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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi determinar a susceptibilidade dos folículos ovarianos,
espermatozoides e embriões caprinos ao Vírus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV). Para isto,
foram analisados espermatozoides e folículos ovarianos pelas técnicas de imunohistoquímica e
microscopia eletrônica de transmissão, antes e após protocolos de infecção in vitro com o CAEV.
Foram submetidos à análise ultraestrutural, embriões caprinos produzidos in vivo, oriundos de
cabras negativas e positivas para o CAEV. Nas amostras seminais, provenientes de animais tanto
com infecção natural quanto dos artificialmente infectados, foi observada imunomarcação
positiva dos espermatozoides, assim como alterações degenerativas na sua análise ultraestrutural.
Já nas amostras de tecido ovariano, a imunomarcação foi mais discreta e identificada na região
do estroma. No tocante à análise ultraestrutural, folículos e embriões se apresentaram íntegros.
De acordo com esses resultados, pode-se concluir que os espermatozoides caprinos apresentaram-
se infectados, assinalando a susceptibilidade dessas células ao vírus, bem como a potencialidade
do CAEV ser carreado ao cerne do oócito, originando embriões infectados.
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ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL AND ULTRASTRUCTURAL EVALUATION OF GAMETES AND
EMBRYOS OF GOATS INFECTED WITH CAEV. The aim of this study was to determine the
susceptibility of goat ovarian follicles, spermatozoa and embryos to caprine arthritis-encephalitis
virus (CAEV). Spermatozoa and ovarian follicles were analyzed, before and after in vitro infection
with CAEV, through immunohistochemistry and transmission electron microscopy techniques.
Goat embryos, produced in vivo from infected and non-infected goats, were submitted to
ultrastructural analysis. Immunohistochemical examination of seminal samples from goats
naturally and artificially infected with CAEV revealed viral antigens in spermatozoa, while the
ultrastructural analysis showed degenerative changes in these cells. Ovarian tissue samples
presented a more discreet immunohistochemical positive reaction situated in the stroma region.
Ultrastructural analysis revealed that the embryos and ovarian follicles were intact. These results
indicate that the spermatozoa were infected, confirming the susceptibility of these cells to the
virus, as well as the potential of CAEV entering the oocyte, giving rise to infected embryos.
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INTRODUÇÃO

O vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) provo-
ca uma importante enfermidade infecciosa em caprinos.
Este pertence ao gênero Lentivirus (CORK et al., 1974) e

tem como característica preponderante causar uma
enfermidade crônica, com um longo período de incuba-
ção e de difícil controle (NARAYAN, 1990), sendo as
células do sistema monocítico-fagocitário o principal
alvo da infecção in vivo (ZINK et al., 1990).
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O DNA proviral do CAEV já foi detectado em
tecidos do trato reprodutivo como útero, oviduto,
ovário, glândula mamária (FIENI et al., 2002), em célu-
las do cumulus oophorus (ALI AL AHMAD et al., 2005)
e em sêmen de machos infectados (ANDRIOLI et al.,1999;
TRAVASSOS et al., 1999; ALI AL AHMAD, 2008). Em estu-
dos in vitro, este vírus demonstrou ser capaz de se
replicar com eficiência em células epiteliais do oviduto
(LAMARA et al., 2002) e em células da granulosa (LAMARA

et al., 2001). Não tendo sido detectada ainda a presen-
ça, ou possíveis alterações provocadas por este vírus
no oócito, embriões ou no interior de espermatozoides
caprinos.

A principal medida de controle dessa enfermida-
de é o sacrifício dos animais soropositivos (RICHARD;
CULLEN, 1996), podendo levar, assim, a perdas de
animais com alto valor genético. Na tentativa de
evitar essas perdas, a biotécnica de transferência de
embriões (FREITAS et al., 1999) já foi utilizada com
sucesso. Neste contexto, o resgate e a utilização de
material genético de animais portadores dessa en-
fermidade despontam como alternativas promis-
soras para o aproveitamento dos gametas de fêmeas
e machos portadores do CAEV.

