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RESUMO

Os procedimentos de lavagem do sémen tém sido testados visando minimizar o risco desta
forma de transmissao. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos procedimentos
de lavagem com tripsina na deteccdo do CAEV usando Nested-PCR como técnica de
diagndstico. Onze coletas de s€men de sete reprodutores soropositivos foram realizadas. As
coletas foram fracionadas em trés aliquotas: na primeira (T1) o ejaculado foi lavado com
solucdo Krebs-Ringer-Fosfato; a segunda (T2) foi lavada com solucdo de tripsina a
0,025%; e o grupo controle (C) no qual as amostras de s€émen ndo foram submetidas aos
procedimentos de lavagem. No grupo T1 foram detectadas 5 (45,45%) amostras positivas e
no grupo T2 apenas 2 (18%) resultados foram positivos. O DNA proviral foi detectado em
3 (27%) das 11 amostras que ndo foram submetidas a nenhum procedimento de lavagem.
Os resultados mostraram que houve influéncia dos diferentes tratamentos do sémen na
deteccao do DNA-proviral através da PCR.

Palavras chave: transmissao, sémen, tripsina, CAEV.
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ABSTRACT

The washing procedures of the semen have been tested to minimized risk of this
transmition way. The aim of this study was to evaluate the influence of the washing
procedures with trypsin in the detection of CAEV proviral-DNA using Nested-PCR how
diagnostic technique. Eleven semen collections of seven soropositive reproducers were
accomplished. The collections were fractioned in three aliquots: in the first one (T1) the
ejaculate was washed with Krebs-Ringer-Fosfato solution; the second (T2) one was washed
with 0,025% trypsin solution; and the control group (C) which the semen samples were not
submitted to washing procedures. The results showed that the group T1 was detected 5
(45,45%) positive samples and in the group T2 only 2 (18%) results was positive. The
proviral-DNA was detected in 3 (27%) of the 11 samples which was not submitted to
washing procedure (control group). The statistic analyze showed that was influence of the

different treatments of semen in the detection of proviral-DNA through PCR technique

Keywords: transmition, semen, trypsin, CAEV.
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1 INTRODUCAO

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma doenca cronica progressiva de incubagao
lenta, causada por virus pertencente ao género Lentivirus e familia Retroviridae e cujas
manifestacdes clinicas principais incluem: artrite, mamite, pneumonia em animais adultos e
encefalite em jovens (CRAWFORD et al, 1980; ALMEIDA et al., 2003).

Uma das medidas de controle da infeccdo é a avaliacdo sorolégica semestral do
rebanho através da Imunodifusao em Gel de Agarose (IDGA) e eliminagdo dos
reprodutores soropositivos. Esta medida acarreta prejuizos econdmicos para a cadeia
produtiva da caprinocultura o que tem gerado o interesse de aproveitamento do
germoplasma por meio do desenvolvimento de protocolos de eliminacdo de agentes
patégenos do sémen tornando-o vidvel para utilizagdo em biotécnicas reprodutivas (OIE,
1996; ANDRIOLI et al., 2003).

As propriedades antimicrobianas da tripsina, amilase, beta-glucuronidase e catalase
foram pouco investigadas (PICKETT et al., 1978; ANDRIOLI (2001). O uso de tripsina em
meios de lavagem dos embrides tem demonstrado ser eficiente na remogdo de virus
envelopados (STRINGFELLOW, 1998; ANDRIOLI, 2001). Bielanski et al. (1989)
utilizaram a tripsina na tentativa de inativar o BHV-1. O virus nao foi isolado de nenhuma
amostra tratada com tripsina utilizando um sistema de cultivo celular (Bielanski et al.,
1989). STRINGFELLOW (1998) avaliou a utiliza¢do da tripsina na solucdo de lavagem de
embrides, obtendo resultados satisfatorios na eliminagdo do agente viral.

A eficdcia do método de lavagem utilizando a tripsina foi confirmado por Guerin et
al. (1993). Nesse mesmo estudo foi proposto que o virus nio estd no citoplasma, mas
associado a membrana do espermatozéide. Loskutoff et al. (2005) propos um método de
remogao para HIV, HCV, e HBV usando 0.25% de tripsina, além de uma centrifugagcao por
gradiente de densidade com Percoll. O procedimento testado se mostrou efetivo em reduzir
a presenca viral a nivel indetectaveis ou que ndo fossem clinicamente relevantes.

Andrioli et al. (2006) obtiveram 53,6% de deteccao do DNA-proviral do CAEV em
sémen ndo lavado, enquanto que apenas 17,9% das amostras se mostraram positivas quando
utilizada a solucdo de Krebs-Ringer-Fosfato, na propor¢ao de nove partes da solugdo para

uma parte de sémen, com centrifugacio a 2.000 g durante 10 minutos. Neste experimento
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foi adicionado diluente a base de leite desnatado, glicose e glicerol, ao s€men lavado. Os
resultados deste trabalho demonstram que a utilizacdo de uma técnica de lavagem pode

diminuir a carga viral do CAEV no sémen.

26



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA

O Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) € um lentivirus que juntamente com
o virus Maedi-Visna sdo denominados Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPRs). Este
grupo heterogénio € composto por espécies com potencial patogénico e grupo de
hospedeiros ndo bem definidos (LEROUX et al., 1997).

Os LVPR sao virus RNA pertencentes a familia Retroviridae e subfamilia
Lentivirinae que alberga o género Lentivirus, do qual fazem parte, além dos LVPR, os virus
das imunodeficiéncias felina (VIF), bovina (BIV), simia (SIV) e humana (HIV-1, HIV-2), o
virus da anemia infecciosa equina (AIEV) (HAASE, 1986; CLEMENTS e PAYNE, 1994)
e o virus da doenga de Jembrana (BURKALA et al., 1998).

Os LVPRs sao envelopados, medem de 80 a 100 nm de diametro e possuem uma
grande quantidade de 4cidos sidlicos em sua superficie. Seu material genético é constituido
de duas moléculas idénticas de RNA (CLEMENTS e PAYNE, 1994; CALLADO et al.,
2001).

Os LVPR podem ser divididos pelo menos em dois grupos biologicamente distintos.
O virus protétipo do grupo I € o visna, virus islandés cepa K1514. O virus neste grupo
replica-se rapidamente, causando lise em culturas primarias de células de membrana
sinovial de caprinos (MSC) e de células do plexo cordide de ovinos (CPC). Este sofre
variacdo antigénica e induz a producdo de anticorpos neutralizantes pelo hospedeiro
(LEROUX et al., 1997).

O protétipo do grupo II € o virus CAEV cepa Cork. O gene tat € dispensavel para o
CAEV in vivo, para o estabelecimento da infeccdo e patogé€nese (ZINK e JONHSON,
1994).

Uma classificagdo para os LVPRs foi baseada em seqiiéncias genéticas dos genes
gag e pol. De acordo com essa classificacdo os LVPRs seriam divididos em quatro grupos
A a D, diferindo entre si de 25% a 37% nas seqiiéncias génicas citadas acima. Os grupos A
e B sdo divididos em subtipos que diferem 15 a 27% entre si, sendo que o grupo A contém

pelo menos 7 subtipos Al a A7 e o grupo B em dois subtipos B1 e B2 (SHAH et al., 2004).
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Os subtipos A5, A7 e B1 foram isolados de ovinos, os grupos C e D, isolados de
caprinos, enquanto os subtipos A3, A4, A6 e B2 foram isolados tanto de caprinos quanto
ovinos. Foi observada transmissao horizontal natural de caprinos para ovinos do subtipo B1
(PISONI et al., 2005).

Foi evidenciado, através de estudo filogenético, que apds o alinhamento das cinco
seqiiencias BRCNPC com as j4 disponiveis em bancos de dados genéticos, foi revelado que
estas estdo mais relacionadas com subtipo B1 do grupo CAEV do que com as do MVV
(FEITOSA, 2007).

Através da acdo da transcriptase viral € fabricado o DNA proviral que € constituido
de duas regides terminais ndo codificantes (long terminal repeats ou “LTRs”), entre as
quais se situa os genes codificantes da proteinas estruturais (gag € env) e enzimas virais
(pol), além de pequenas fases abertas de leitura (open reading frames ou ORFs), com os
genes acessorios fat, vif (ou Q) e rev, codificantes de proteinas reguladoras envolvidas na
replicacdo viral (CLEMENTS e PAYNE, 1994; CALLADO et al., 2001).

O gene pol codifica proteinas de atividade enzimdtica e o gag proteinas do
nucleocapsideo, ambos sdo altamente varidveis, possivelmente devido a pressao
imunoldgica sobre as glicoproteinas virais de superficie por ele codificados (RAVAZZOLO
et al., 2001).

