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RESUMO 

Objetivou-se, primeiramente fazer um levantamento sorológico em cinco, das principais 

propriedades produtoras de leite caprino no estado de Minas Gerais, posteriormente 

estudou-se a presença do vírus no trato reprodutivo de cabras naturalmente infectadas e o 

risco de transmissão via transferência de embriões. Cinco propriedades localizadas em 

cidades distintas no estado de Minas Gerais foram avaliadas, totalizando 1072 animais 

de diferentes faixas etárias, das raças Toggenburg, Alpina e Saanen. O estudo relativo à 

presença do vírus no trato reprodutivo e no lavado uteriono avaliou os embriões 

recuperados através das lavagens transcervicais, submetendo-os à punção de massa 

celular interna e com auxílio de um micromanipulador, as duas partes foram 

individualizadas. O trato reprodutivo (vagina, cérvix, útero e ovários) dos animais foi 

recuperado e submetido ao diagnóstico PCR Nested. Finalmente, no terceiro estudo, em 

um rebanho comercial, cabras positivas para CAEV foram selecionadas como doadoras e 

cabras negativas para CAEV como receptoras de embriões. Um total de 23 embriões 

foram coletados, pela técnica transcervical, submetidos às lavagens com tripsina e 

posteriormente transferidos receptoras também pela via transcervical. Durante todo o 

período gestacional (cinco meses) e mais quatro meses pós-parto o sangue total foi 

coletado uma vez ao mês, das receptoras para diagnóstico de CAEV, assim como dos 

animais nascidos. A ocorrência de anticorpos anti-CAEV nas propriedades estudadas foi 

de 49,5% (531/1072). De acordo com os resultados, uma alta ocorrência de animais 

soropositivos foi identificada no estado de Minas Gerais. Os tecidos estudados também 

demonstraram-se positivos para a presença de pró-vírus e vírus, indicando que pode estar 

ocorrendo replicação viral no trato reprodutivo. Entretanto os embriões oriundos deste 

meio, nas duas porções: zona pelúcida e massa celular interna não demonstraram a 

expressão de DNA ou RNA viral, o que confirma a capacidade de proteção da zona 

pelúcida nos mesmos. Durante todo o período investigado, não houve identificação de 

DNA pró-viral no sangue das receptoras. Os recém-nascidos durante os quatro meses de 

avaliação, também foram negativos. No presente estudo, não houve transmissão do 

CAEV por embriões oriundos de cabras positivas após tratamento com lavagens de 

tripsina. A lavagem transcervical demonstrou-se potencialmente auxiliar na eliminação 

do vírus no trato reprodutivo, uma vez que a quantidade de líquido infundido ajuda na 

diluição do mesmo. Logo, pode-se inferir que embriões oriundos de cabras naturalmente 

infectadas, mesmo na presença de pró-vírus e vírus livre no lúmen uterino aparentemente 
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não são permissivos a infecção pelo CAEV, devido à presença de zona pelúcida íntegra e 

que a lavagem transcervical é auxiliar na desinfecção dos mesmos.  

 

ABSTRACT 

The study was conducted in steps, first a serological survey in five major producing 

properties of goat milk in the state of Minas Gerais, to identify the occurrence of anti-

CAEV antibodies. A second study was to investigate the presence of CAEV in the 

reproductive tract of naturally infected goats and a third the risk was conducted to 

evaluate the virus transmission by embryo transfer. Five properties located in different 

cities in the state of Minas Gerais were evaluated, totaling 1072 animals of different ages 

and races (Toggenburg, Alpine and Saanen). The study on the presence of the virus in 

the uterus these being selected as embryo donors. Embryos recovered through 

transcervical flushing were subjected to inner cell mass puncture using a 

micromanipulador. The two parties of the embryos were individualized. Where they 

recovered the reproductive tract (vagina cervix, uterus and ovaries), the recovered 

material was diagnostic by PCR Nested. Finally, the third study, in a commercial flock 

positive goat to CAEV was selected as donors and negative goats to CAEV as embryo 

recipients. 23 embryos were recovery by transcervical flushing from five donors washed 

with trypsin and subsequently transferred to recipients also through transcervical way. 

Throughout the gestational period (five months) and four postnatal months total blood 

was collected once a month of the recipients for CAEV diagnosing by Nested PCR 

method. The monitoring was also performed by the same method of diagnosis in animals 

born during the first four months of life. The occurrence of anti-CAEV antibodies in the 

studied properties was 49.5% (531/1072). According the results, a high occurrence of 

seropositive animals was identified in the state of Minas Gerais, which has one of the 

largest herds of dairy goats in Brazil. Therefore to emphasizes the need to adopt new 

technologies on the properties as the separation of infected and healthy animals. The 

exclusion of positive breeding in properties is also a measure of control, it has been 

demonstrated that these are an important route of transmission. Tissues studied also 

showed positive results for the presence of pro-virus and viruses, indicating that may be 

occurring viral replication in the reproductive tract. However the embryos from this 

medium, in two parts: the zone pellucida and inner cell mass have not shown the 

expression of DNA or RNA, which confirms the zone pellucida protection capacity of 
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the same. Throughout the period investigated, no proviral DNA was identify in the 

recipients blood. Newborns during the four-month evaluation were also seronegative. 

The present study did not show the transmission of CAEV by embryos from positive 

goats after trypsin washes. According to the results, a high occurrence of seropositive 

animals was identified in the state of Minas Gerais, which has one of the largest herds of 

dairy goats in Brazil. The transcervical washing proved to be potentially method to 

reduce the virus concentration in reproductive tract, since the amount of fluid infused in 

the uterus could reduce the concentration of free virus in reproductive tract. Therefore, it 

can be inferred that embryos derived from naturally infected goats, even in the presence 

of pro-virus and virus free in uterine lumen are apparently not permissive to CAEV 

infection due to the presence of intact zone pellucida and transcervical flushing can 

reduce the risk of virus transmission. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os caprinos foram identificados como sendo os primeiros animais a serem 

introduzidos no país, na época da colonização. Com a entrada dos animais pela Ilha 

de São Vicente e posteriormente no litoral da Bahia e Pernambuco, esses foram 

ganhando o interesse das famílias, pois são rústicos e facilmente adaptáveis.  

A exploração incialmente era familiar e ainda hoje é vista para subsistência em 

muitas regiões do país, como no nordeste brasileiro, onde 90% do efetivo nacional 

está concentrado. Os estados da Bahia e Pernambuco possuem 50% desse total.  

