes ou aos métodos de
armazenamento durante o transporte (Laamanen
etal., 1997).
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4. CONSIDERACOES FINAIS E
PERSPECTIVAS

A ocorréncia da CAE em reprodutores e
matrizes caprinas de alto valor genético tem
sido de grande preocupagio para os
caprinocultores, visto ser uma enfermidade
cronica, incuravel, de alta transmissibilidade e
que causa grandes perdas econdmicas. Desta
forma, os criadores tém buscado alternativas
seguras para obter o maximo de crias destes
animais, antes de sacrifica-los. como a IA e a
TE, porém e durante muito tempo permaneceu
a davida se o sémen poderia veicular o virus e
se a TE € realmente segura.

A deteccdo do DNA pro-viral do CAEV em
amostras de sémen utilizando técnicas com alta
sensibilidade e especificidade como a PCR
Nested, demonstra o risco da transmissio do
CAEV pela via sexual, o que repercute
diretamente nos programas de controle da CAE,
tornando-se relevante maior controle nas
importagdes ¢ comercializagio de bodes e
sémen caprino.

A injuria testicular em animais infectados com o
CAEV demonstrou ser wm fator de agrave para
a presenga do CAEV no sémen e observou-se
que a lavagem do sémen pode reduzir a
presenga do virus. porém ndo ¢ suficiente para
elimind-los. Em adigdo a presen¢a maior do
CAEV no sémen integral, torna a monta natural
de maior risco de transmissdo do CAEV., aliado
ao fato do comportamento normal do bode
durante a monta representar um risco de
transmissdo da enfermidade, pois, o macho
frente a f@mea em estro bufa e urina com
freqiiéncia.

Embora o risco de transmissdo do CAEV seja
maior na monta natural, a [A apresenta grande
potencial de disseminacdo da CAE. pois,
amostras de sémen lavadas e coletadas antes da
injuria também acusaram a presenga do provirus
do CAEV o que demonstra o risco da
transmissdo  mesmo que se utilize sémen
lavado, criopreservado e de um animal que nido
tenha nenhuma outra enfermidade concomitante
a CAE.

Como o lentivirus tem sido relacionado aos
leucocitos e ndo aos espermatozoides, alguns
métodos tém sido relatados visando a separagio
entre os espermatozoides e as demais células
presentes no sémen indicando a possibilidade
de se obter material genético livre do virus a
partir de reprodutores infectados. Neste caso o
uso do sémen destes reprodutores na fecundagio
in vitro, surge como uma alternativa e reforga a
importancia do aprimoramento da FIV na
espécie caprina.

A intermiténcia da presenga do CAEV no
sémen sugere que o material genético de
excelentes reprodutores de alto valor poderia
ser utilizado em [A, desde que uma aliquota de
sémen de cada coleta, seja analisada por PCR
Nested, que demonstrou ser uma técnica
sensivel e rapida e com alta especificidade.

Outra alternativa de se obter crias destes
reprodutores infectados € utilizd-los para
fertilizar matrizes também infectadas em
programas de TE. sendo esta teécnica
considerada segura para obtengio de crias
sadias, visto que os resultados alcangados neste
experimento quanto ao uso da TE como meétodo
de controle da CAE sdo promissores. indicando
sua potencialidade para obtengdo de crias
negativas procedentes de cabras soropositivas
para o lentivirus caprino, desde que seguidas as
normas sanitarias da IETS, tornando possivel o
melhor aproveitamento do potencial genetico
dos rebanhos caprinos.

A constatagdo, no presente trabalho. da presenga
do CAEV no fluido uterino tem grande
implicagdo nos programas de controle visto
que, reforga a possibilidade da transmissdo
materno fetal. ou seja, que as matrizes podem
transmitir o CAEV para suas crias durante a
prenhez ou no peri-parto € que desta forma. a
separacdo das crias logo apds o parto ou mesmo
a realizacdo de cesariana € o uso dos métodos
de controle restringindo leite e colostro para as
crias podem ndo ser 100% efetivos. o que
explicaria a persisténcia no aparecimento de
casos de anmimais positivos em rebanhos onde
fol implantados rigorosos programas de controle
da CAE. Além disto, ha probabilidade de
contaminac¢io de outros animais no momento do
parto com as secregdes uterinas, caso estas
fémeas ndo estejam adequadamente isoladas dos
demais animais do rebanho.