A enzima transcriptase reversa (RT) possui uma baixa afinidade, a qual nao
apresenta atividade de reparo (exonuclease) e aliada a recombinagdo com o genoma de
células co-infectadas, contribui para uma elevada taxa de mutacdo viral (LEROUX et al.,

1997).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

O CAEV foi isolado de caprinos em 1980, embora a artrite-encefalite caprina
(CAE) tenha sido descrita pela primeira vez na década de setenta, nos EUA (CORK et al,
1974). O CAEV infecta caprinos em varias fases do desenvolvimento. Nao ha predilecao
por faixa etdria, sexo, raca ou producdo (LARA et al., 2005).

Atualmente, estas enfermidades ji se encontram distribuidas mundialmente. No

Brasil, estudos soroldgicos tém revelado a ocorréncia de lentivirus (MVV e CAE) em
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varios Estados. Os LVPR foram identificados nos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Bahia, Ceara, Rio Grande do Sul, Pernambuco e Paraiba (CASTRO et al, 1994; ASSIS e
GOUVEIA, 1994; MOOIJEN et al., 1986; BANDEIRA et al., 2008).

Em Fortaleza, onde se concentra a maior parte do rebanho caprino leiteiro do estado
do Ceard, encontrou-se uma soroprevaléncia de 40,7% para o CAEV em caprinos
destinados a exploracdo leiteira (MELO e FRANK, 1997). Na microrregidao de Angicos no
Rio Grande do Norte, foram detectados 2,71% de caprinos soropositivos (SILVA et al,
2005).

2.3 SINAIS CLINICOS

O periodo de incubacao das LVPR ¢é varidvel, sendo que o aparecimento de doenga
clinica e a producdo de significante patologia induzida pelo virus podem ocorrer meses ou
anos apds a infeccio (LARSEN et al., 1982; NARAYAN e CLEMENTS, 1989). A
manifestacdo sintomatoldgica dos LVPR pode ser evidenciada pelos sinais de artrite,
encefalite, mamite e pneumonia que podem ocorrer de forma isolada ou simultinea
(FRANKE, 1998).

A forma artritica é o quadro clinico mais freqiiente da CAE, caracteriza-se por uma
artrite degenerativa cronica, envolvendo principalmente o carpo e o tarso (CRAWFORD et
al., 1980).

A forma encefalitica é observada com maior freqii€ncia em animais de dois a quatro
meses de idade. Os animais apresentam inicialmente fraqueza e andar inseguro que
progride para paralisia progressiva da musculatura dos membros posteriores € membros
anteriores. O quadro final da doenca se caracteriza por decubito, opistétomo e movimentos
de pedalagem (FRANKE, 1998).

A pneumonia cronica é de ocorréncia esporadica sendo mais comum em Ovinos
infectados com MVV, ocorrendo com maior freqiiéncia em animais acima de um ano de
idade, podendo também ocorrer em animais jovens ¢ em caprinos (CORK e NARAYAN,
1980).

A forma mamitica caracteriza-se por uma lesdo intersticial, provocando o

endurecimento e a atrofia da glandula mamaria. Em algumas propriedades chega a atingir
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mais de 60% das cabras, resultando em grave perda econdmica pela redu¢do ou mesmo

supressdo da producgdo de leite (FRANKE, 1998).

2.4 TRANSMISSAO

A principal forma de transmissdo da CAE € a ingestdo de leite ou colostro de
fémeas infectadas com o virus uma vez que o mesmo infecta os macréfagos que estdao
presentes nestas secrecoes (CALLADO et al, 2001). Todavia, outras vias de transmissao
sd0 possiveis como a transmissdo sexual através do s€men, a transmissdo vertical, contato

direto entre animais e por transferéncia de embrides (AHMAD et al., 2008).

O contato direto entre os animais pode ser uma forma importante de transmitir a
infecc¢do, assim como a ingestdo do colostro. A concentracdo de animais e o alojamento

durante o inverno resultam em elevacio das taxas de infec¢io (PALSSON, 1976).

A infeccdo do virus da imunodeficiéncia felina (VIF-NCSU;) através da
inseminacdo artificial foi documentada (HOLLY et al., 1998). A ocorréncia da transmissao
materno-fetal foi reportada por experimentos nos quais filhotes de felinos foram separados
das maes imediatamente apds o nascimento e mantidos isolados e alimentados com leite
livre do virus e substitutos do leite. Cinco por cento dos 40 filhotes nascidos de fémeas
infectadas naturalmente soroconverteram em 8 semanas (EAST et al., 1993).

A transmissdo do CAEV pela via digestiva através da ingestdo do colostro foi
observada em 50% dos animais recém-nascidos alimentados com uma unica refeicao
contendo 2x0’ TCIDs, do virus. Ingestdes menores provaram ndo ter poder infeccioso,
sugerindo que 2 x 10’ TCIDs, estava préximo da dose oral minima infectante. A
soroconversao apds inoculacdo intravenosa foi mais eficiente (4 semanas apds infec¢do) em
doses menores (2 x 10° TCIDsp) e mais eficientemente (100%) quando comparada com
outras rotas de infec¢dao (EAST et al., 1993).

Isso indica que pelo menos dois animais foram infectados antes ou durante o
processo de parto. Quando os animais soronegativos foram postos em contato intimo com
os infectados, 10% se tornaram soropositivos em 20 semanas. Isso sugere que a transmissao
por contato também ocorre entre caprinos infectados e susceptiveis (CALDAS et al., 2000;

EAST et al., 1993).
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A importancia do ambiente intra-uterino para a transmissao da doencga ainda € alvo
de controvérsia. No entanto este ambiente pode prové condicdes favoraveis para infeccdo
(LAMARA et al., 2002). Trabalhos demonstraram que as células epiteliais do oviduto
caprino podem ser infectadas in vitro com o CAEV, porém nenhum experimento foi capaz
de concluir se essa mesma possibilidade se dd em células in vivo. O CAEV tem sido
identificado por meio de PCR em ovidutos e tecidos de 11 dentre 25 caprinos (FIENI et al.,
2002, 2003).

In vivo o CAEV tem como células alvo mondcitos e macréfagos (NARAYAN e
CLEMENTS, 1989), no entanto o DNA-proviral foi identificado em outros tecidos tais
como uterino, oviduto e no meio de lavagem uterina de animais naturalmente infectados
(ANDRIOLI, 2001; FIENT et al., 2002). O CAEV ¢ capaz de infectar células ovarianas in
vivo, porém esta infeccdo ndo € observada em todos os animais acometidos pela
enfermidade (FIENI et al, 2003; AHMAD et al, 2005).

Um estudo dos foliculos pré-antrais pela microscopia eletronica constatou
estruturas integras em foliculos normais de cabras soropositivas para o CAEV, e os
foliculos pré-antrais oriundos de fémeas infectadas naturalmente com o CAEV,
apresentaram ultra-estruturalmente alteragdes degenerativas somente nas células da
granulosa (RICARTE , 2005).

Travassos et al. (1998) e Andrioli et al. (1999) acharam o CAEV no sémen de
caprinos infectados naturalmente e experimentalmente. Os mesmos resultados foram
observados por Ahmad et al. (2008) e de acordo com Andrioli et al. (2001) a utilizagao de
reprodutores caprinos pode ter um papel relevante na contaminacdo e disseminagdo do
LVPR para rebanhos nativos e SRD explorados no Nordeste do Brasil.

PETERSON et al. (2008) observaram a presenca de DNA proviral na fracdo
composta de agregados e partes de espermatozdides de sémen de animais infectados
separado pelo gradiente de Percoll. Nesse mesmo trabalho foi encontrado DNA proviral em
debris citoplasmdticos, macrofagos e células origindrias de 6rgaos sexuais. Outros autores
destacam a possibilidade do virus estar presente no s€émen na forma livre e ndo nos
espermatozdides (NASH et al., 1995; TRAVASSOS et al., 1999).

Em pequenos ruminantes, varios patdégenos foram detectados no sémen, com

transmissdo potencial ou comprovada (HARE, 1985; THIBIER e GUERIN, 2000),
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incluindo os lentivirus que infectam caprinos e ovinos (CONCHA-BERMEJILLO et al.,
1995; ANDRIOLI et al., 1999; TRAVASSOS et al., 1999; PREZIUSO et al., 2003). Outros
lentivirus responsaveis por infec¢cdes em bovinos, felinos, primatas e humanos, foram
igualmente detectados no sémen (MERMIN et al., 1991; JORDAN et al., 1995; NASH et
al., 1995).

Este alarme crescente estd relacionado as implicacdes epizootioldgicas da presenca
de microrganismos no sémen, implicacdes estas que ndo sO estdo relacionadas a infecgdao
exclusiva da fémea receptora ou do coletivo da exploragdo pecudria, como também na
possivel introducao de doencas exdticas no pais importador (SILVA et al, 2005).