O sucesso para o aproveitamento desses gametas
depende da sua qualidade e sanidade. Sendo assim,
para utilização do material genético de animais
soropositivos para o vírus da CAE, faz-se necessária
uma avaliação da presença e dos os efeitos deste sobre
a integridade dos oócitos, espermatozoides e embri-
ões a fim de se verificar a viabilidade na utilização
deste material em biotécnicas reprodutivas, uma vez
que ainda não foram realizadas análise ultraestrutural
e imunohistoquímica de folículos ovarianos e
espermatozoides caprinos submetidos à infecção
natural ou in vitro pelo CAEV, como também de
embriões fecundados in vivo oriundos de machos e
fêmeas infectados. Desta forma, o objetivo do presen-
te estudo foi caracterizar a ocorrência de degenera-
ção e, ainda, a presença do vírus da artrite encefalite
caprina bem como a susceptibilidade dos folículos
ovarianos, espermatozoides e embriões caprinos ao
mesmo.

MATERIAL E MÉTODOS

Delineamento experimental

Foram analisados espermatozoides e folículos
ovarianos antes e após infecção in vitro com o CAEV
através das técnicas de imunohistoquímica e
microscopia eletrônica de transmissão e, ainda, em-
briões caprinos produzidos in vivo oriundos de ca-
bras negativas e positivas para o CAEV, os quais
foram submetidos à análise ultraestrutural.

Amostras de sêmen

Foram utilizados sêmen de 10 machos caprinos,
sendo 4 machos infectados naturalmente com o CAEV,
4 infectados experimentalmente e 2 negativos, atesta-
dos pela prova de imunodifusão em gel de agarose
(IDGA) e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR).
Após a coleta, cada ejaculado foi separado em antes
e após o swim up.

A coleta de sêmen foi realizada através do método
da vagina artificial, onde foi utilizada uma fêmea em
estro para estimular o macho e, quando este efetuou
o salto, o prepúcio foi desviado com a mão para o
interior da vagina artificial. Em seguida, o tubo con-
tendo o sêmen foi tampado para proteger o ejaculado
da poeira, luz solar e agitação e levado para o labora-
tório onde foi processado. Logo após a coleta, uma
alíquota (200 µL) antes do swim up foi retirada e teve
uma parte fixada em formol tamponado a 10% para
realização da imunohistoquímica e outra parte fixa-
da em fixador Karnovisky para realização da
microscopia eletrônica de transmissão.

Técnica de Swim up

As alíquotas de cada ejaculado que foram subme-
tidas ao swim up seguiram a metodologia descrita por
GONÇALVES et al. (2001), onde cerca de 200 µL de cada
amostra foi colocada no fundo de um tubo de centrí-
fuga e em seguida, sobre o sêmen, o meio Gamete®
(Vitrolife). Esses tubos foram colocados com inclina-
ção para formar um ângulo de 45° em estufa a 5% de
CO2 e temperatura de 39° C por 45 min. Em seguida,
o sobrenadante rico em espermatozoides foi aspirado
e transferido para outro tubo para ser centrifugado
com rotação de 900 g por 10 min. Após a centrigugação,
o sobrenadante foi desprezado e o pellet de esperma-
tozoides teve uma parte destinada à imunohisto-
química e outra parte à microscopia eletrônica de
transmissão.

Infecção in vitro do sêmen

Foram utilizadas para infecção in vitro apenas
espermatozoides de animais negativos para o CAEV.
Após a coleta seminal, foram retiradas três alíquotas
de 200 µL de sêmen puro, as quais foram colocadas em
contato com o vírus (5 µL cepa CAEV-Cork – ultracentri-
fugado em colchão de sacarose) (ANDRIOLI-PINHEIRO,
2001). Das três alíquotas, uma ficou em contato com
o CAEV por 30, outra por 60 e a última por 120
minutos. Após cada período de contato, as alíquotas
foram retiradas, centrifugadas (900 g por 10 min.),
ressuspensas em PBS e, posteriormente, foi retirada
uma alíquota de 100 µL, a qual foi fixada para micros-
copia eletrônica de transmissão e outra alíquota de
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mesmo volume foi fixada em formol tamponado a 10%
e destinada à imunohistoquímica.