No caso da TE comprovou-se que a auséncia da
infectividade dos embrides nio se deve a
auséncia destes patdgenos no trato reprodutivo.
A constatacao da presenga do CAEV no fluido
uterino refor¢a a obrigatoriedade da lavagem
dos embrides apods a colheita como recomenda a
IETS. Como o virus nio foi detectado pelas
técnicas de isolamento viral ¢ PCR Nesred, em
amostras de embrido lavado e nio lavado € nem
no meio do ultimo banho dos embrides, nos
fornece maior seguran¢a no uso da TE como
ferramenta no controle da lentivirose caprina, de
forma a aproveitar o alto padrio genético de
cabras Infectadas e concomitantemente de
machos de alto wvalor genético e também
infectados.

Ressaltando-se a necessidade de adogdo de
técnicas adequadas e assépticas de colheita,
manipulagio e transferéncias de embrides,
sendo que na manipulagio dos embrides a
lavagem dos mesmos é de suma importancia
pois fatores como diluigdo, lavagem por meios
mecdnicos com agentes microbianos e
tratamento com  enzimas, propiciam a
eliminagdo de grande parte dos patdgenos.
Além disso, a IETS recomenda que os técnicos
sigam os procedimentos uniformes para
identificagio dos embrides e anotagdes de
informagdes para assegurar que o certificado
sanitario corresponde aos embrides apropriados.
Desta forma a seguranga mno uso de embrides
demanda obrigagbes éticas significativas e
requer amplo entendimento de varas
consideragdes praticas, no sentido de assegurar
0 sucesso da técnica sem incorrer em Tiscos
inaceitdveis para a sanidade animal.

Para maior segurang¢a no uso da TE poderiam
ser realizadas provas de PCR ou RT-PCR no
meio dos ultimos banhos de lavagens dos
embrides ou mesmo de ovocito e embrides de
grau IV ou degenerados.

A despeito das alternativas visando a utilizagio
de reprodutores ¢ matrizes infectadas com o
CAEV, devemos ter em mente a necessidade de
se obter e manter animais sanitariamente
adequados para a reprodugio. pois a forma
mais segura econdmica de se ter certeza que 0
sémen e embrido sdo isentos de determinados
patogenos € que o reprodutor € a matriz sejam
isentos destes.

ob Yérg,
3 %
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A técnica de PCR Nested para a
deteccdo do DNA proviral do CAEV
em amostras de sémen e embrido
demonstrou-se efetiva com
sensibilidade satisfatoria.

A deteccdo do DNA pro-viral do
CAEV no sémen € de relevante
importancia para 0s programas de
controle da CAE, considerando-se o
risco de transmissdo através de
reprodutores infectados, sejam estes
utilizados em monta natural ou em IA.

Embora o risco de transmissio do
CAEV seja maior na monta natural, a
IA apresenta, também, potencial de
disseminacdo da enfermidade. visto
que o virus estd presente no sémen
lavado e criopreservado o que requer
grande atengdo na comercializagdo e
importagdo de sémen. E como se
observou a intermiténcia da presenga
do CAEV em diferentes coletas,
sugere-se que cada partida de sémen
deva ser avaliada por testes sensiveis e
rapidos como a PCR Nesred.

Devido a constatagio da injuria
testicular como um fator de agrave
para a presenga do CAEV no sémen.
destacamos a. importancia do exame
androlégico dos reprodutores.
principalmente considerando que a
CAE ¢ uma enfermidade que pode ser

assintomatica e apresentar longo
periodo de incubagao.
A presenca do CAEV no fluido

utenino tem grande implicagdo nos
programas de controle visto que a
transmissdo materno fetal € possivel.
além de refor¢ar a necessidade da
lavagem dos embrides apds a colheita
como recomenda a IETS nos
programas de TE.

A auséncia do CAEV nos embrides e
no meio de lavagem e a obtengdo de
crias negativas procedentes de cabras




soropositivas para o lentivirus caprino,
indica a potencialidade da TE como
ferramenta no controle da lentivirose
caprina, de forma a aproveitar o alto
padrdo genético de cabras infectadas e,
concomitantemente, de machos de alto
valor genético e também infectados.
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