Em humanos, a transmissdao dos lentivirus pelo s€émen depende do estigio da
doenca, do estado imunolégico ou nutricional do paciente e da associagdo com outras
enfermidades (ALEXANDER, 1990). Em caprinos, pouco se conhece sobre fatores que
interferem na presenga dos LVPR no sémen, porém como os lentivirus infectam mondcitos
e macrofagos (NASH et al., 1995; QUAYLE et al., 1997), a presenca de inflamagdes ou
infecgdes no oOrgdo reprodutor poderia desencadear o maior fluxo destas células
inflamatdrias, resultando em aumento da carga viral no s€men.

Em reprodutores caprinos e ovinos a eliminacdo do DNA proviral apresenta carater
intermitente sugerida por alguns autores como uma elimina¢do sazonal ligada a0 aumento
da atividade sexual e estresse durante a estagdo reprodutiva (PETERSON et al., 2008;
ANDRIOLI et al., 2006).

O sémen pode infectar-se por patégenos procedentes dos testiculos, epididimo,
glandulas anexas, da uretra ou do prepucio, ou os patdgenos podem ganhar acesso ao
sistema reprodutor, pelo sangue e liquidos tissulares extravasados para este sistema, nas
bacteremias ou viremias, ou no caso de qualquer inflamagao ou infec¢ao nestes 6rgaos.
Além disso, o s€men pode contaminar-se no meio externo, por microorganismos presentes
no ambiente, na pele do reprodutor, nos materiais ndo adequadamente esterilizados
utilizados na sua coleta e manipulagdo, e no caso da congelacdo em nitrogénio liquido, a
partir de outras amostras contaminadas (HARE, 1985; THIBIER e GUERIN, 2000).

Além disso, fatores como lesdes, inflamacdes e infec¢des no 6rgdo reprodutor
podem desencadear maior fluxo de células sangiiineas para o s€émen, juntamente com 0s

patégenos, e ainda outros fatores como o estigio da doenga, o estado imunoldgico ou
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nutricional e a associagdo com outras enfermidades (CONCHA-BERMEIJILLO et al., 1995;
ANDRIOLI, 2001).

2.5 PATOGENIA

O CAEV causa doenca de cardter cronico com grande periodo de laténcia
(CLEMENTS e PAYNE, 1994). Apés atingir o organismo, ocorre uma viremia e o virus ird
infectar as células mononucleares do sangue periférico (CORK e NARAYAN, 1980).

A disseminacdo do virus aos multiplos 6rgdos envolvidos na doenga ocorre via
mondcitos infectados que ndo expressam o virus. Os mondcitos infectados chegam ao
cérebro, pulmdes, articulagdes e outros oOrgdos, onde maturam para macréfagos. A
diferenciacdo em macréfagos ativa a expressdo do gene viral e os virus sdo entdo
produzidos nestes 6rgaos (CLEMENTS e PAYNE, 1994). A infec¢do das células do
sistema imune, em especial macréfagos, é a base para a doenca multissistémica vista em
todas as infeccdes lentivirais. As principais alteracdes patolégicas causadas pelo CAEV
encontram-se no sistema nervoso central (SNC), articulacdes, pulmdes e glandula mamaria
(AL-ANI e VESTWEBER, 1984 ; HAASE, 1986).

O exame histolégico de tecidos pulmonares e mamarios de ovinos naturalmente
infectados com MVV apresentaram infiltracdo difusa de células linféides e macréfagos no
intersticio pulmonar, com acimulo peribronquiolar e perivascular local. A glandula
mamaria mostrou pronunciada hiperplasia linféide e infiltracdo de células mononucleares
(CARROZZA et al., 2003).

Um estudo histopatologico em pulmdes de ovinos sorologicamente positivos para
MVV apresentou lesdes sugestivas da infeccdo, como aderéncias entre os lobos
pulmonares, entre as pleuras parietais e viscerais e entre a pleura visceral, diafragma e
pericardio, extensas dreas de hepatizacdao dorsocaudais além de dreas de congestdo, edema e

atelectasia (ARAUJO et al, 2004).
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2.6 DIAGNOSTICO

A infeccdo por CAEV, geralmente persistente e assintomatica, pode causar afeccao
multissistémica, com manifesta¢des clinicas de pneumonia, artrite, mamite ou encefalite, de
evolucdo geralmente cronica, com agravamento progressivo das lesdes, perda de peso e
debilidade até a morte (CUTLIP et al. 1988). No entanto, a confirma¢do do diagndstico €
realizada por testes laboratoriais (PINHEIRO, 2001) que podem envolver vérios métodos,
entre eles: isolamento do virus por cultivo celular, Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR),
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), imunofluorescéncia indireta ¢ ELISA. Alguns
métodos como Western blot, eletroforese, imunohistoquimica, microscopia eletronica sao
mais utilizados em laboratério para casos suspeitos, para pesquisa entre outros casos

especiais (DANTAS, 2004).

. Imunodifusao em Gel de Agarose (IDGA)

A imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) € a forma de diagndstico mais utilizado
em todo mundo. E o teste recomendado pela OIE por ser de ficil aplicabilidade, ndo exigir
equipamentos nem instalacdes sofisticadas é de alta especificidade, o que acaba
credenciando-o para a realizacdo dos diagndsticos de triagem (VAREA et al.,, 2001;
MOOIJEN et al, 1995; ALKAN e TAN, 1998).

De acordo com Tortora et al. (2000), os testes de imunodifusdo consistem em
reacOes de precipitacdo, realizados em gel de d4gar em uma placa de Petri ou em uma lamina
de microscépio. Nestes desenvolve-se uma linha de precipitagdo visivel entre os orificios
no ponto em que € alcangada a relacdo 6tima entre antigeno e anticorpo.

Muitos fatores dirigem o diagndstico soroldgico de animais infectados com LVPR,
incluindo uma varia¢io no tempo relativo ao inicio da infec¢do, especificidade da proteina
viral de anticorpos do soro e sua quantidade, efeitos da cepa viral e diferencas baseadas nos

hospedeiros com relagdo a resposta imunoldgica para infeccao (DeMARTINI et al., 1999).

. Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

34



As ultimas décadas de aperfeicoamento de técnicas de biologia molecular
permitiram surgir formas de diagndstico baseadas no estudo do sequenciamento e
expressdo de genes especificos. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (polymerase chain
reaction - PCR) é uma modalidade de diagndstico na qual se obtém o enriquecimento de
um fragmento especifico de DNA por meio de sua duplicacdo em modo exponencial

(SILVA-PEREIRA, 2003).

Esta técnica se mostra bastante sensivel pois uma unica molécula de DNA pode ser
amplificada e ser detectada posteriormente na realizagdo de eletroforese em gel de agarose.
Para esta reacao utiliza-se da enzima DNA polimerase termoestdvel, sendo realizada em um
termociclador, que permite a repeticao de ciclos de diferentes temperaturas, nas quais as
trés fases da PCR (desnaturagdo, anelamento e extensdo/polimerizacdo) ocorrem em cadeia

(SILVA-PEREIRA, 2003).

As trés etapas bésicas da PCR sdo: a desnaturacdo térmica da fita dupla do DNA
molde sob altas temperaturas (cerca de 95°C); o anelamento de oligonucleotideos sintéticos
(primers) (temperatura reduzida para cerca de 55°C), que sdo complementares a regido que
flanqueiam o fragmento a ser amplificado (regido 5’), funcionando como iniciadores de
reacdo de polimerizacdo a cada uma das fitas de DNA molde; e a polimeriza¢dao das novas
fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores (temperatura elevada para 72°C), que
utiliza cada um dos quatros dNTP (A, T, C e G) e ions de Mg2+. A repeticdo das trés fases
da PCR permite o acimulo exponencial dos fragmentos de DNA de interesse em
aproximadamente 2", onde n € igual ao nimero de ciclos realizados, que geralmente varia

de 30 a 35 (SILVA-PEREIRA, 2003)

A reacdo em cadeia de polimerase tem sido utilizada em alguns laboratérios de
forma mais restrita, pois é ainda um teste caro, porém possui alta sensibilidade e
especificidade, sendo indicado para animais de alto valor zootécnico e para aqueles que o
resultado de outros testes nao tenham sido conclusivos (RIET-CORREA, 2001). Varios
trabalhos tém demonstrado com sucesso o uso da técnica de PCR na detec¢cdo do DNA
proviral dos LVPR. A PCR permite a identificacdo por amplificacdo direta de parte do
acido nucléico viral especifica de fluidos e tecidos de um animal infectado (ANDRIOLI,

2001).
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A técnica de PCR foi utilizada para detectar o DNA proviral do virus da artrite
encefalite caprina em amostras bioldgicas de diversos tecidos. Esta técnica pode ser
utilizada para detectar o virus no leite, em pulmdes, linfonodos mesentéricos, medula éssea,
membrana sinovial, glandula mamaria de animais soro-positivos clinicamente afetados mas

ndo naqueles sauddveis e soronegativos (BARLOUGH et al., 1994).