Para comprovar a capacidade infectante da cepa
viral, foi realizada a infecção de células de membrana
sinovial caprina nos mesmos tempos de infecção dos
espermatozoides (30, 60 e 120 min.). Após a infecção,
as células foram mantidas em cultivo até o apareci-
mento de efeito citopático (ECP).

Obtenção dos folículos ovarianos

Os folículos ovarianos foram obtidos a partir de
ovários provenientes de animais de abatedouro local,
sendo utilizados somente os animais que estavam
comprovadamente negativos para CAEV através do
teste de IDGA. A região cortical destes ovários foi
então fragmentada em três partes e os fragmentos
obtidos foram acondicionados em placas de 20 poços
contendo Meio Essencial Mínimo (MEM – Gibco®)
até o momento da infecção in vitro.

Infecção in vitro dos folículos pré-antrais in situ

Cada poço foi inoculado com a amostra padrão
com do vírus (5 µL cepa CAEV-Cork – ultracentri-
fugado em colchão de sacarose) e ficaram em contato
por 30, 60 e 120 minutos, em estufa a 5% de CO2 em
temperatura de 37° C (CRAWFORD; ADAMS, 1981). Após
este tempo, as amostras foram fixadas em formol
tamponado a 10% e fixador Karowisky e destinadas
à imunohistoquí-mica e microscopia eletrônica de
transmissão, respectivamente.

Imunohistoquímica (IHQ)

Para a análise imunohistoquímica, onde se tentou
localizar topograficamente a proteína p28 do CAEV
em sêmen e ovários de caprinos, utilizou-se
metodologia descrita por ARAÚJO et al. (2004). Foi feita
a elaboração dos esfregaços das amostras seminais
em lâminas histológicas, além de cortes histológicos
dos ovários, com espessura de 5 µm cada, sendo
posteriormente realizada a recuperação de antígenos.
Para isto, as lâminas foram incubadas em tampão
citrato 10 mM (pH 6,0) com o auxílio de um forno
micro-ondas em potência máxima (700 watts), onde
as amostras foram colocadas por três vezes com três
minutos de duração cada. A atividade da peroxidase
endógena foi bloqueada utilizando-se 3% de peróxido
de hidrogênio (H2O2) em metanol, com duas trocas de
cinco minutos cada. Para bloquear as ligações
inespecíficas, as amostras foram incubadas em soro
canino por 20 minutos. As secções foram então trata-
das com soro contendo anticorpos específicos contra
o CAEV (IgG1 anti-p28), por um período de 18 horas
a uma temperatura de 4º C. Em seguida, foram lavadas

em PBS e incubadas com IgG anti-caprino conjugada
a peroxidase por 30 minutos a 37º C a uma diluição de
1:500. A reação foi revelada pela adição do
diaminobenzidina tetrahidroclorídeo por 7 minutos.
As lâminas foram contracoradas com hematoxilina
de Mayer por 1 minuto, montadas e analisadas em um
microscópio óptico.

Obtenção dos embriões

Foram utilizadas 6 fêmeas caprinas da raça anglo-
nubiana com escore corporal médio igual a 2.Destas,
4 eram positivas para o CAEV pelo teste de IDGA e 2
negativas, constituindo o grupo controle. Foi utiliza-
do sêmen de machos negativos para inseminar as
fêmeas positivas e sêmen de machos positivos para
inseminar fêmeas negativas para o CAEV.

Todas as fêmeas foram submetidas ao protocolo de
superovulação, onde esponjas impregnadas com
medroxiprogesterona foram inseridas na vagina, sen-
do este o dia 0 do tratamento de superovulação.  No dia
9 foi feita uma aplicação única de PGF 2α (Ciosin ®) e
iniciou-se a aplicação de FSH (Foltropin®) por quatro
dias consecutivos, sendo 2 aplicações diárias com
intervalo de 12 horas. No dia 11 foram retiradas as
esponjas, as fêmeas foram inseminadas três vezes,
tendo sido realizada a primeira inseminação 24h após
a retirada das esponjas, quando as fêmeas apresenta-
ram sinal de estro. Foi utilizado sêmen fresco e resfri-
ado, tendo um tempo médio de intervalo entre as
inseminações de 6 horas. Nos tempos de 72, 96 e 120
horas após as inseminações foi aplicado, por via intra-
muscular, Flunixin Meglumine (Banamine®) e 84 ho-
ras após o início do estro foi aplicado LH (Lutalise®).