Em Minas Gerais, a partir da década de 70, foram iniciados investimentos em 

tecnificação e produção leiteira da caprinocultura, através da importação de animais 

do Canadá, França e Estados Unidos por parte dos produtores mineiros. Como a 

importação era onerosa para o pequeno produtor, ocorria o empréstimo de 

reprodutores entre propriedades para a disseminação de genética, com consequente 

melhoramento genético das linhagens leiteiras.  

Uma ferramenta para a disseminação de genética é a utilização das biotécnicas 

da reprodução, que visam acelerar o processo de disseminação, uma vez que é capaz 

de produzir um número superior de descendentes de um mesmo reprodutor ou 

matriz. A principal biotécnica empregada na caprinocultura é a inseminação 

artificial, porém apenas 2% das propriedades brasileiras fazem uso desta. Outras 

duas importantes técnicas da reprodução são a superovulação e transferência de 

embriões in vivo e a produção in vitro de embriões. Ambas as tecnologias que 

utilizam embriões não são utilizadas com frequência no cenário comercial, sendo 

empregadas principalmente em pesquisas.  

Um fato que vem gerando preocupação entre pesquisadores, veterinários e 

produtores é a disseminação de doenças via gametas e embriões, seja pelo 

empréstimo de animais e/ou pela utilização das biotécnicas da reprodução.   

Uma doença que possui um impacto econômico importante nos rebanhos 

caprinos é a artrite encefalite caprina (CAE), de caráter crônico e que causa artrite e 

degeneração articular, pneumonias e mamites severas, com redução de até 10% na 

produção leiteira. 

A principal via de transmissão desta doença é a colostral, por meio do 

aleitamento oferecido aos recém-nascidos. Além da transmissão via ingestão de 

colostro e/ou leite contaminado, já foi demonstrado que o vírus da artrite encefalite 
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caprina também pode ser eliminado no sêmen. Uma importante via de disseminação 

que vem sendo estudada é a embrionária. Entretanto, estes estudos são normalmente 

referentes à infecção experimental in vitro, o que pode gerar resultados que não são 

observados em infecções naturais, devido à concentração viral utilizada.    

Há um aumento crescente do mercado de leite caprino em Minas Gerais, 

entretanto poucos estudos referentes à ocorrência do vírus da artrite encefalite 

caprina (CAEV) estão disponíveis na literatura. Esses estudos são de grande 

importância para o entendimento da epidemiologia da doença nas propriedades de 

caprinocultura leiteira mineiras. Além disso, o conhecimento sobre a distribuição do 

CAEV no sistema reprodutivo da fêmea e a possibilidade da sua transmissão via 

embrionária também são essenciais para entender a epidemiologia da doença, o que 

irá auxiliar na elaboração de programas de prevenção e controle da doença.  
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2. OBJETIVOS 

1) estudar a ocorrência do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) em 

propriedades do Estado de Minas Gerais;  

2) estudar a presença do CAEV no trato reprodutivo, líquido das lavagens uterinas e 

embriões provenientes de cabras naturalmente infectadas e  

3) avaliar o risco de transmissão do CAEV por embriões produzidos in vivo de 

animais sorologicamente positivos. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 HISTÓRIA DA CAPRINOCULTURA LEITEIRA NO BRASIL  

 

Há cerca de 7.000 anos, a cabra foi o primeiro animal domesticado pelo homem, 

produzindo leite e carne para consumo, servindo também para o fornecimento de couro, 

pelo e esterco (SENAR – CNA, Brasil, 2014).  

A chegada de animais de fazenda no Brasil iniciou-se em 1534 em São Vicente 

(SP), seguida pelas introduções pelos litorais de Recife (PE) e Salvador (BA). Algumas 

centenas de cabeças foram introduzidas no Brasil entre os séculos XVI e XVIII, e a partir 

do século XIX as raças modernas começaram a chegar. Porém, somente a partir do 

século XX, em torno dos anos 60, foi que as importações sistemáticas de caprinos 

ocorreram com o intuito de fazer o melhoramento genético dos rebanhos brasileiros. Até 

o final do século XX, 4.000 caprinos adultos foram importados e introduzidos no Brasil, 

contando ainda com 4.000 doses de sêmen, sendo principalmente das raças Alpina, 

Anglo-nubiana, Boer, Saanen e Toggenburg, além de 1000 fetos de fêmeas importadas 

que estavam em gestação e 439 embriões congelados das raças Alpina, Boer e Saanen 

(Machado, 2011).  

Historicamente o nordeste brasileiro é uma das regiões mais tradicionais para a 

criação de caprinos no país, detendo 90% do efetivo nacional, sendo que 50% 

encontram-se nos estados do Pernambuco e Bahia, onde a criação é destinada 

basicamente para carne (IBGE, 2012). A rusticidade natural desses animais foi 

preponderante para o sucesso na adaptação às condições da caatinga. Os animais criados 

no nordeste são, em sua maioria, de raças adaptadas, resultados do cruzamento de raças 

introduzidas no período colonial pelos portugueses. (SENAR – CNA Brasil, 2014), onde 

a maioria é direcionada à criação familiar e de subsistência.  

No final dos anos 60, houve um grande interesse em produzir leite de cabra, por 

parte de um pequeno grupo de produtores no estado de Minas Gerais. Entretanto, estes 

rebanhos não eram tecnificados e nem possuíam animais especializados para a produção 

leiteira, e não havia organização no setor. Desta forma, na década de 70, mais 

precisamente em 1975, produtores e veterinários ligados à caprinocultura leiteira em 

Minas Gerais fundaram a Associação dos Criadores de Cabras Leiteiras (CAPRILEITE) 

e investiu-se na importação de animais oriundos da Europa, Estados Unidos e Canadá, 
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para a inserção de animais geneticamente superiores na caprinocultura leiteira mineira 

(Fonseca e Bruschi, 2009). 

Na década de 90, com a criação do Programa Nacional de Alimentação Escolar 

(PNAE) no nordeste brasileiro, cujo um dos objetivos era a inclusão de leite caprino e 

seus derivados na merenda escolar, houve um incentivo ao desenvolvimento da 

caprinocultura no país e no estado de Minas Gerais, até o ano de 1995. Entretanto, no 

mesmo ano, as importações de animais de outros países foram suspensas, devido ao risco 

de transmissão da encefalopatia espongiforme bovina (BSE) (Fonseca e Bruschi, 2009). 

Atualmente a região sudeste é a principal fornecedora de animais de raças leiteiras para 

outros estados do país (Mussi, 2014).  