Alguns sistemas, com iniciadores derivados das seqiiéncias dos genes gag ou pol,
foram desenvolvidos para detec¢cdo de DNA proviral ou RNA viral em leucdécitos, células
do leite, lavados bronquio-alveolares, liquidos sinoviais e células obtidas por tripsinizacdao
de monocamadas ou explantes (RIMSTAD et al., 1993; BARLOUGH et al., 1994;
LEROUX et al., 1997; CASTRO et al., 1998).

Como alternativa para aumentar a quantidade do produto amplificado e permitir sua
visualizacdo pela coloragdo com brometo de etidio, tem-se usado a nested PCR
(BARLOUGH et al., 1994; LEROUX et al.,, 1995), pois geralmente os produtos
amplificados sé sao detectados apds hibridizacdo com sonda especifica (RIMSTAD et al.,

1993; BARLOUGH et al., 1994;LEROUX et al., 1997).

Também foi realizada a comparacdo entre a PCR e o ELISA. Resultados
indeterminados para o teste de ELISA podem ser testados pela técnica de PCR, uma vez
que resultados negativos para ELISA podem gerar resultados positivos para PCR

provavelmente devido a demora na soroconversao (HOLLY et al., 1998).

A deteccdo de infecgdo por LVPR através de PCR € indicativa de uma infeccdo
persistente e € dependente da quantidade amplificada da seqiiéncia alvo e da especificidade
do primer. Entretanto, esta técnica poderd ser utilizada em programas de erradicacgao,
quando identificar os animais ndo diagnosticados por sorologia. Devido ao alto custo e aos
resultados discordantes entre testes sorologicos e PCR, sugere-se que a PCR seja
empregada para esclarecer resultados sorolégicos indeterminados ou negativos
(KNOWLES, 1997; RUTKOSKI et al., 2001).

Virios trabalhos tém demonstrado com sucesso o uso da técnica de PCR na
deteccdo do DNA proviral dos LVPR, permitindo a identificacdio do virus pela
amplificacdo direta de parte do dcido nucléico viral especifica de fluidos e tecidos de um

animal infectado (RIMSTAD et al., 1993).
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Devido a restricao da expressdo génica, ou durante a fase precoce da infeccao,
varios animais infectados por LVPR sdo soronegativos por periodos bastante variados.
Nesses casos a PCR tem se apresentado como potencial alternativa na identificacdo de

animais com sorologia negativa ou dibia (RIMSTAD et al., 1993).

° Isolamento Viral

Outra técnica de diagndstico para CAE consiste no isolamento e identificacdo do
virus por meio do cultivo de tecido, incluindo a explantacdo de tecidos articulares,
pulmonares, do sistema nervoso e de glandula maméria; e o co-cultivo em células de
membrana sinovial de cultivo primério caprino com células sangiiineas, colostro, leite,
lavado bronquio-alveolar e liquido cerebrospinal (CORK e NARAYAN, 1980;
CALLADO, 2001), sendo as culturas primdrias de células de membrana sinovial as mais
usadas para o isolamento e caracterizacdo bioldégica do CAEV (CRAWFORD et al., 1980;
SIGURDSSON et al., 1960).

Apesar do diagndstico determinante do virus da infec¢do ativa pelo LVPR ser
alcangado quando do isolamento deste agente em cultivo celular, esta técnica € demorada,
dispendiosa e requer a implantacio e manutencdo de cultivos celulares especiais
(KNOWLES, 1997).

Geralmente os LVPR podem ser isolados de animais vivos pelo co-cultivo de
células como leucdcitos do sangue periférico, células somadticas de leite, com células de
plexo cordide ovinas para MVV ou células de membrana sinovial caprina para o CAEV

(PINHEIRO, 2001).

. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Sdo poucos os trabalhos empregando IFI no diagnéstico dos LVPR. No Brasil,
Reischak (2000) desenvolveu uma IFI utilizando trés virus brasileiros de caprinos e um de
ovino e comparou com o teste do IDGA usando antigeno do MVV. Neste trabalho

verificou-se que em amostras de soro caprino e ovino a IFI detectou mais animais
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soropositivos que o IDGA, sendo que foram observados resultados diferentes de acordo
com as cepas virais e os tipos celulares empregados.

Em condi¢des experimentais a IFI tem apresentando um potencial como teste
alternativo e complementar para o diagnéstico dos LVPR. Esse ensaio consiste em tornar
visivel a reacdo antigeno-anticorpo por meio de uma anti-imunoglobulina marcada com
fluorocromos. Estes sdo substancias que t€ém a capacidade de absorver energia luminosa,
tornando-se excitadas por um curto espaco de tempo (107 a 10”7 segundos), para em
seguida emiti-la em forma de fluorescéncia ao retornarem ao seu estado normal. Os
fluorocromos mais comumente empregados sdo derivados da rodamina, que emitem
fluorescéncia vermelha, e o isotiocionato de fluoresceina que emite fluorescéncia verde

(MADRUGA et al., 2001).

A IFI € recomendada pela OIE, e tem sido utilizada no diagndstico de infec¢do em
ovinos e caprinos, utilizando-se como antigeno isolados brasileiros de lentivirus.
Entretanto, na IFI a exposi¢do a fonte de luz ultravioleta é desgastante, tornando o técnico
mais susceptivel a erros e, consequentemente na precisdo do teste, assim a IDGA
permanece como teste de escolha para o diagndstico da CAE, devido a maior facilidade de

execugao e leitura e, por requerer infra-estrutura laboratorial minima (REISCHAK, 2000).

° ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A baixa sensibilidade da IDGA vem despertando o interesse pelo desenvolvimento
dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA), onde as reagcdes antigeno-anticorpo sao detectadas
por meio da conjugacdo de um destes componentes com uma enzima, que posteriormente
age sobre o substrato, produzindo uma coloragdo, que pode ser detectada visualmente ou
mensurada por espectrofotometria. Estas técnicas imunoenzimdticas normalmente, utilizam
uma superficie sélida para imobiliza¢dao do antigeno ou anticorpo, permitindo que se realize

a remocao por lavagem dos componentes que nao reagiram (MADRUGA et al., 2001).

-

E um ensaio amplamente utilizado para a deteccdo e/ou quantificacdo de
anticorpos em amostras de soro, com destaque em estudos soroepidemioldgicos. A

especificidade dessa prova € garantida principalmente pela qualidade do antigeno adsorvido
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a placa (MADRUGA et al., 2001). Permite a detec¢do de estirpes de um mesmo virus que
embora sejam sorologicamente relacionadas apresentam maior variagdo entre si. Neste
utilizam-se duas IgGs, uma para reconhecer o antigeno e outra (anti-IgG) produzida em
diferentes espécies de animal que reconhece a primeira IgG, com a qual se ligard
(ALMEIDA e LIMA, 2001).

Motha e Ralston (1994) desenvolveram um ELISA para pesquisa de anticorpos no
leite ou colostro, demonstrando poucas vantagens praticas em relagdo aos testes com soro,
uma vez que se aplica apenas em animais em lactacdo. Varios métodos de ELISA indiretos
usando virus inteiro ou proteinas MVV recombinantes t€m sido descritos (REYBURN et
al., 1992; CAREY et al., 1993).

Virios ELISAs vém sendo desenvolvidos para o diagnéstico dos LVPR, os quais
utilizam antigenos do CAEV (CASTRO et al., 2001; DANTAS et al., 2008), ou proteina
interna e/ou transmembrandaria recombinante do CAEV (RIMSTAD et al., 1994). O uso de
proteinas recombinantes tem causado problemas de resultados falso positivos, o que tem
resultado na substitui¢do desse tipo de antigeno pelos do virus completo (ZANONI et al.,

1994).

. Outras formas de diagnéstico

O diagnostico laboratorial de LVPR pode ser determinado pela detec¢do qualitativa
de anticorpos contra as principais proteinas virais, como as técnicas de Western blot e
imunoprecipitacio (KNOWLES, 1997; ARAGAO et al., 2008). Estes métodos juntamente
com a eletroforese, imunohistoquimica, microscopia eletronica e hibridizacdo in situ (ZINK
et al., 1994; BROWN, 1998) sdo utilizados geralmente em pesquisas € em alguns casos
para identificacido de animais suspeitos (KNOWLES, 1997) ou para auxiliar o diagndstico

de infec¢des por LVPR (PINHEIRO, 2001).
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2.7 CONTROLE

Nao existe tratamento nem vacina contra os LVPR com isso o controle das
lentiviroses € muito dificil, devendo-se evitar a entrada de animais infectados no plantel e
fazer exames periddicos do rebanho, para que os animais doentes possam ser identificados
e separados dos sadios ou mesmo eliminados do rebanho (CASTRO, 1998).

