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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo realizar uma analise molecular e ultraestrutural em
espermatozoéides caprinos, afim de se averiguar a presenca ou ndo do CAEV em sémen de animais
infectados naturalmente e experimentalmente. Para isto, foi coletado sémen de 12 machos caprinos, sendo
4 machos infectados naturalmente com o CAEV, 4 experimentalmente ¢ 4 negativos pelos testes de
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) e Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo este ultimo
grupo utilizado somente como controle. A coleta de s€men foi realizada utilizando-se o método da vagina
artificial. Foram realizadas seis coletas de cada animal e apds cada coleta as amostras seminais foram
destinadas as técnicas de PCR e Microscopia Eletronica de Transmissdo. Das 23 amostras seminais
analisadas oriundas de animais infectados naturalmente apenas uma amostra apresentou positividade para
o teste de PCR. Das 22 amostras provenientes de animais infectados artificialmente ndo se observou
nenhuma amostra positiva, ndo tendo se observado nenhuma diferenca estatistica entre os grupos. Com
relagdo as amostras analisadas ao microscopio eletronico de transmissdo, apenas em uma das amostras
oriunda de animal infectado naturalmente, foi observado presenga de vacuolos na por¢do da peca
intermediaria, porém, ndo foi observada nenhuma particula viral no seu interior. O que demonstrou que
espermatozoéides de caprinos infectados naturalmente com o CAEV apresenta indicios de susceptibilidade
para este virus.
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Molecular evaluation and ultrastructural of buck spermatozoa of natural and experimentally
infected with CAEV

Abstract: This study aimed to perform a evaluation molecular and ultrastructural of buck spermatozoa
infected in vitro and natural and experimentally infected with CAEV. For this, semen from 12 bucks, 4
bucks naturally infected with CAEV, 4 experimental and 4 negative tests by agarose gel immunodiffusion
(AGID) and polymerase chain reaction (PCR), the latter group used only as control. Semen collection
was performed using the method of artificial vagina. Were collected six samples from each animal and
after each collection the semen samples were designed to PCR and transmission electron microscopy. Of
the 23 semen samples analyzed originated from naturally infected animals only one sample was positive
for PCR test. Of the 22 samples from artificially infected animals was no positive sample, and did not
observed any statistical difference between groups. In the samples analyzed by transmission electron
microscope, only one of the samples originated from naturally infected animal was observed vacuoles in
the portion of the middle piece, however, there was no viral particle inside. What showed that
spermatozoa of bucks naturally infected with CAEV shows signs of susceptibility to this virus.
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Introducéo

Dentre os agentes virais causadores de enfermidades na espécie caprina, temos o virus
da artrite encefalite caprina (CAEV), um virus do género Lentivirus, que pode provocar nos caprinos
artrite cronica progressiva, mastite, pneumonia em animais adultos e leucoencefalomielite em animais
jovens (Cork et al., 1974). Podendo levar a perdas econdmicas por causar morte de animais jovens,
diminui¢do da produgdo lactea e perda de peso dos adultos devido as dificuldades de locomogao.

Um dos métodos de prevengdo da artrite encefalite caprina (CAE) € a separagio e sacrificio de
animais soropositivos, levando assim a perdas de animais com alto valor genético. Neste contexto, o uso
de biotécnicas reprodutivas surge como uma alternativa para o resgate e utilizagdo do material genético
desses animais. Dentre as técnicas promissoras para esta finalidade, podemos destacar a inseminagao
artificial e a fecundagdo in vitro (FIV), no entanto, pouco se sabe do risco da transmissdo de agentes
patogénicos pelo sémen, podendo este ser uma fonte de entrada de doengas, com repercussdes graves na
producdo e na comercializagdo de rebanhos (Andrioli et al., 1999).

O HIV, exemplar do género Lentivirus, ja foi identificado em espermatozdides e embrido de
humanos (Baccetti et al., 1998). Em caprinos, ja foi detectado a presenga do DNA pro-viral do CAEV no
sémen (Andrioli et al, 1999; Travassos et al., 1999), mas ainda ndo se sabe exatamente em qual
componente seminal este pode estar presente e se o material genético desses animais pode ser utilizado
com seguranga nas biotécnicas de inseminagdo artificial e fecundag@o in vitro.

Sendo assim o objetivo do presente trabalho foi de realizar uma analise molecular e ultra-
estrutural em espermatozoides caprinos, afim de se averiguar a presenca ou ndo do CAEV em sémen de
animais infectados naturalmente e experimentalmente.