A maior demanda de leite caprino ainda está associada ao consumo por crianças 

com alergia ao leite de vaca ou indivíduos que necessitem de leite especial (Guimarães e 

Cordeiro, 2003) e a produção de derivados, como queijos e cosméticos. O estado de 

Minas Gerais destaca-se como maior produtor brasileiro de leite caprino, seguido pelos 

estados de São Paulo e Rio de Janeiro (Silva et al., 2012)  

Em 2012, Minas Gerais apresentou um amento de 1,9% no número de cabeças 

(114.682 cabeças) de caprinos produzidas quando comparado com 2011 (112.982 

cabeças), sendo que a maioria da produção de caprinos no estado é leiteira. As regiões de 

Campos das Vertentes e Zona da Mata, a qual possui a maior bacia leiteira de caprinos 

de Minas Gerais, contam com um grupo de 54 criadores de caprinos e ovinos que 

criaram o Núcleo de Criadores de Caprinos e Ovinos, na cidade de Barbacena, atuando 

em 44 municípios das regiões (IBEG – 2012; SENAR – CNA Brasil, 2014).   

Os desafios e investimentos na cadeia produtiva da caprinocultura leiteira são 

muitos, porém, devido ao empenho principalmente por parte dos produtores, esses vem 

sendo superados lentamente. Desta forma, é de extrema importância que haja 

conscientização e organização do setor, por parte dos produtores, técnicos, pesquisadores 

e associações estaduais, para que ocorra a inserção do leite caprino na rotina do 

consumidor brasileiro. 

 

3.2. VÍRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAEV) 

 

3.2.1. Classificação filogenética e estrutura do vírus 
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De acordo com O “International Committee on Taxonomy of Viruses – Virology 

Division – ICTV (Julho, 2013) , o vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) é um 

Lentivírus, pertencente a subfamília Orthoretoviridae e família Retroviridae (Tabela 1).  

 

 

Tabela 1. Classificação filogenética de acordo com “International Committee on Taxonomy of 

Viruses – Virology Division – ICTV” (julho, 2013) 

Família 
Retroviridae Subfamília Orthoretrovirinae Gênero: Alpharetrovirus 

Gênero: Betaretrovirus 

Gênero: Deltaretrovirus 

Gênero: Epsilonretrovirus 

Gênero: Gammaretrovirus 

Gênero: Lentivirus* 

  Subfamília Spumarethrovirinae Gênero: Spumavirus 

* Lentivirus Vírus da Imunodeficiência bovina – BIV 

Vírus da Artrite Encefalite Caprina – CAEV 

Vírus da Anemia Infecciosa Equina – AIEV 

Vírus da Imunodeficiência Felina – FIV 

Vírus da Imunodeficiência Humana 1 - HIV 1 

Vírus da Imunodeficiência Humana 2 - HIV 2 

Lentivírus Puma 

Vírus da Imunodeficiência do suíno – SIV 

   Visna/ Maedi Vírus      
 

O CAEV apresenta-se como um vírion envelopado de 80 a 100 nm de diâmetro 

contendo duas moléculas idênticas de ácido ribonucléico (RNA), um capsídeo de 

simetria icosaédrica recoberto por um envelope viral, no qual se projetam as 

glicoproteínas. Apresenta uma grande quantidade de ácido siálico na superfície viral, o 

qual protege as proteínas virais da digestão por proteases e de uma rápida neutralização 

viral por anticorpos (Huso et al., 1988; Goff, 2006). 

O genoma viral encontra-se altamente condensado e associado com múltiplas cópias 

da nucleoproteína (NC) e possui a presença de algumas proteínas que desempenham 

funções catalíticas durante a replicação: protease (PR), transcriptase reversa (TR) e 

integrase (IN), formando o núcleo ou core. Este núcleo está contido em um capsídeo 

(CA), formado pela associação de cópias múltiplas de proteína. O nucleocapsídeo (core 
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+ capsídeo) é revestido externamente por uma camada formada por centenas ou milhares 

de cópias de proteína, denominada matriz (MA). Esta é recoberta por um envelope 

lipoproteico, no qual se encontram as duas glicoproteínas virais, transmembrana (TM) e 

de superfície (SU). A TM é uma proteína integral de membra, ou seja, apresenta uma 

região transmembrana. A SU está localizada externamente no vírion, associada de forma 

não covalente com a região da TM (Figura 1) (Ravazollo e Costa, 2007).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Três genes compõem o genoma de todos os retrovírus: o gene gag que codifica 

uma poliproteína que é subsequentemente clivada para formar as proteínas da matriz, do 

capsídeo e a nucleoproteína; gene pol que codifica as enzimas TR e a IN; e o gene env 

que codifica as duas glicoproteínas do envelope viral (glicoproteínas SU e TM) (Murphy 

et al., 1999; Goff, 2006). 

Adicionalmente aos genes gag, env e pol, que são comuns a todos os retrovírus, 

os vírus pertencentes ao gênero Lentivirus codificam vários outros genes, referidos como 

genes acessórios. Esses incluem o gene tat, que codifica um potente transativadorque 

associado a fatores da célula infectada, aprimora a eficiência da transcrição pela RNA 

   

RNA – duas moléculas idênticas 
de fita simples 

Nucleoproteína

Protease Integrase 

Capsídeo 

Transcriptase Reversa 

Matriz 

Glicoproteína 
Transmembrana 

Glicoproteína 
Superfície 

Figura 1. Estrutura dos vírions pertencentes à família Retroviridae.  

Elaborado pela autora (Nascimento-Penido, P.M.P., 2014 – adaptado de Ravazollo e Costa, 2007.) 
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polimerase celular; o gene rev, que codifica a proteína que é envolvida na transcrição do 

RNA viral e seu transporte do núcleo para o citoplasma, corrigindo o RNAm na 

tradução; o gene nef, que é essencial para replicação do vírus em macrófagos, regula a 

expressão de CD4 e IL-2 e pode também alterar o estado de ativação de células alvo in 

vivo; e o gene vif, que está associado com a infectividade viral (Murphy et al., 1999) 

(Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2. Células hospedeiras do vírus e replicação viral 

As células da linhagem monócito/macrófago são as principais células hospedeiras do 

CAEV in vivo, e é nestas células que o vírus persiste por toda vida do animal (Phelps e 

Smith, 1993; Murphy et al., 1999). 