Na Sui¢a realizou-se a elabora¢cdo de um programa nacional de saneamento da CAE
devido ao forte impacto causado pela forma mastitica da doenca (FRANKE, 1998). No
Brasil, as medidas de controle empregadas sao de carater individualizado e descontinuo nas
diversas regides e estados. Em varios paises, os programas de controle da CAE, geralmente
sdo realizados por adesdo voluntdria, através do bloqueio das vias de transmissdo do virus a
partir de rebanhos infectados (OIE, 1996).

Um programa de controle da CAE deverd levar em consideracdo as rotas de
transmissdo da doenga, como a transmissdo materno-fetal, a transmissdao horizontal e a
intramamadria (EAST et al., 1993). Outra importante medida € a restricdo do transito dos
animais que pode representar um risco de disseminacdo da doenca. Evidéncia disso € o
aparecimento desta enfermidade em paises imediatamente apds importacao de animais
vivos. Ha vdrios exemplos na literatura para infeccdo pelo MVV; contudo € visto que o
CAEYV € o mais disseminado pelo movimento de caprinos leiteiros (DAWSON, 1989).

Contudo as medidas de controle mais empregadas sdo baseadas no diagndstico
sorolégico periddico dos animais, com separac¢do ou eliminac¢do dos positivos, associado ao
uso de certas praticas de manejo para prevencdo da disseminacdo do CAEV, como controle
da entrada e transito de animais para propriedades controladas, feiras e exposicoes,
separacdo das crias imediatamente apds o nascimento, evitando-se o contato com secreg¢oes
e isolamento dos adultos, administracdo de colostro artificial e/ou termizado de maes nao
infectadas ou de fémeas bovinas, aleitamento artificial com leite termizado de maes nao
infectadas, sucedaneos ou outros substitutos do leite, entre outras medidas, contribuem para
reduc¢do da incidéncia do CAEV (OIE, 1996).

As préticas de manejo adotadas nos programas de controle podem dificultar futuras
intervencdes da doenca, pois a separacdo e eliminagdo dos animais soropositivos podem

contribuir para a selecdo de animais que respondem a infeccdo com baixos titulos ou que
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soroconvertem tardiamente, e ainda de amostras virais pouco indutoras de resposta humoral
(CALLADO et al., 2001).

Franke (1998) sugeriu a formacdo de um rebanho de animais negativos separados
dos positivos quando a prevaléncia for maior que 30% de forma a buscar o saneamento da
propriedade através de um rigoroso manejo sanitidrio de ambos os grupos e da gradativa
eliminagdo do grupo dos animais infectados

Nos plantéis suspeitos ou sabidamente positivos, devem-se separar os cabritos
imediatamente apds o nascimento, evitando a0 maximo seu contato com as secre¢des da
mae; administrar colostro de cabras soronegativas por IDGA, tratado a 56°C por 60 min, ou
mesmo de vaca; alimentar os cabritos com leite de vaca ou leite de cabras pasteurizado;
testar os cabritos a cada seis meses e eliminar os positivos (CASTRO, 1998).

Uma preocupacao crescente estd relacionada ao emprego da inseminagao artificial,
que tornou possivel o intercAmbio de material genético, mas aumentou as possibilidades da
contamina¢do do s€émen por agentes patogénicos e a sua disseminacdo (ANDRIOLI et al.,
2006).

Os microrganismos patogénicos veiculados por meio da inseminagdo artificial ou
de outras biotécnicas, ndo precisam atravessar as barreiras imunoldgicas da mucosa vaginal
ou cervical das fémeas receptoras, mas sdo introduzidos diretamente no ttero das mesmas
(CONCHA-BERMEIJILLO et al., 1997).

Medidas de controle sanitdrio para impedir a disseminagdo de agentes patégenos
via sémen, vem sendo desenvolvidas por meio da submissdo deste a tratamentos de
lavagem, para diminuir o risco de contaminacdo das fémeas que o recebessem
(ANDRIOLI et al., 2006).

Na tentativa de criar novos métodos de controle e evitar perdas de animais de alto
valor genético soropositivos para o CAEV, cogita-se o uso de métodos fisicos para separar
os espermatozoéides do fluido seminal, visando a eliminacdo dos patégenos. Entretanto,
existe pouco conhecimento sobre o risco da transmissdo de agentes patogénicos pelo
sémen, podendo este ser uma fonte de entrada de agentes infecciosos, fazendo-se necessario
um levantamento dos riscos de transmissao de patdgenos e a definicao de estratégias para
atuacdo conjunta e homogénea de criadores e técnicos envolvidos (ANDRIOLI et al.,

2003).
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Os métodos de desinfec¢ao para controle de microrganismos em sémen e embrides
humanos e de animais de producdo ja foram revisados. Em sua maioria esses
procedimentos incluem metodologias aceitas internacionalmente e envolvem a utilizacao de
enzimas, antibidticos, anticorpos, ozdnio, fotoinativacdo, acidificacdo e até uso de
compostos antivirais (BIELANSKI et al., 1992).

No entanto nenhuma dessas técnicas disponiveis podem ser recomendadas
universalmente para desinfec¢do do sémen com vistas a tornar este fluido livre de
microrganismos potencialmente patogénicos. Em humanos, lavagens por gradientes de
centrifugacdo parecem ser efetivos em diminuir a carga microbiolégica no sémen
(BIELANSKI et al., 1992).

O método de lavagem de sémen foi pesquisado por Andrioli et al. (2006), sendo
observado 53,6% de resultados positivos para CAEV no sémen ndo lavado e apenas 17,9%
de amostras positivas para aqueles submetidos ao procedimento de lavagem. Os resultados
deste trabalho demonstram o risco da infec¢do por monta natural e conduz a observagdo de
que a utilizacdo de uma técnica de lavagem diminui a carga viral, porém nao elimina o

CAEV no sémen.

2.8 DESINFECCAO DO SEMEN

Dependendo do grau de diluicio do sémen, esse procedimeto diminui a
concentracdo de contaminantes; em um determinado nivel ele pode minimizar o risco de
transmissdo de doencas. Os procedimentos de lavagem descritos abaixo s@o primariamente
aplicados a preparacdo do s€men para a FIV (NICHOLSON et al., 2000; HANABUSA et
al., 2000).

Através dos anos, vdrias técnicas de lavagem tém sido desenvolvidas para s€émen
humanos e animais, sendo a mais importante forma de controle da disseminacdo de
microrganismos. O principal proposito da técnica € separar a fragdo espermatica com alta
motilidade do plasma seminal para entdo permitir a fertilizagdo. Procedimentos como a
centrifugacdo, swim-up, gradientes Percoll continuos e descontinuos, gradientes com

albumina, sendo utilizados para obter o preparado purificado de espermatozéides para FIV
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e outras Técnicas de Reproducdo Assistida (TRA) (NICHOLSON et al., 2000;
HANABUSA et al., 2000).

A técnica de swim up envolve a sobreposi¢ao de um pequeno volume de amostra de
sémen com um volume maior de um meio de cultura apropriado e em seguida incubado
durante 1 hora. Subsequentemente, espermatozdides mdveis, que migram ativamente no
meio ‘“‘sobreposto” (overlying), sao aspirados e entdo lavados por -centrifugacdo
(NICHOLSON et al., 2000; HANABUSA et al., 2000).

A centrifugacdo em gradiente de Percoll envolve a tranferéncia de uma aliquota de
sémen para duas colunas de gradiente Percoll, seguido de breve centrifugacao (10 minutos).
Espermatozoéides sdo coletados dos fundos do tubo antes da lavagem por centrifugagao.
Contudo, procedimentos de centrifugacdo e lavagem, as concentragdes de solucdes
separadas e os métodos de coleta de espermatozdides méveis variam entre pesquisadores.
Além disso, sabe-se que a taxa de eliminacdo dos microrganismos variam. Contudo,
quando usado com antibidticos, essa técnica reduz significativamente ou remove a carga
bacteriana e viral em humanos (NICHOLSON et al., 2000; HANABUSA et al., 2000).

Para aprimorar a técnica e controlar a contaminacdo microbiana durante o
processamento do s€émen, o uso de um gradiente de tubo duplo e modificacdes foi descrito e
envolve a insercio de um dispositivo dentro de um tubo padrio para prevenir a
contamina¢do do espermatozdide durante a aspiracao através do Percoll (LOSKUTOFF et
al., 2005; POLITCH et al., 2004).

A técnica de swim-up baseada em meio contendo 4cido hialurdnico foi ainda mais
efetivo em remover bactérias (KARLSTROM et al., 1991). Em 1992 foi descrito um caso
bem sucedido de lavagem de sémen que resultou no nascimento de uma crianca sauddvel
fruto de um pai HIV positivo e uma mae soronegativa (SEMPRINI et al., 1992).