Materiais e Métodos

Foram utilizados sémen de 12 machos caprinos, sendo 4 machos infectados naturalmente com o
CAEV, 4 experimentalmente e 4 negativos pelos testes de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) e
Reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Estes ultimos foram utilizados como controle negativo. Foram
realizadas 6 coletas de cada animal, no grupo dos animais infectados e uma coleta no grupo dos animais
negativos. A coleta de sémen foi realizada utilizando-se o método da vagina artificial, onde foi utilizada
uma fémea em estro para estimular o macho, e quando este efetuou o salto, o prepucio foi desviado com a
mao para dentro da vagina artificial. Logo apds, o tubo contendo o sémen foi tampado para proteger o
ejaculado da poeira, luz solar e agitacdo e levado para o laboratdrio onde foi processado.

Para a extragdo do DNA das amostras de sémen puro, estas foram filtradas, individualmente, em
coluna Sephacryl S-400°, posteriormente foram adicionadas em solugdo de Chelex® e incubadas com
Proteinase K. Para a amplificagdo do DNA foram utilizados dois pares de iniciadores derivados a partir
das seqiiéncias das regides gag da amostra padrdo CAEV- Cork. As reagdes de amplificagido foram
realizadas em termociclador. As amostras amplificadas e os controles positivo e negativo, constituido por
monocamadas de membrana sinovial caprina, inoculadas com amostra do CAEV de referéncia,
juntamente com o marcador molecular, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE
(Tris, borato e EDTA 0,1X), corado com brometo de etidio adicionado ao gel (0,5 pg/mL). A
visualizagdo das bandas de DNA foi observada ao transluminador de luz ultravioleta, e registradas em
aparelho de fotodocumentagao.

Para andlise ultraestrutural dos espermatozdides, foi retirada uma aliquota de 100uL do
ejaculado, a qual foi lavada trés vezes em PBS, posteriormente foi fixada em Karnowisky overnight
(minimo de 12 horas), depois em solucdo tampdo 0,1M de Cacodilato de Sodio. Apds esta fixagdo, a
suspensao foi lavada com solugdo tampdo 0,1M de Cacodilato de Sodio e pos-fixados em tetroxido de
osmio 1% e 0,8% de ferricianeto de potassio. Em seguida, a suspensdo foi desidratada com acetona e
impregnada em resina epoxi Sppur. Antes da confecg¢do dos cortes ultrafinos, foram preparadas secgdes
semi-finas (3pum) as quais foram coradas com azul de toluidina. Posteriormente, foram confeccionados os
cortes ultrafinos (90nm), os quais foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, para
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que entdo pudessem ser examinados no microscopio eletronico de transmissdo. As amostras foram entio
analisadas, quanto a presenga do CAEV, bem como a presencga de alteragdes degenerativas.

Para a comparacdo dos resultados da reacdo em cadeia da polimerase entre o grupo dos animais
infectados naturalmente e dos animais infectados experimentalmente com o CAEV, foi utilizado o teste
de Mann-Whitney ao nivel de cinco por cento de significancia.

Resultados e Discusséo

Das 23 amostras oriundas de animais infectados naturalmente apenas uma amostra apresentou
positividade para o teste de PCR. Das 22 amostras provenientes de animais infectados artificialmente nao
se observou nenhuma amostra positiva, ndo tendo se observado nenhuma diferenga estatistica entre os
grupos. A observagdo da presenga do DNA pro-viral em amostra seminal de macho positivo para o
CAEYV neste trabalho corrobora com os achados de Andrioli et al. (1999); Travassos et al. (1999) e Ali Al
Ahmad et al. (2008), porém, no presente trabalho a freqiiéncia de aparecimento deste resultado foi muito
baixa, o que pode ter ocorrido devido ao fato de que a presenca do CAEV no sémen pode acontecer de
forma intermitente, ou seja, este pode ndo estar presente em todos os ejaculados do animal infectado,
talvez fosse necessario um niimero maior de ejaculados para observarmos essa freqiiéncia maior.

Com relagdo as amostras analisadas ao microscopio eletronico de transmissdo, apenas em uma
das amostras oriunda de animal infectado naturalmente, foi observado presenga de vactiolos na porgido da
pega intermediaria, porém, ndo foi observada nenhuma particula viral no seu interior (Figura 1).

Figura 1 — Micrografia eletronica de espermatozoide oriundo de animal naturalmente infectado com o
CAEYV, apresentando vacuolos na regido da peca intermedidria (setas). Ca (cabeca), PI (pega
intermediaria) ¢ Cd (Cauda).
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A presenca de vacuolos na regido da pega intermediaria pode indicar a possibilidade da
susceptibilidade dos espermatozoides ao CAEV, uma vez que o HIV que também é um RNA virus e
apresenta caracteristicas de infeccdo e replicacdo semelhantes ao CAEV ja foi identificado em
espermatozoéides de humanos, como demonstrado por Bacceti et al. (1998), estes conseguiram demonstrar
através da microscopia eletronica de transmissdo e hibridizagdo in situ particulas de HIV na regido da
peca intermediaria de espermatozoides de homens que haviam se infectado naturalmente.

Concluséo

O sémen de caprinos infectados naturalmente com o CAEV apresenta indicios de
susceptibilidade para este virus.
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