Os monócitos suportam os estágios iniciais de replicação viral, entretanto, a replicação 

somente se completa quando os monócitos se diferenciam em macrófagos. Enquanto a 

montagem do vírion acontece intracelularmente em vacúolos citoplasmáticos, nenhuma 

alteração celular é visível. Esse fenômeno, conhecido como restrição da replicação, 

permite ao vírus permanecer nos monócitos por períodos prolongados, sendo 

indetectável para o sistema imune (Gendelman et al., 1986; Zink et al, 1987; Murphy et 

al., 1999). Os macrófagos são a principal célula infectada pelo vírus, sendo a principal 

fonte de disseminação viral pelo organismo animal, tanto em animais experimentalmente 

quanto em animais naturalmente infectados. Os principais tecidos alvo incluem a 

glândula mamaria, sinóvia, pulmões e sistema nervoso central (Narayan et al., 1989; 

Lerondelle et al., 1999; Sanna et al., 1999). Entretanto, o RNA viral foi detectado em 

células endoteliais, epiteliais, fibroblásticas (Zink et al., 1990; Brodie et al., 1995; 

Mselli-Lakhal et al., 1999). 

tat 

LTR LTRgag 

pol 
env 

vif 
rev 

Figura 2. Representação esquemática da estrutura do próvirus CAEV. 

Elaborado pela autora (Nascimento-Penido, P.M.P., 2014 – adaptado de Ravazollo e Costa, 2007.) 
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A replicação viral ocorre de maneira seletiva de acordo com o tipo de macrófago, e 

está directamente relacionada com o curso clínico da doença e tecidos infectados 

(Narayan et al., 1988).  

O ciclo de replicação do CAEV consiste, resumidamente, na ligação do vírus pelas 

glicoproteínas do seu envelope (GP 135) aos receptores da superfície celular; fusão do 

envelope à membrana celular; liberação do RNA viral no citoplasma da célula, onde é 

transcrito em DNA por ação enzimática da TR; trânsito do DNA pró-viral para o núcleo 

da célula infectada; integração desse DNA em sítios do DNA celular por meio da enzima 

IN, para a formação do provírus; síntese do RNA viral pela RNA polimerase II celular, 

utilizando o provírus como molde; transcrição do genoma em RNA-mensageiros 

(RNAm); síntese das proteínas virais; montagem; construção do capsídeo e brotamento 

do vírus (Coffin, 1996). 

 

3.3. ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAE) 

 

3.3.1. Epidemiologia  

A primeira descrição do CAEV ocorreu em 1974, sendo descritas lesões no sistema 

nervoso central de cabritos jovens. Foram identificadas a presença de linfocitose e 

posterior ataxia até completa paralisia dos membros dos animais, sendo acompanhado de 

pneumonia intersticial e hiperplasia pulmonar linfóide (Cork et al., 1974). Entretanto, 

somente em 1980 em Washington, Estados Unidos da América, o vírus da artrite 

encefalite caprina, também conhecido como CAEV, foi descrito à comunidade científica 

(Crawford et al., 1980). 

No Brasil, o primeiro relato ocorreu em 1986, no estado do Rio Grande do Sul 

(Moojen et al., 1986) e, desde então, alguns grupos (tabela 2) vem estudando a doença 

de forma sistemática em propriedades de produção de caprinos, onde a maioria dos 

estudos são referentes a animais de corte e não leiteiros.  

A partir da década de 70, o estado de Minas Gerais (MG), juntamente com outros 

estados da região sudeste, foi pioneiro no desenvolvimento da caprinocultura leiteira, 

importando caprinos de raças especializadas procedentes de alguns países da Europa, 

assim como Estados Unidos e Canadá e evoluiu tecnicamente nestes 40 anos, não 

deixando nada a desejar se comparada a outros países onde a atividade caprina leiteira é 

tradicional (Gouveia et al., 2009). Entretanto, Adams et al. (1984) identificaram uma 
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prevalência de 65% do CAEV no Canadá, França, Noruega, Suiça e Estados Unidos, 

demonstrando que a doença pode ter sido introduzida no país juntamente com estes 

animais que foram importados destes países europeus e americano (Gillet et al., 1990).  

Um estudo mais recente, realizado por Jones (2014) revelou uma prevalência de 

45% do CAEV em rebanhos caprinos oriundos da região Centro-Oeste dos Estados 

Unidos, entretanto não foram identificados levantamentos soroepidemiológicos na 

França e Canadá, países que possuem genética caprina de interesse para o produtor 

brasileiro.  

No estado de Minas Gerais também não forma identificados estudos 

soroepidemiológicos nos últimos anos, demonstrando a necessidade do mesmo, uma vez 

que o Estado é um dos maiores produtores de leite caprino em sistema intensivo 

confinado, sugerindo que a doença está subdiagnosticada (Lilenbaum et al., 2007). 
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Tabela 2. Levantamento bibliográfico da presença do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) em rebanhos caprinos no Brasil nos últimos 15 anos 
 

Ano Estado Origem/ Microrregião Ocorrência/Prevalência Proriedades Raça Tipo de criação Referência 

Catu Alpina  

Alagoinhas, Feira de Anglo-Nubiana  

Santana, Iataberaba, Boer Extensivo  

2001 BA Itabuna de Ilhéus 13,4% (215/1605) 23 Mambrina Intensivo Almeida et al. 

Jequié, Salvador Saanen  

Senhor do Bonfim, Toggenburg  
Valença SRD  

Região metropolitana Alpina  

Fortaleza Saanen  

2001 CE Norte Anglo-Nubiana Extensivo  

  Central 1% (40/4019) 130 AL X SRD Intesivo Pinheiro et al. 
Sul SA X SRD  

2001 MG Norte e Nordeste 0,3% (4/1294) 167 - Semi-intensivo Yorinori et al. 

2005 RN Angicos 2,71% (5/184) 20 - Semi-intensivo Silva et al. 

2005 RN 
Central Potiguar 
Oeste Potiguar 

Agreste Potiguar 
11% (42/384) 42 

Saanen 
Alpina 

SA X AL 
SRD 

 
- 

Silva et al. 

2005 SP 14 munícipios 28% (374/1325) 14 - - Lara et al. 

2007 RJ Rio de Janeiro 14,1% (79/541) - 
Saanen 

Toggenburg 
Intensivo Lilenbaum et al. 