Na pratica clinica € estabelecido que, em humanos, a combinacdo dos métodos de
lavagem e gradiente de densidade sdo procedimentos efetivamente sanitarios para
eliminacdo de patdgenos e manutencdo de uma gestacdo vidvel (KATO et al., 2006;
GARRIDO et al., 2004).

Estudos com suinos mostraram que procedimentos de lavagem usando trés colunas
de gradientes de densidade com Percoll, com ou sem tripsina, foram eficientes em eliminar

a carga viral (MORFELD et al., 2005).
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Ja estudo com bovinos mostraram resultados insatisfatérios em remover o BVDV e
BIV, enquanto os experimentos com equinos infectados com o virus da artrite equina
(equine arteritis virus-EAV) mostraram resultados favoraveis. Porém, como o virus foi
adicionado ao s€émen permanece a divida, se o virus seria eliminado naturalmente através
do sémen de garanhdes naturalmente infectados (MORRELL et al., 2006; AFSHAR e
EAGLESOME, 1990).

A acidificac@o é um método particularmente efetivo em eliminar determinados virus
do sémen. E estabelecido que, com excecdo do adenovirus e enterovirus a maioria dos virus
sao inativados a um pH entre 5 e 6 (FENNER et al., 1987). O virus da lingua azul dos
bovinos (Bluetongue virus - BTV) e o virus da rubéola sdo inativados em 1 minuto em pH
abaixo de 6.0; O virus da encefalomielite do leste e oeste e Semliki Forest viruses seguem o
exemplo do BTV em sua sensibilidade a pH baixo assim como outros arbovirus
(ANDREWES, 1964). A utilizacdo da acidificagao transitéria do s€émen foi empregada para
destruir os virus pH-ldbeis. De acordo com os resultados dos experimentos esta técnica
pode ajudar na insemina¢do de embrides fecundados com sémen tratados com &4cidos
(BIELANSKI et al., 1991).

A utiliza¢ao do o0zdnio também foi testada em um trabalho para desinfectar s€men
de touros, causando uma considerdvel redu¢do no niimero de microrganismos vivos com 0
minimo de efeito sobre a motilidade de espermatozéides (GRADIL et al., 1995). E preciso
saber também que na pratica os resultados obtidos para um microrganismo ndo pode ser

extrapolado para outro sem uma pesquisa que comprove (BRINKHOF, 2007).

3 JUSTIFICATIVA

Muitos reprodutores de alto valor zootécnico podem eventualmente reagir como
soropositivos no teste de IDGA para a artrite encefalite caprina, cujo destino final é a
eliminacdo do animal do rebanho. Com a finalidade de minimizar os prejuizos decorrentes
dessa condicdo de controle exigida do reprodutor com status positivo, o uso de biotécnicas
reprodutivas surge como uma alternativa para o resgate e utilizacdo do material genético
desses animais, entretanto, a transmissao de patégenos pelo s€émen € bastante relevante,

uma vez que na inseminacdo artificial (IA) varias fémeas sdo inseminadas com um tunico
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ejaculado, podendo causar grande prejuizo econdmico, principalmente quanto a
possibilidade de introducdo de novas cepas de microrganismos mais virulentas em um
rebanho inteiro (ANDRIOLI et al., 2003).

Por isso é necessario um controle de qualidade na producdo de sémen que
abrangesse ndao sé caracteristicas relacionadas com a viabilidade fisico-quimica, mas
também o controle sistemdtico de agentes infecciosos, sobretudo de virus como o da artrite
encefalite caprina.

Uma medida sanitdria ideal para impedir a disseminagdo via sémen, seria submeter
o sémen a um protocolo experimental onde o mesmo ndo oferecesse perigos de
contaminacdo as fémeas que o recebessem.

O uso de tripsina em meios de lavagem dos embrides tem demonstrado ser eficiente
na remoc¢do de virus envelopados que nao sdo removidos pela lavagem sem a enzima
(STRINGFELLOW, 1998), como no caso de ANDRIOLI (2001) que ndo detectou o virus
da artrite encefalite caprina (CAEV) pelas técnicas de isolamento viral e pela Reagcdo em
Cadeia da Polimerase Nested (PCRn), em amostras de embrido lavado, embrido nio lavado
e na solucgao do tultimo lavado dos embrides.

Baseado nas regras adotadas pelo IETS (STRINGFELLOW, 1998) para controle de
embrides de fémeas positivas, que obteve excelentes resultados na eliminacdo do virus
neste tipo de procedimento, serd proposta uma medida similar para aplicacdo em sémen de
reprodutores soropositivos para CAE, testando dois diferentes protocolos de lavagem, com

finalidade de obter ejaculados livres do CAEV e vidveis para inseminacao artificial.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA
A tripsina na solu¢do de lavagem de sémen infectado com CAEV diminui a

deteccio do DNA proviral deste virus quando utilizada a Nested-PCR como técnica

diagnoéstica.
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Testar a tripsina na solugdo de lavagem de sémen infectado com CAEV.
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5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a viabilidade do sémen de animais soropositivos para o IDGA.
Utilizar a técnica de Nested-PCR para detectar o DNA-proviral do CAEV em
sémen de animais soropositivos para o IDGA apés lavagem com solucdo de Krebs-Ringer-

Fosfato e solu¢do com tripsina a 0,025%.
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Deteccao do virus da artrite encefalite caprina em s€émen de

animais tratado com solucao de tripsina.

Detection of viral genomes of caprine arthritis-encephalitis

virus (CAEV) in semen of goats washed whith trypsin solution.

Richard Elaino de Oliveira Ferraz; Maria Fatima da Silva Teixeira; Alice Andrioli; Raymundo
Rizaldo Pinheiro; Valeska Shelda Pessoa de Melo; Kelma Costa de Souza; Ana Patricia Souza de

Lima; Diana Magalhides de Oliveira.

Revista Brasileira de Reprodu¢ao Animal (2008)

RESUMO - O controle da disseminagdo da Artrite Encefalite Caprina (CAE) pelo sémen
precisa ser melhor esclarecido. Procedimentos de lavagem do sémen tém sido testados
visando minimizar o risco desta forma de transmissao. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia dos procedimentos de lavagem com tripsina na deteccio do CAEV usando
Nested-PCR como técnica de diagndstico. Onze coletas de sémen de sete reprodutores
soropositivos foram realizadas. As coletas foram fracionadas em trés aliquotas: na primeira
(T1) o ejaculado foi lavado com solucdo Krebs-Ringer-Fosfato; a segunda (T2) foi lavada
com solugdo de tripsina a 0,025%; e o grupo controle no qual as amostras de s€men nao
foram submetidas aos procedimentos de lavagem. Os resultados mostraram que o DNA
proviral foi detectado em 3 (27%) das 11 amostras que ndo foram submetidas a nenhum
procedimento de lavagem. No grupo T1 foram detectadas 5 (45,45%) amostras positivas e
no grupo T2 apenas 2 (18%) resultados foram positivas. A andlise estatistica mostrou que
houve influéncia dos diferentes tratamentos do s€émen na detec¢do do DN A-proviral através
da PCR.

Palavras chave: transmissao, s€émen, tripsina, CAEV.

ABSTRACT - The control of the caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) through the
semen needs to be more investigated. Washing procedures of the semen have been tested to

minimized risk of this transmition way. The aim of this study was to evaluate the influence
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of the washing procedures with trypsin in the detection of CAEV proviral-DNA using
Nested-PCR how diagnostic technique. Eleven semen collections of seven soropositive
reproducers were accomplished. The collections were fractioned in three aliquots: in the
first one (T1) the ejaculate was washed with Krebs-Ringer-Fosfato solution; the second
(T2) one was washed with 0,025% trypsin solution; and the control group (C) which the
semen samples were not submitted to washing procedures. The results showed that the
proviral-DNA was detected in 3 (27%) of the 11 samples which was not submitted to
washing procedure (control group). In the group T1 was detected 5 (45,45%) positive
samples and in the group T2 only 2 (18%) results was positive. The statistic analyze
showed that was influence of the different treatments of semen in the detection of proviral-
DNA through PCR technique

Keywords: transmition, semen, trypsin, CAEV.

Introducao

O Virus da Artrite Encefalite Caprina, classificado como Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPRs) (LEROUX et al., 1997), foi isolado de caprinos em 1980, embora a
artrite-encefalite caprina (CAE) tenha sido descrita pela primeira vez na década de setenta
nos EUA (CORK et al, 1974). Este virus infecta caprinos em vdérias fases do
desenvolvimento, ndo havendo predilecdo por faixa etdria, sexo, raca ou producdo
(KLEVJER-ANDERSON et al., 1990; LARA et al., 2005). O aparecimento de doenca
clinica pode ocorrer meses ou anos apds a infeccdo, sendo que as formas de apresentagcdao
mais freqiientes incluem: artrite, encefalite, mamite e pneumonia (FRANKE, 1998).