As coletas de embrião foram realizadas por
laparotomia e lavagem dos cornos uterinos no 5° e 6°
dia após a última inseminação artificial, segundo
metodologia descrita por ANDRIOLI-PINHEIRO (2001).

Após as coletas, as estruturas recuperadas (oócitos
e embriões) foram fixadas e destinadas à análise
ultraestrutural.

Microscopia Eletrônica de Transmissão

Para análise ultraestrutural dos espermatozoides,
foi retirada uma alíquota de 100 µL do ejaculado, a
qual foi lavada três vezes em PBS. As amostras de
tecido ovariano com tamanho de 1mm3, os embriões
e oócitos recuperados foram acondicionadas separa-
damente em tubos eppendorf. Posteriormente, todas
as amostras foram fixadas por 12 horas a 4º C em
fixador Karnovisky (2% de paraformaldeído e 2,5% de
glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,1 M
com pH 7,2). Após esta fixação, as amostras foram
lavadas com solução tampão 0,1 M de Cacodilato de
Sódio e pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% e 0,8%
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de ferricianeto de potássio. Em seguida, foram desi-
dratadas com acetona e impregnadas em resina epóxi
Sppur. Antes da confecção dos cortes ultrafinos, fo-
ram preparadas secções semifinas (3 µm) as quais
foram coradas com azul de toluidina. Posteriormente,
foram confeccionados os cortes ultrafinos (90 nm), os
quais foram contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo, para que então pudessem ser
examinados no microscópio eletrônico de transmis-
são (Jeol). As amostras foram então analisadas quan-
to à presença do CAEV, bem como a presença de
alterações degenerativas.

RESULTADOS

Imunohistoquímica

Na imunohistoquímica, as amostras seminais
oriundas de animais infectados naturalmente apre-
sentaram imunomarcação positiva em 2 amostras
antes do swim up. Nas amostras pertencentes a ani-
mais infectados experimentalmente, observou-se
imunomarcação em uma amostra antes e em outra
depois do swim up (Fig. 1). Nas duas amostras
infectadas in vitro também foi observada
imunomarcação positiva (Fig. 2), indicando a presen-
ça da proteína p28 do CAEV. Vale ressaltar que este
achado ainda não havia sido descrito na literatura
para este tipo celular.

Nas amostras ovarianas, observou-se marcação
positiva em apenas uma amostra na região do estroma

(Fig. 3), não tendo sido apresentada nenhuma marca-
ção nas células da granulosa ou no oócito.

Microscopia eletrônica de transmissão

Na avaliação ultraestrutural foram observados
espermatozoides normais e íntegros, tendo sido veri-
ficado no grupo dos animais infectados naturalmente
apenas sinais de degeneração tais como a presença de
vesículas na região da peça intermediária.

Os folículos de cabras infectadas encontrados na
microscopia eletrônica de transmissão estavam nor-
mais, sem sinais de alteração, com um núcleo oocitário
íntegro, localizado no centro do oócito e organelas
distribuídas uniformemente no citoplasma. As
mitocôndrias apresentaram membrana mitocondrial
contínua e crista periférica. Também foi observada a
presença de retículo endoplasmático liso e as células
da granulosa apresentavam-se normais.

Na análise ultraestrutural dos embriões foram
observadas zona pelúcida intacta, espaço
perivitelínico e massa celular interna constituída por
células de aspecto irregular, com núcleo oval localiza-
do centralmente. No citoplasma foi observada a pre-
sença de retículo endoplasmático rugoso,
polirribossomos e mitocôndrias. Observou-se tam-
bém oócitos não fertilizados, que apresentaram zona
pelúcida íntegra e células internas degeneradas, po-
rém, em ambas estruturas recuperadas (embriões e
oócitos), não foi verificada a presença de qualquer
partícula viral no seu interior ou aderido a porção
externa da zona pelúcida.