2007
 

SP 
 

Cotia 
Pindamonhangaba 

 

 
34,9% (96/275) 

 

 
8 

 

Saanen 
Alpina 

Toggenburg 

 
Intensivo 

 

 
Madureira et al. 
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Ano Estado Origem/ Microrregião 
Ocorrência/ 
Prevalência Proriedades Raça Tipo de criação Referência 

2009 PB Cariri 14,5% (87/600) 15 SRD Extensivo Bandeira et al. 

2009 BA Juazeiro 0,1% (0/150) 10 SRD Extensivo Lima et al. 

2009 MG Patos de Minas 22,8% (13/57) 1 SRD - Vinicius et al. 

2010 TO Microrregião do Norte 2,7% (23/843) - 
Saaanen 

Anglo nubiano 
SRD 

- Sobrinho et al. 

2011 SP LUPA 15,5% (30/199) 53 - - Lara et al. 

2011 RJ Rio de Janeiro 14% (79/562) 28 Saanen Intensivo Martins e Lilenbaum 

2011 PI Alto-médio Gurguéia 0.97% (7/723) 30 - - Rêgo et al. 

2011 PI Teresina 4,2% (20/480) 6 

Anglo nubiano 
Boer 

AN X BO 
SRD 

- Sampaio Junior et al 

2011 BA Sisal 12,05% (135/1120) 52 - - Veschi et al. 

2013 BA 
Baixo médio São 

Francisco 
0,29% (2/663) 46 SRD Extensivo Lima et al. 

2013 PB Monteiro 8,1% (85/1047) 110 - - Silva et al. 

 
-: não informado.                                         BO:Boer. 
AL:Alpina.                                                  SRD: sem raça definida. 
AS: Saanen.                                                 Propriedades: número de propriedades estudadas. 
NA: Anglo nubiano.                                    *Todos os estudos utilizaram o método de diagnóstico de IDGA.
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O sistema de criação de caprinos leiteiros também é um fator determinante para a alta 

ocorrência do vírus. A maioria das propriedades comerciais de Minas Gerais são especializadas na 

produção de leite (Mussi, 2014) e 99% das propriedades adotam o sistema de confinamento 

(Gouveia, 2009). A adoção do confinamento está diretamente relacionada a área disponível na 

propriedade para a criação dos caprinos e terá impacto na produtividade dos mesmos, contribuindo 

para o ganho de peso dos animais (Gouveia, 2009).  

Segundo Mussi (2014) quando adotado o regime intensivo confinado, esta ocorrência é alta. 

Provavelmente em virtude de fatores como: contato direto entre os animais, problemas na 

ordenhadeira mecânica provocando lesões no teto, aleitamento em mamadeiras coletivas (Lima, 

2013), assim como a transmissão venérea e contato com sangue de animais infectados (Brülisauer et 

al., 2005).  

A longa permanência dos animais em sistema intensivo confiado, devido ao alto valor 

zootécnico dos mesmos é importante epidemiológicamente. Existe uma relação direta entre o tempo 

em que ocorre a infecção e produção de anticorpos e manifestação de sinais clínicos, já que a CAE 

é uma doença de ordem crônica e de evolução lenta (Cork e Narayan, 1980; Mussi, 2014), além de 

ser uma potencial fonte de transmissão horizontal para animais mais jovens (East et al., 1993).   

A presença do vírus em rebanhos leiteiros no país pode representar risco de disseminação do 

CAEV para os diferentes estados (Pinheiro et al., 2001), devido principalmente ao comércio dos 

animais, compra, troca ou empréstimo de animais para melhoria da genética no rebanho (Gouveia, 

2009).   

 Poucas propriedades produtoras de leite caprino exigem atestado sanitário para a compra 

dos animais, assim como a grande maioria das propriedades em Minas Gerais, utilizam de medidas 

de controle para os reprodutores, demonstrando falhas nos programas de controle da enfermidade 

(Mussi, 2014).  

 

3.3.2. Transmissão 

A principal via de transmissão do CAEV nos animais ocorre principalmente durante os 

primeiros meses de vida, pela ingestão de leite ou colostro de cabras infectadas (Gouveia et al., 

1994).  Contudo, a introdução de fêmeas infectadas nos rebanhos acelera a disseminação do vírus. 
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A transmissão iatrogênica é descrita, devido principalmente a utilização de utensílios coletivos, 

como tatuadores sem prévia assepsia ou mesmo a reutilização de matérias descartáveis (Narayan et 

al., 1983).  

Há evidências que indicam a transmissão materno fetal do CAEV, mesmo que com baixa 

frequência, podendo ocorrer por duas possíveis vias: transmissão intrauterina e transmissão no canal 

vaginal no momento do parto, pela ingestão ou inalação de células infectadas pelas crias (Moojen et 

al., 1986).  

East et al (1993) relataram a possiblidade de transmissão transplacentária, entretanto esta via de 

transmissão ainda não esteja bem esclarecida, devido à fatores relacionados diretamente com o 

manejo realizado nos rebanhos estudados.  

A transmissão via gametas e embriões vem sendo estudada e elucidada recentemente, entretanto 

será abordada mais especificamente, no subtítulo 3 desta revisão.   

  

3.3.3. Sinais clínicos 

A doença é de ordem crônica e lenta com sinais clínicos variados, sendo que em animais 

jovens (até 6 meses de idade), a encefalomielite é o principal sinal. Pode-se observar desmielização, 

aumento do número de leucócitos no líquido cefalorraquidiano, infiltração de células 

mononucleares e astrocitose na medula e no cérebro (Cork e Narayan, 1980). 

 Já em animais adultos observa-se aumento de volume das articulações (Figura 3) evoluindo 

para destruição do colágeno e mineralização das articulações do carpo. A inflamação crônica das 

articulações é mediada pela deposição de imunocomplexos, uma vez que quanto maior o título de 

anticorpos no soro e/ou no líquido sinovial, mais abundantes e severas as lesões. Pneumonia 

intersticial crônica e mamites severas com endurecimento da glândula mamária (“hard ubber”) 

(Figura 3) (Cork e Narayan, 1980), com perda de peso progressiva e diminuição da produção 

leiteira também podem ser observados.  
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O vírus é capaz de mascarar-se para não sofrer danos pela resposta imune devido à alguns 

mecanismos, sendo eles: a) por infectar células de linhagem monócito-macrófago, neutralizando um 

dos mecanismos de defesa não específico; b) infectando células tronco na medula óssea e limitando 

a expressão de genes virais nestas células, o reconhecimento destas não ocorre pelas células 

citotóxicas, tornando-se um reservatório do vírus no organismo; c) DNA viral integrado nas células 

hospedeiras podem permanecer sem serem expressos por prolongados períodos, em estado de 

latência e d) CAEV não induz a produção de anticorpos neutralizantes durante a infecção. Estes 

fatores que levam a latência, persistência e eventual disseminação do vírus no organismo também 

são os responsáveis pelos sinais clínicos de dor debilitante nos animais positivos (Narayan et al., 

1988; Perk, 1995).    