Embora a principal forma de transmissdo da CAE seja a ingestdo de leite ou
colostro de fémeas infectadas com o virus (CALLADO et al, 2001), alguns autores
apontam para a possibilidade da transmissao sexual através do sémen (ALI AL AHMAD et
al., 2008). Este alarme crescente estd relacionado as implicagdes epizootioldgicas da
presenca de microrganismos no sémen, implicacdes estas que ndo s6 estdo relacionadas a
infeccdo exclusiva da fémea receptora ou do coletivo da exploragdo pecudria, como
também na possivel introducdo de doencas exdticas no pais importador (SILVA et al,

2005).
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Em pequenos ruminantes, varios patdogenos foram detectados no sémen, com
transmissdo potencial ou comprovada (HARE, 1985; THIBIER e GUERIN, 2000),
incluindo os lentivirus que infectam caprinos e ovinos (CONCHA-BERMEJILLO et al.,
1995; ANDRIOLI et al., 1999; TRAVASSOS et al., 1999; PREZIUSO et al., 2003). Outros
lentivirus responsdveis por infec¢des em bovinos, felinos, primatas e humanos, foram
igualmente detectados no sémen (MERMIN et al., 1991; JORDAN et al., 1995; NASH et
al., 1995).

Outros autores destacam a possibilidade do virus estar presente no s€émen na forma
livre e ndo nos espermatozdides (NASH et al., 1995; TRAVASSOS et al., 1999). Travassos
et al. (1998) e Andrioli et al. (1999) verificaram o CAEV no s€émen de caprinos infectados
naturalmente e experimentalmente. Os mesmos resultados foram observados por Ali Al
Ahmad et al. (2008) e de acordo com Andrioli et al. (2001) a utilizacdo de reprodutores
caprinos pode ter um papel relevante na contaminag¢do e disseminagdo do LVPR para
rebanhos nativos e SRD explorados no Nordeste do Brasil.

Em reprodutores caprinos e ovinos a eliminacdo do DNA proviral apresenta caréter
intermitente (ANDRIOLI et al., 2006). O sémen também pode infectar-se por patdgenos
procedentes dos testiculos, epididimo, glandulas anexas, da uretra ou do prepicio, ou os
patégenos podem ganhar acesso ao sistema reprodutor, pelo sangue e liquidos tissulares
extravasados para este sistema, nas bacteremias ou viremias, ou no caso de qualquer
inflamacao ou infeccao nestes 6rgaos (HARE, 1985; THIBIER e GUERIN, 2000).

Na tentativa de criar novos métodos de controle e evitar perdas de animais de alto
valor genético soropositivos para o CAEV, cogita-se o uso de métodos fisicos para separar
os espermatozodides do fluido seminal, visando a eliminacdo dos patégenos. Entretanto,
existe pouco conhecimento sobre o risco da transmissao de agentes patogénicos pelo s€men
fazendo-se necessario um levantamento dos riscos de transmissao de patdgenos
(ANDRIOLI et al., 2003).

Os métodos de desinfeccao para controle de microrganismos em sémen e embrides
humanos e de animais de producdo ja foram revisados (BIELANSKI et al., 1992). O
método de lavagem de sémen foi pesquisado por Andrioli et al. (2006). O principal
proposito da técnica € separar a fracdo espermatica com alta motilidade do plasma seminal

para entdo permitir a fertilizacdo. Procedimentos como a centrifugacdo, “swim-up”,
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gradientes Percoll continuos e descontinuos, gradientes com albumina, etc., sdo utilizados
para obter o preparado purificado de espermatozdides tanto para Fertilizacdo in Vitro (FIV)
como para outras Técnicas de Reproducdo Assistida (TRA) (JORDAN et al.,, 1995;
GARRIDO et al., 2004; FENNER et al., 1987; BIELANSKI et al., 1991).

O uso de biotécnicas reprodutivas surge como uma alternativa para o resgate e
utilizacdo do material genético desses animais (ANDRIOLI et al., 2003). Entretanto, como
a transmissdo de patdgenos pelo sémen € relevante, faz-se necessdrio um controle da
qualidade sanitdria na produgdo de s€émen. Uma medida razodvel seria submeter o s€men a
um protocolo experimental onde o mesmo oferecesse perigos minimos de contaminacao as
fémeas que o recebessem.

O uso de tripsina em meios de lavagem dos embrides tem demonstrado ser eficiente
na remoc¢do de virus envelopados que nao sdo removidos pela lavagem sem a enzima
(STRINGFELLOW, 1998; ANDRIOLI, 2001). Baseado nas regras adotadas pelo IETS
(STRINGFELLOW, 1998), serd proposta uma medida similar para aplicacdo em sémen de
reprodutores soropositivos para CAE, testando dois diferentes protocolos de lavagem, com

finalidade de obter espermatozdides livres do CAEV.

Material e Métodos

Animais

Foram utilizados 7 machos caprinos das ragas Canindé, Moxotd, Anglo-
Nubiana e Sdanen todos criados sob sistema semi-intensivo, mantidos na Empresa
Brasileira de Pesquisas Agropecudrias do Centro Nacional de Pesquisas com Caprinos
Embrapa-CNPC. Esses animais fazem parte de um grupo de soropositivos para IDGA e
portadores dos sintomas de emaciacdo e artrite cronica. Foi realizada a Nested-PCR para

detectar o genoma do CAEV no sémen desses animais.
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Coletas de s€émen

Onze coletas foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de Sémen — LTS
utilizando-se da técnica de vagina artificial e uma fémea caprina como manequim. As
amostras foram levadas ao laboratério para andlise dos principais parametros, a saber:
volume e quantidade total de espermatozdides por ejaculado, concentragdo de
espermatozdéides por mililitro de s€émen, vigor e motilidade dos espermatozéides de acordo
com as metodologias propostas por Coelho et al. (2006) e Colégio Brasileiro de

Reproducdo Animal - CBRA (1998).

Lavagens

As lavagens foram realizadas em dois tratamentos, a saber: um com solucido de
Krebs-Ringer-Fosfato (T1) e o outro (T2) preparado com 9 ml de solucdo Krebs-Ringer-
Fosfato adicionada de 1ml de solugdo de tripsina 0,25% (GIBCO - EDTA). Foi utilizado
como grupo controle (C) uma aliquota de s€émen a qual nao foi submetida a nenhum dos

tratamentos de lavagem.

Para cada tratamento foi utilizada uma aliquota de 0,3 mL de sémen, adicionando-se
2,7 mL das solugdes Krebs-Ringer-Fosfato (T1) e Krebs-Ringer-Fosfato adicionado a
tripsina (T2). Em seguida a suspensao foi centrifugada a 4000g por 10 min duas vezes, apos
este procedimento os sobrenadantes eram descartados.

Esses pelets foram visualizados em microscopia Otica para avaliagdo do vigor e
motilidade e em seguida encaminhados para o laboratério de Biologia Molecular para

extracdo do DNA.

Filtracao do sémen

Ap6s as lavagens, cada amostra foi submetida a passagem nas colunas de Sephacryl

e retirada das impurezas. Primeiramente realizou-se lavagem das colunas com 200 ul de
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solucdo tampao acetato de sédio 3M, pH 6,0 e centrifugou-se a 1600g por 4 minutos, sendo
este procedimento realizado duas vezes.

Em seguida transferiu-se 100 pl do sémen nas seringas a ser analisado e
centrifugou-se a 1600 g por 4 minutos. As amostras foram armazenadas a 4° C para uso

subseqiiente.

Extracao do DNA

Para extracdo do DNA utilizou-se 200ul de solucao Chelex 100 a 5% a qual foi
depositada em cada eppendorf, nos quais foram colocadas as amostras. Em seguida
adicionou-se 7 pul de dithiothreitol DTT (1M) em cada eppendorff. Neste frasco, adicionou-
se 2ul de proteinase K (10pg/pl) misturando gentilmente e finalmente as amostras de
sémen na quantidade de 3ul (SANTURDE et al., 1996; WALSH et al., 1991).

A seguir procedeu-se a incubagdo a 56° C (banho-maria) por 60 minutos, seguido de
agitacdo mecanica por 5-10 segundos e centrifugacio por 10 segundos a 15000g. Os tubos
foram colocados em dgua a 100 °C por 8 minutos para desnaturagdo da proteinase K e
depois agitado no vortex por 10 segundos. As amostras foram centrifugadas por 3 minutos

a 15000 g e armazenadas a 4° C para serem utilizados na reacao de PCR.