Fig. 1 – Espermatozoides caprinos submetidos à imunohistoquímica demonstrando marcação positiva (seta). (Aumento
400X).
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DISCUSSÃO

Como foi demonstrado neste trabalho, na
imunohistoquímica observou-se a presença da pro-
teína p28 do CAEV nos espermatozoides. Os achados
anteriores se baseavam na detecção do CAEV em

pulmão de caprinos (PEREIRA, 1995; SERAKIDES et al.,
1996; STORSET et al. 1997, GUEDES et al., 2001) e de outro
Lentivirus, o Maedi Visna Vírus (MVV), o qual já foi
detectado por imunomarcação em pulmão (ARAÚJO et
al., 2004), em hepatócitos e em células cardíacas
(BRELLOU et al., 2007).
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Fig. 2 - Amostras seminais testadas pela imunohistoquímica antes do swim up (ASU) e depois (DSU) nos diferentes grupos.

Fig. 3 - Tecido ovariano submetido à imunohistoquímica demonstrando marcação positiva em fibroblasto do estroma
(seta). (Aumento 100X).
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Com esta demonstração da susceptibilidade
de espermatozoides ao CAEV, presume-se que estes
possam ser veiculadores do CAEV para o embrião,
apesar de se ter a comprovação de que a zona pelúcida
funciona como uma barreira efetiva contra e entrada
de patógenos (ALI AL AHMAD et al., 2005), desde que
estes não sejam carreados pelo espermatozoide no
momento da fecundação, fenômeno esse que já foi
comprovado em embriões humanos fertilizados com
espermatozoides de homens infectados com o HIV
(BACCETI et al., 1998). Vale ressaltar que o HIV é um
vírus pertencente ao gênero Lentivirus, o mesmo do
CAEV (CORK et al., 1974).

Com relação a ausência de marcação positiva
nos folículos na imunohistoquímica dos ovários, os
achados contradizem as colocações de LAMARA et al.
(2001) e ALI AL AHMAD et al. (2005), os quais observa-
ram que as células da granulosa e do cumulus são
susceptíveis ao CAEV.  Porém, corroboram as afirma-
ções de ZINK et al. (1990) que confirmam ser as células
de predileção da infecção do CAEV as células do
sistema monocítico fagocitário e fibroblastos, princi-
pais componentes da membrana sinovial caprina e
córtex ovariano.

Na análise ultraestrutural dos folículos ovari-
anos das cabras infectadas foi observado folículos
normais com as mesmas características de folículos
de cabras sadias como observados por LUCCI et al.
(2001), SILVA et al. (2002) e RICARTE (2005).

A avaliação ultraestrutural dos embriões
caprinos oriundos de fêmeas infectadas com o CAEV
foi realizada pela primeira vez nesta espécie.Os
achados não revelaram a presença de partícula
viral no interior deles, bem como demonstraram
características ultraestruturais semelhantes as de
embriões equinos, conforme descrito por PERES et al.
(2007).

Apesar de ter verificado que os espermatozoides
caprinos são susceptíveis ao CAEV, não se observou
a presença de partículas virais no interior de embri-
ões. Isto pode ser explicado pelo fato da presença do
CAEV no sêmen ser intermitente (ANDRIOLI et al., 2003),
ou seja, pode estar associado a possibilidade de nem
todos espermatozoides apresentarem receptores para
este vírus. Sendo assim, pode ter ocorrido que os
espermatozoides utilizados na inseminação dos ani-
mais poderiam não estar infectados, ou simplesmente
porque o vírus apresentava-se no estágio de DNA pró-
viral, impossibilitando a visualização da partícula
viral pela microscopia eletrônica de transmissão.

CONCLUSÃO

Com esses resultados pode-se concluir que os
folículos ovarianos apresentaram discreta imuno-

marcação na região do estroma, enquanto os
espermatozoides caprinos mostraram-se infectados,
assinalando a susceptibilidade dessas células ao ví-
rus, bem como a potencialidade do CAEV ser carreado
ao cerne do oócito, originando embriões infectados.
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