 

3.3.4. Diagnóstico 

O diagnóstico da CAE inicia-se com a observação dos sinais clínicos sugestivos da infecção 

(Peretz et al., 1993).  

O diagnóstico sorológico, através do teste de imunodifusão em ágar gel (IDGA – figura 4) é a 

técnica mais utilizada e é preconizada pela OIE – “World Organization for Animal Health”, para 

identificar animais positivos para CAEV. A técnica baseia-se na formação de complexos antígeno-

anticorpo (Ag-Ac) que se precipitam no gel, sob uma base rígida, onde se desenvolve a linha de 

precipitação visível entre os orifícios no ponto em que ocorre a relação ótima entre Ag-Ac (Figura 

Figura 3. Identificação de sinais clínicos em animais adultos. A – aumento de volume na região 
do carpo; B – mamite crônica, com formação de nódulos (“hard ubber”). 
Fotos: Nascimento-Penido, P.M.P. (2015). 
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4). Possui fácil aplicabilidade e alta especificidade (Varea et al., 2001), mas detecta somente altos 

níveis de imunoglobulinas, o que permite a ocorrência de falsos-negativos (McConnell et al., 1998). 

Uma alternativa para o diagnóstico mais sensível que o IDGA é o ELISA indireto (ELISA-i), 

devido principalmente à qualidade do Ag adsorvido na placa (Madruga et al., 2001), além de 

viabilizar a análise de um maior número de amostras (Figura 4). Por outro lado, é um teste mais 

caro para o produtor, uma vez que há a necessidade da utilização de antígenos mais purificados do 

que os empregados no IDGA (Pinheiro et al., 2010).  

Outra opção para o diagnóstico sorológico do CAEV é o teste de “Western Blotting” (WB), que 

tem como princípio a formação do complexo Ag-Ac, sendo visualizado por aplicação de um 

conjugado enzimático, ao qual se adiciona um substrato que reage com a enzina, gerando a reação 

(Pinheiro et al, 2010) (Figura 4). 

Ambos os testes foram padronizados e apresentaram-se mais sensíveis quando comparados com 

o IDGA. Entretanto o WB demonstrou 100% de sensibilidade e 72,6% de especificidade na 

detecção de anticorpos para anti-CAEV. Já o Elisa-i apresentou 84,6% e 76,5%, respectivamente, 

embora seja mais dispendioso (Rodrigues et al., 2014).  

 

  

 

                                     

 

 

                         

 

 

                                     

 

A PCR (“polímerase chain reaction”) também pode ser usada e é relatada como sendo a mais 

fidedigna aos resultados, uma vez que identifica a presença de DNA pró-viral e RNA (Peterson et 

al., 2008), sendo descrita por todos os autores que trabalham com a identificação do vírus em 

gametas, embriões e sistema reprodutivo. Contudo, esta técnica é complexa e onerosa, sendo 

Figura 4. Representação dos resultados dos diagnósticos sorológicos para CAEV. A – IDGA (poços 1, 2 e 
3: soros testados e positivos para CAEV, poços sem identificação: soro controle e seta: antígeno para 
CAEV - Foto: Nascimento-Penido, P.M.P., 2015); B – ELISA (seta: controle positivo - Foto: cedido por 
Pinheiro, R.R., 2015) e C – Western Blotting (+: controle positivo, -:controle negativo, 1 e 2: soros 
testados e positivos para CAEV - Foto: cedido por Pinheiro, R.R., 2015).  
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utilizada somente para pesquisas até o momento. O princípio da técnica baseia-se na capacidade de 

identificação e mensuração de quantidades de ácidos nucléicos na vasta gama de inúmeras fontes, 

sendo uma tecnologia diagnóstica molecular utilizada na ciência, na agricultura e medicina, tendo 

uma combinação de rapidez nos resultados e alta sensibilidade em amostras homogêneas (Bustin et 

al., 2009). 

Recentemente, outra técnica molecular, denominada “loop-mediated isothermal amplification” 

(LAMP) foi padronizada para a detecção de DNA proviral do CAEV. Resumidamente a técnica 

utiliza 6 primers espécie específicos que amplificam gene gag da p25. A reação é realizada em uma 

simples etapa, onde ocorre a mistura da amostra, dos primers, DNA polimerase, onde é mantido 

numa temperatura constante entre 63oC, durante 30minutos. No final da reação adiciona-se SYBR 

green e a mesma é visualizada em gel de agarose na eletroforese. A técnica LAMP possui vantagens 

sobre a PCR convencional ou nested, como: custo inferior e fácil execução, por não necessitar da 

etapa utilizando o termociclador, pois a mesma é realizada em termobloco (Huang et al., 2012; 

Balbin et al., 2014).  

 

3.3.5. Perdas econômicas 

Poucos estudos descrevem claramente quais as reais perdas econômicas causadas pelo CAEV 

dentro de uma propriedade produtora de leite caprino. Essas perdas econômicas são mais evidentes 

em propriedades com maior prevalência do CAEV e animais com mais idade, caracterizando-se 

pela queda na produtividade e na qualidade do leite e emagrecimento (Brito, 2009).  

Segundo Peterhans et al. (2004) a perda na produção leiteira está em torno de 10%, 

aproximadamente. As perdas estão diretamente relacionadas à inflamação da glândula mamária, 

descrita na literatura como mamite, uma vez que desencadeia um processo inflamatório. A 

inflamação crônica causada pelo CAEV é conhecida por causar redução na função do alvéolo 

mamário e lise de vários componentes do leite (Leitner et al., 2004). Como consequência, os 

animais soropositivos têm uma diminuição na duração da lactação (204 vs. 218 dias para 

soronegativos), apresentam menor produção de leite (374L vs 446L) e menor concentração de 

gordura, extrato seco e lactose do que fêmeas soronegativas (Carneiro et al., 2010; Martínez-

Navalón et al., 2013).  
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A relação entre a contagem de células somáticas (CCS) e a baixa produção de leite não está 

bem clara, e outras formas de avaliar a mamite, assim como a saúde do úbere devem ser estudadas 

para facilitar mais precisamente o impacto do CAEV na produção leiteira caprina (Martínez-

Navalón et al., 2013). Testes como cultura bacteriológica e o “California mastits test” (CMT) vêm 

sendo usados ao longo dos anos, para identificação de animais com úberes infectados ou não por 

diversos patógenos. Entretanto, em cabras, a maioria das infecções intra-mamárias são causadas por 

patógenos menos importantes, os quais normalmente induzem a um pequeno aumento de CCS, e 

raramente são causadores de mamite clínica e demonstram ter baixa influência na diminuição da 

produção leiteira da cabra (Koop et al., 2013).     

