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Resumo
Palavras-Chave: diagnostico molecular, retroviroses animais, caprinos.

A artrite-encefalite caprina (CAE) é uma doenga viral que acomete os caprinos provocando artrite,
encefalite, mamite e pneumonia, acarretando perdas econdmicas. A RT-nested PCR é uma técnica
de diagndstico molecular sensivel e especifica que foi aplicada em amostras sanguineas e de liquido
sinovial coletadas de animais infectados pelo CAEV e submetidos a uma injuria tecidual nas
articulagdes carpo-metacarpicas uma semana antes da coleta. O RNA foi extraido das amostras,
convertido a cDNA e entdo submetido a duas rodadas de amplificagdo com iniciadores externos e
internos direcionados para o gene estrutural viral gag. Das 17 fémeas analisadas, 12 apresentaram
resultados positivos no sangue e 14 foram positivas (sendo 2 positivos fracos) no liquido sinovial.
Estes resultados mostram que estas amostras podem ser utilizadas para o diagnostico da CAE, nao
havendo diferengas estatisticas entre elas.

Introducao

O virus da artrite encefalite caprina (CAEV) é um lentivirus que acomete caprinos no mundo todo
causando artrite, encefalite, mamite e pneumonia, diminuindo assim parametros produtivos e
reprodutivos acarretando perdas econémicas (Zink, 1992). A transmisséo se da principalmente pela
ingestao de colostro e leite infectados (East et al., 1993; Mselli-Laktal et al., 1999), mas também pode
ser por meio de contato respiratorio (East et al., 1993). O virus da anemia infecciosa equina e os
lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) replicam predominantemente em macro6fagos, ao contrario
do humano, simio e felino que se replicam tanto em macréfagos como linfécitos. Este tropismo
diferenciado implica em diferentes manifestagdes clinicas da doenga (Clements & Zink, 1996). Uma
vez infectado, o animal se torna reservatério da doenga (Dawson, 1989). Medidas epidemiolégicas de
controle e 0 exame periddico por imunodifusdo em gel de agar ndo sao suficientes para o controle e
erradicagcao da doenga. Métodos de diagndstico alternativos se fazem necessarios. O RT-PCR é
uma técnica que se mostra adequada por sua alta sensibilidade e especificidade. Além disso, ela
permite a detecgdo do virus em sua forma livre, antes mesmo da soroconversao. A sua variagao RT-
nested PCR tem uma sensibilidade ainda maior e é apropriada para a detecgao do virus em amostras
clinicas onde a carga viral € baixa. O objetivo geral desse estudo foi o de desenvolver um método de
diagndstico molecular do virus da artrite encefalite caprina baseada na técnica de RT-nested PCR a
partir de amostras sanglineas e de liquido sinovial de modo a contribuir para o controle e a
erradicacao da doencga.

Metodologia

A técnica de RT-nested PCR foi aplicada em amostras de sangue e liquido sinovial coletadas
de 17 fémeas caprinas infectadas pelo virus da CAE (CAEV) provenientes do rebanho isolado da
Embrapa Caprinos e Ovinos e consideradas positivas para a doenca de acordo com o teste de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA). O sangue foi coletado por venipuntura da jugular e as células
mononucleares foram separadas das demais. Uma semana antes da coleta do liquido sinovial, foi
feita uma injdria tecidual bilateral das articulagdes carpo-metacarpicas pela introdugao de uma agulha
e raspagem do osso do local. O objetivo deste procedimento foi o de induzir uma resposta celularlocal
com a migracao de macréfagos e consequentemente replicagao viral com aumento da carga viral no
local. No momento da coleta, foi feita uma assepsia e em seguida as amostras de liquido sinovial
foram coletadas bilateralmente com agulha e seringa. As amostras foram centrifugadas por 30
minutos a 4°C para sedimentagéo de células e virus livres. O RNA foi entdo extraido das amostras
pelo método NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel) e armazenado em freezer —80°C. A partir do RNA,
foi sintetizado o DNA complementar (cDNA) com o kit Improm II™ Reverse Transcription System
(Promega). O cDNA foi amplificado inicialmente com um par de iniciadores externos direcionados
para o gene estrutural viral gag (Barlough et al., 1994), resultando na amplificacao de um fragmento



de DNA de 296pb. O produto desta amplificagao foi entdo submetido a uma nova rodada de
amplificagdo com iniciadores internos direcionados para 0 mesmo gene (Andrioli, 2001), que resultou
na amplificagdo de um fragmento de 187 pb. O cDNA e os produtos de amplificagao foram
armazenados em freezer —20°C. Os produtos de cada amplificagdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1%, visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador e em seguida
fotografados com equipamento fotodocumentador.

Resultados e Discussao

O diagnéstico rapido da artrite-encefalite caprina é essencial para o controle e erradicacdo da
doenga. Por esta razdo tém-se estimulado estudos visando disponibilizar métodos de diagndstico
molecular capazes de detectar a doenga antes mesmo dos métodos soroldgicos tradicionais, que s6 0
fazem depois da soroconversdo. A RT-nested PCR, além de ser um método sensivel e especifico
permite a deteccao do RNA gendmico livre, ao passo que o nested PCR detectaria apenas o DNA
proviral. O objetivo do presente trabalho foi apontar uma amostra adequada para a detecg¢ao do virus.
A escolha do sangue como material a ser analisado deu-se pela facilidade de coleta. A utilizagdo do
liquido sinovial deu-se pelo fato de que a grande maioria dos animais infectados apresentam quadros
de artrite com conseqiente reacao celular e presenga de macréfagos.