Reacao 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 externos P1 (57 CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3’, nucleotideos 953 a
975) e P2 (STCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3’ nucleotideos 1249 a 1226)
descritos por Barlough et al. (1994) resultando na amplificacdo de um fragmento de DNA
de 297 pb. Os iniciadores internos P3 (5> GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-
3’ nucleotideos 997-1024) e P4 (S’ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC3’-
nucleotideos 1181 a 1154) foram utilizados na segunda amplifica¢do, resultando em um

yNas reacdes de amplificacdo foi realizada em termociclador (Programmable Thermal
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Controller, PTC-100, MJ Research, Inc.), constituindo de um ciclo inicial para
desnaturacdo das fitas de DNA, de 94°C por 5 minutos; seguidos 35 ciclos: 94°C - 1
minuto, 56°C - 1 minuto, 72°C - 45 segundos; com extensdo final a 72°C por 7 minutos. As
amostras amplificadas e os controles positivo e negativo, juntamente com o marcador
molecular, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE (Tris, borato e
EDTA 0,1X), coradas com brometo de etidio e visualizadas em transluminador de luz

ultravioleta.

Analise Estatistica

Na andlise estatistica utilizou-se o teste x - Quadrado para comparar as dispersoes

nos diferentes tratamentos.

Resultados e Discussao

A concentracdo média dos espermatozdéides foi de 4,2 milhdes de espermatozoides
por mililitro; o vigor de 4 e a motilidade de 90%. Os pardmetros quantitativos e qualitativos
observados no sémen dos animais estiveram dentro dos padrdes sugeridos para utilizagdao
na inseminacdo artificial descritos por NUNES (2002), HAFEZ e HAFEZ (2004) e CBRA
(1998).

No grupo controle, composto por aliquotas de sémen integral ndo submetido a
lavagens, observou-se trés resultados positivos: 1, 2 e 4 (27%) (Figura 1). No grupo T1
foram detectados 5 resultados positivos: 4, 6, 9, 10 e 11 (45%) (Figura 2), enquanto o
grupo T2 apresentou resultados positivos em duas amostras: 5 e 7 (18%) (Figura 3). Apenas
nas amostras 3 e 8 de todos os tratamentos nao foi detectado qualquer DNA proviral.
Utilizou-se o teste Qui-Quadrado para comparar a dispersdo nos diferentes tratamentos.
Como o valor de x2 obtido foi maior que o x2tab conclui-se que os desvios sdo
significativos. Portanto, os ejaculados submetidos aos 2 tratamentos (T1 e T2) reagem
diferentemente ao teste. Portanto, a deteccio do DNA-proviral do CAEV ¢ influenciada

pelas técnicas de tratamento de sémen empregadas neste trabalho.
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O DNA-proviral foi encontrado em 9 amostras: 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10 e 11,
concluindo que 72% das amostras continham o DNA-proviral do CAEV. Esses resultados
estdo de acordo com outros trabalhos que encontraram o DNA proviral do HIV em 60 a
80% das amostras provenientes de homens ndo tratados (LERUEZ-VILLE et al., 2006).
Pode-se dizer que a PCR do grupo controle deixou de detectar 6 amostras certamente

infectadas: 5,6,7,9,10e 11.

No que concerne as técnicas de lavagem podemos concluir que em alguns casos o
procedimento de lavagem com tripsina pode diminuir a deteccio do genoma viral.
Teoricamente, ha diferenca entre o percentual de deteccdo do genoma no sémen nos
diferentes tratamentos, embora ndo se possa afirmar a superioridade do tratamento com
tripsina em relacdo ao outro.

Em relacdo aos achados positivos predominantes no grupo tratado com solugdo de
Krebs-Ringer-Fosfato, pode-se supor que esta solucdo aumente a deteccio do DNA-
proviral do CAEV no sémen quando utilizada a Nested-PCR como técnica diagndstica.
Este resultado sugere a utilizacdo desta solucdo no protocolo de Nested-PCR atualmente
adotado para a investigacao da presenca do virus nos ejaculados.

E possivel que o virus ndo tenha sido detectado em algumas amostras por ter sido
efetivamente eliminado da amostra de sémen. E conhecido que os virus possuem
suscetibilidade a intimeros fatores do meio ambiente que influenciam na sua viabilidade
como a faixa de pH, umidade, etc. (FENNER et al.,, 1987; BIELANSKI et al.,1991).
Alguns fatores, que interferem na viabilidade dos virus (ex.:pH), podem influenciar muito
entre as amostras submetidas ou ndo a processos de lavagem. H4 a hipdtese de que o virus
possa ter sido inativado em amostras onde o mesmo foi encontrado.

Com relagdo aos resultados negativos podemos pensar que existem fatores que
tornam o teste menos sensivel, resultando em falsos negativos. A primeira hipdtese se
refere a um fendmeno anteriormente descrito por ANDRIOLI et al. (2006) os quais
afirmam a natureza intermitente da elimina¢do do virus pelo sémen de animais natural e
artificialmente infectados.

Outra hipdtese € que apenas uma pequena quantidade de células como macréfagos
possam estar presentes no sémen desses animais. Portanto, hd uma diminui¢do da

sensibilidade da técnica secunddria a baixa quantidade de DNA proviral integrado
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disponivel a deteccdo (PAULA, 2008). Outra hipétese € que pode haver falha dos
“primers” em detectar as variantes virais ou “quasispecies” (LEUROUX et al., 1997).

Andrioli et al. (2006) sugeriram que a presenca de DNA proviral em sémen de
caprinos nao € constante ou pode estar em quantidades minimas indetectdveis. Peterson et
al. (2008) trabalhando com gradientes de Percoll encontraram o DNA proviral em 55% das
amostras em fragdes do s€émen que consistiam de debris citoplasméticos e de macréfagos.

A importancia da presenga de células infectadas para que haja deteccio do DNA
proviral foi sugerida por Andrioli et al. (2006) ao afirmar que a presenca do virus no s€émen
estd relacionada a danos testiculares provavelmente porque a quantidade dessas células
aumente durante a infiltracdo de macréfagos secundaria a inflamacao.

Podemos propor que algumas discrepancias podem refletir a variagdo amostral,
falha ou baixa sensibilidade da técnica de PCR quando utilizada para detectar o CAEV no
sémen. H4 a possibilidade desse material gendmico ndo estar sob uma forma detectavel
pela PCR, como ndo haver macréfagos ativados ou ndo haver material genético do virus

integrado ao genoma do hospedeiro naquela porcao da aliquota.
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9. 10 11seC-«C+ 21 88

Fig.1. Amplificacdo de DNA proviral por Nested-PCR de sémen integral caprino so
ropositivo. O produto da PCR foi corado com brometo de etidio e submetido a eletroforese
em gel de agarose 1% em TBE. M: marcador molecular. Bandas 1-11: coletas de 1 a 11.
C+: controle positivo (células infectadas com cepa CAEV-Cork). C-: controle negativo
(4gua destilada).
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Fig.2. Amplificacdo de DNA proviral por Nested-PCR de sémen caprino soropositivo
submetido a lavagem com solu¢do Krebs-Ringer-Fosfato. O produto da PCR foi corado
com brometo de etidio e submetido a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE. M:
marcador molecular. Bandas 1-11: coletas de 1 a 11. C+: controle positivo (células
infectadas com cepa CAEV-Cork). C-: controle negativo (dgua destilada).
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Fig.3. Amplificacdo de DNA proviral por Nested-PCR de sémen caprino soropositivo
submetido a lavagem com tripsina a 0,025%. O produto da PCR foi corado com brometo de
etidio e submetido a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE. M: marcador molecular.
Bandas 1-11: coletas de 1 a 11. C+: controle positivo (células infectadas com cepa CAEV-
Cork). C-: controle negativo (dgua destilada).
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7 CONCLUSOES

¢ Animais soropositivos para CAEV podem apresentar resultados positivos
para o sémen utilizando a técnica de Nested-PCR apds procedimentos de
lavagem com solu¢do de Krebs-Ringer-Fosfato isoladamente ou adicionado
a tripsina a 0,025%;

Os tratamentos de lavagem utilizando a solu¢do de Krebs-Ringer-Fosfato
isoladamente ou adicionado a tripsina a 0,025% influenciaram a deteccao do
CAEV no sémen pela técnica de Nested-PCR;

e A Solucdo de Krebs-Ringer-Fosfato pode elevar a sensibilidade da técnica
de Nested-PCR em detectar o DNA-Proviral do CAEV no s€émen de animais

soropositivos para o IDGA;

e A tripsina pode ser incorporada aos protocolos de lavagem de sémen
infectado na tentativa de minimizar a carga viral;
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8 PERSPECTIVAS

e Utilizacdo da SKRP no protocolo de Nested-PCR para deteccao de DNA -
Proviral no s€émen de animais soropositivos;

e Testar diferentes concentragdes de tripsina no protocolo de eliminagdo de
virus;

e Testar métodos de desinfeccdo associados a tripsina.
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