Um fator importante a ser considerado é a dificuldade de locomoção dos animais infectados 

com CAEV, devido às lesões nas articulações, pois podem levar a um menor consumo de alimento, 

influenciando diretamente na produção de gordura no leite. Com a redução da gordura, tem-se 

também a redução dos sólidos totais (Carneiro et al., 2010). 

Perdas econômicas indiretas importantes também podem ser observadas, como a 

desvalorização de rebanhos, aumento da taxa de reposição de animais, despesas com medidas de 

controle e barreiras comerciais para produtos (matrizes, reprodutores, sêmen e embriões) (Pinheiro 

et al., 2001). 

 

3.3.6. Controle e Prevenção 

Com a crescente ocorrência da CAE dentro dos sistemas de produção caprina no Brasil, faz-

se necessária uma discussão continuada e a implementação de programas de controle e prevenção 

(Martinez et al., 2011).  

A detecção precoce de animais positivos dentro do rebanho é importantíssima, uma vez que 

está relacionada diretamente ao sucesso dos programas de controle (Gouveia et al., 1994).  

A eficiência de programas de controle de CAE depende da sensibilidade e especificidade do teste 

diagnóstico, da frequência de sua utilização em animais e no manejo utilizado. Testes com maior 

sensibilidade e especificidade (Western Blotting e ELISA) devem ser utilizados (Pinheiro et al., 

2010). Nestes casos, o emprego combinado de testes de alta especificidade e sensibilidade é uma 

boa opção (Reina et al., 2009).  
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A prevenção é baseada em estratégias de manejo sanitário, já que não há vacinas 

disponíveis no mercado (Reina et al., 2009). Segundo Adams et al. (1983) deve-se seguir cinco 

passos importantes: separação dos filhotes no momento do parto, antes de receberem colostro 

(Peretz et al., 1993; Silva, et al., 2005); isolamento e separação de animais infectados por, pelo 

menos, 2m do restante dos animais; fornecimento de colostro oriundos de animais CAEV negativos 

ou após tratamento térmico do mesmo (56oC/ 1h) (Silva, et al., 2005); fornecimento de leite oriundo 

de cabras negativas, pós- pasteurização ou sucedâneo (Gouveia et al., 2009) e testes sorológicos dos 

nascidos com intervalo de 6 meses, separando os animais negativos dos positivos. 

Uma opção para o controle da doença em rebanhos com baixa prevalência é o descarte de 

animais positivos (Reina et al., 2009), mas é uma medida onerosa para o produtor (Leite et al., 

2013). 

Animais recém adquiridos devem ser mantidos em isolamento e testes sorológicos devem 

ser realizados até a confirmação do status sorológico dos animais.  Instrumentos de uso coletivo, 

como tatuadores, devem ser submetidos à desinfecção e materiais descartáveis inviabilizados 

(Gouveia et al., 2009). 

Deve-se realizar a linha de ordenha onde as cabras negativas são ordenhadas antes das 

cabras positivas. Posteriormente, deve-se fazer a descontaminação de todo o equipamento, no caso 

de ordenha automatizada. Já para a ordenha manual, indica-se a descontaminação das mãos entre 

um animal e outro com água clorada e utilização de pré e pós-dipping (Leite et al., 2013). 

Reprodutores infectados, porém assintomáticos, podem eliminar o vírus de forma 

intermitente no sêmen (Cruz et al., 2009). Logo, é de extrema importância manter nos rebanhos 

somente reprodutores negativos, assim como evitar o trânsito dos mesmos entre propriedades (Leite 

et al, 2013).  

Uma aliada na prevenção da disseminação do vírus nos sistemas de produção é a 

implementação das biotecnias da reprodução, como a utilização da inseminação artificial, com 

sêmen oriundo de animais sorologicamente negativos ou sêmen comprovadamente negativo pelo 

teste de PCR. A coleta de embriões in vivo e transferência dos mesmos, até o momento, vem sendo 

observada como uma boa ferramenta para evitar-se a disseminação do CAEV, pois não foi 

observada a infecção dos embriões após a utilização da técnica (Andrioli et al., 2002; Ali Al Ahmad 

et al., 2008).  



 

38 
 

O acompanhamento técnico é decisivo para o sucesso da produção, pois atuam no 

monitoramento de programas de prevenção das principais doenças, bem como no manejo 

nutricional, reprodutivo e intervenções curativas. Entretanto, a capacitação técnica, por vezes, é 

questionável quanto às medidas de controle para a CAE. Logo, é de extrema importância a 

capacitação de técnicos da iniciativa pública e privada no que se refere ao manejo sanitário 

(prevenção e controle) de enfermidades dos rebanhos (Leite et al, 2013; Mussi, 2014).  

 

3.4. BIOTÉCNICAS DA REPRODUÇÃO ANIMAL X RISCO DE TRANSMISSÃO DO VÍRUS 

DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAEV) 

 

3.4.1. Inseminação Artificial  (IA) 

A inseminação artificial (I.A.) é uma poderosa ferramenta de genética populacional, 

responsável pela elevação da produtividade, através da seleção de reprodutores geneticamente 

superiores, que usados como doadores de sêmen, aceleram o ganho genético na população caprina 

(Solano et al., 1999). É uma técnica reprodutiva importante, de baixo custo, segura, e uma das mais 

eficientes (Fonseca et al., 2010a).  

As vantagens da técnica são: melhoramento genético advindo do uso e da multiplicação de 

sêmens qualificados como superiores em testes de desempenho ou progênie; preservação de 

germoplasma de raças sob risco de extinção; controle de doenças sexualmente transmissíveis; 

programação da exploração com eventual controle do ciclo de produção; incremento no número de 

animais geneticamente superiores; redução dos custos com a manutenção de reprodutores machos 

nas propriedades; permite a utilização de sêmen de animais inutilizados para a monta natural por 

defeitos físicos adquiridos; permite a adoção de outras biotécnicas reprodutivas referentes à indução 

de estro e reprodução fora da estação reprodutiva, permitindo a programação dos partos, facilitando 

o manejo e oferecendo cabritos na  melhor época ao mercado (Traldi et al., 1994; Machado e 

Simplício, 1995; Neves et al., 2008).  