A replicagdo dos LVPR in vivo ocorre principalmente nas células do sistema monocitico
fagocitario, sendo os macréfagos a grande maioria das células infectadas (Concha-Bermejillo, 1997).
O método de extragdo de RNA utilizado permite acesso ao RNA genémico internalizado nas células
mononucleares bem como o RNA ainda livre nos fluidos corporeos.

A agao dos fatores celulares dos LVPR, para sua replicagao, pode ocorrer com os fatores c-
jun e c-fos, presentes em macréfagos ativados, que se ligam as seqléncias ativadoras AP (1 e 4) da
LTR (Neuveut et al., 1993) ou, ainda, por outro fator celular induzido pelo interferon v, secretado em
resposta a infecgao viral, que atua nas LTR extremidade 5" ativando a replicagao (Tong-Starksen et
al., 1996).

Dentre as dezessete fémeas analisadas, doze (70,6%) apresentaram amplificagdo do gene
estrutural viral gag em amostras de sangue, enquanto que quatorze (82,3%) foram positivas em
amostras de liquido sinovial (duas destas foram resultados positivos fracos, Tab.1). Esta proporgao
ainda nao pode ser considerada alta, visto que todos estes animais sédo IDGA-positivos. Isto pode ser
resultado de uma carga viral mais baixa em alguns animais, mesmo naqueles onde foi feita a injdria
tecidual, ou de diferentes fases de evolugdo da doenga. Para testar a possibilidade, de que os
resultados negativos fossem decorrentes de problemas no momento da extragcdo de RNA,
principalmente no que se diz respeito a degradagao por ribonucleases, as amostras de sangue foram
submetidas a RT-PCR direcionada para amplificagdo do gene caprino gliceraldeido fosfo-
desidrogenase (GAPDH), utilizado com o intuito de acessar a expressao de um gene controle e,
indiretamente, avaliar integridade do RNA eucaridtico. Das dezessete amostras sangiiineas, doze
amplificaram o gene GAPDH e cinco ndo apresentaram a banda correspondente. Como o gene
GAPDH é constitutivamente expresso tanto em organismos procariontes e eucariontes, exceto virus,
€ possivel inferir que ou o RNA estava degradado ou, o que é mais provavel, levando-se em conta
que todos os procedimentos de inibicdo de ribonucleases foram feitos, que a celularidade das
amostras era baixa. O que reforga ainda mais esta ultima hipétese é o fato de que trés das amostras
negativas para o GAPDH foram positivas para o gene viral gag (dados ndao mostrados). Por
conseguinte, verificamos que a presenca de RNA eucariético ndo € um indicativo perfeito para indicar
a presenga de RNA viral, ja que este pode estar presente na auséncia do primeiro. Assim sendo, nao
foi feita a RT-PCR para o gene GAPDH nas amostras de liquido sinovial.

Observacgoes feitas anteriormente no laboratério também indicam que algumas amostras séo
melhores que outras para a detecgao do virus por nested PCR. Os dados de RT-nested PCR
comparando sangue e liquido sinovial indicam uma concordancia de 76,5% e uma pequena
vantagem numérica do Ultimo em relag@o ao primeiro quanto a positividade, diferenga que no entanto
nao é estatisticamente significante (P>0,05; teste Qui-quadrado). Em fungdo do numero de animais
ainda ser pequeno, nao foram calculadas a especificidade e a sensibilidade, a fim de nao gerar
resultados tendenciosos.

As andlises foram feitas apenas nas fémeas do rebanho isolado da Embrapa Caprinos e
Ovinos. Faz-se necessario testar também os machos, inclusive no cenéario da reprodugcdo para
verificar a transmissibilidade ou ndo do virus por esta via. Trabalhos em andamento da equipe tém



buscado padronizar os métodos de nested PCR e RT-nested PCR para detectar o virus da CAE em
diferentes amostras clinicas e reprodutivas.

TABELA 1. Relagdo de animais testados com RT-nested PCR em amostras sangiiineas e de liquido
sinovial.

Animal | Raga Deteccédo do gene gag no sangue Detecgao do gene gag no liquido sinovial
0862 SAAN + +
1072 | AGNB - +
1055 AGNB + +
0092 | AGNB - +fr
0974 | AGNB + +
0034 | AGNB - -
1129 | AGNB - +
1134 | AGNB + +
0883 | AGNB + +
1101 AGNB - +
0804 | AGNB - -
0884 | AGNB + +
1049 | AGNB + +
0774 | SAAN + +
0887 | SAAN + -
0041 SAAN + +
0046 | SAAN + +fr
0862 | SAAN + +

Porcentagem 70,6% 82,3%
de animais

positivos

SAAN = Saanen, AGNB = Anglo-nubiana, +fr = positivo fraco
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