No Brasil, as primeiras inseminações em caprinos foram realizadas em 1954 (Machado e 

Simplício, 1995). Apesar do seu potencial no incremento à produtividade e por representar a 

primeira linha de biotecnologias da reprodução, a inseminação artificial nesta espécie ainda é pouco 

aplicada no Brasil em rebanhos de caprinos leiteiros e rebanhos de elite (Fonseca et al., 2010a). Isto 
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ocorre, em parte, devido às dificuldades e peculiaridades da técnica da reprodução de pequenos 

ruminantes. O pequeno número de reprodutores com disponibilidade de sêmen à venda e, em sua 

grande maioria, a disponibilidade de sêmen de animais não submetidos a testes apropriados que 

comprovem sua aptidão (teste de progênie) agravam o quadro (Fonseca et al., 2010b), além da falta 

de mão de obra qualificada e investimento inicial pelo produtor em material e sêmen de centrais.  

No final de 2014 a Embrapa Caprinos e Ovinos divulgou dados referentes ao “Teste de 

Progênie em Caprinos Leiteiros do Brasil” - “Programa de Melhoramento Genético da Embrapa de 

Caprinos Leiteiros” - Capragene®. O Programa visa a promoção do uso do sêmen via inseminação 

artificial e o fomento da comercialização e da valorização dos animais, traduzindo este investimento 

inicial em aumento da renda para os produtores (Embrapa, 2014).  

O número de inseminadores especializados vem crescendo nos últimos anos, graças ao 

“Programa de Melhoramento Genético da Embrapa de Caprinos Leiteiros” - Capragene® que vem 

promovendo cursos de inseminação aos funcionários das propriedades, aumentando o número de 

mão de obra treinada para realização da técnica, o que, em associação aos manejos sanitário e 

nutricional adequados, boa qualidade do sêmen e momento ideal para a inseminação, pode levar a 

uma taxa de prenhez de 70% - 75% (Nascimento, 2009; Esteves, 2011) em programas de 

inseminação artificial.  

 

3.4.1.1. Presença do vírus no sêmen 

A presença do CAEV no sêmen foi descrita pela primeira vez por Travassos et al, (1999), 

usando a técnica de PCR nested. Resumidamente, o estudo descreve a detecção do CAEV (DNA 

pró-viral ou RNA) em amostras de sêmen oriundas de animais soropositivos. Posteriormente, 

demonstrou-se a presença do CAEV em tecidos do trato genital masculino de bodes, naturalmente 

infectados, confirmando que a infecção é acompanhada pela presença do DNA pró-viral e RNA 

viral no plasma seminal e em outros elementos celulares do sêmen (Ali Al Ahmad et al., 2008). 

Ainda em 2008, Peterson et al., descreveram que em animais CAEV soropositivos também houve 

detecção de DNA pró-viral no ejaculado e no sêmen epididimal, assim como em tecidos (testículo e 

glândulas bulbo uretrais). A liberação do vírus no sêmen é intermitente e sem relação com a viremia 

dos animais (Cruz et al., 2009). 
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As células epiteliais do epidídimo são importantes para a capacidade de fertilização e 

motilidade do espermatozoide. Durante o trânsito seminal, o espermatozoide recebe proteínas das 

células epiteliais do epidídimo que estabilizam a membrana plasmática e previnem a reação 

acrossomal prematura (Charles et al., 2001). Esta interação íntima entre o espermatozoide e as 

células epiteliais do epidídimo pode aumentar a probabilidade da infecção seminal, desde que haja a 

infecção do tecido epididimário, resultando na secreção do patógeneo dentro do ducto (Lamara et 

al., 2013). 

Não há a descrição de uma quantidade de carga viral mínima presente no sêmen capaz de 

causar infecção. Alguns estudos demonstram que o estresse causado pelo aumento na atividade 

sexual durante a estação reprodutiva e durante os períodos com altas temperaturas do ambiente 

podem influenciar na presença do CAEV no sêmen no momento da coleta ou cópula (Andrioli et 

al., 2006; Peterson et al., 2008; Paula et al., 2009).  

Souza et al. (2013), ao inseminarem cabras sorologicamente negativas com sêmen oriundo 

de reprodutores também sorologicamente negativos e infectados com concentrações baixas e altas 

de CAEV, relataram que houve a soroconversão das fêmeas com ambas concentrações virais, 

porém as que receberam altas concentrações do vírus soroconverteram mais rapidamente. 

 

3.4.2. Produção in vivo de embriões  

 O primeiro registro de sucesso da transferência de embriões (TE) foi relatado em coelhos, por 

Heape, em 1890, e desde então várias espécies de animais domésticos foram submetidas a esta 

tecnologia (Betteridge, 2003). Em 1934, Warwick et al., relataram a primeira transferência de 

embriões em pequenos ruminantes. No entanto, seu uso comercial foi relatado apenas na década de 

1970, na América do Norte (Jainudeen et al., 2004). No Brasil, o sucesso da TE em caprinos foi 

descrito, pela primeira vez, por Jaume e Bruschi (1985). Todos os relatos de tal tecnologia em 

caprinos até 1990, envolveram o uso de procedimentos cirúrgicos de coleta, que têm sido 

restringidos em alguns países até que sejam desenvolvidas técnicas não cirúrgicas eficientes para 

este propósito (Embryo..., 1994). 

 Em caprinos, novas perspectivas surgiram com o registro da possibilidade de recuperação de 

embriões pela via cervical (Pereira et al., 1998). Atualmente, quase 100% das coletas de embriões 

caprinos no Brasil são realizadas pela via transcervical não cirúrgica (Fonseca et al.,2010a). 
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 A dilatação cervical é um ponto indispensável para a realização da lavagem uterina não 

cirúrgica. Em cabras, a administração de 0,5g de d-cloprostenol ou de 10mg de dinoprost, por via 

intramuscular, é recomendada entre 16 e oito horas antes da lavagem, respectivamente (Fonseca et 

al., 2011). Em caso de não ocorrer dilatação cervical, a mesma pode ser obtida em ovelhas por meio 

da administração de 200 g de misoprostol no fundo do saco vaginal, cinco horas antes da coleta de 

embriões (Gusmão et al., 2009).  

 A técnica de lavagem uterina pela via transcervical é segura e eficiente para recuperação de 

embriões produzidos in vivo em cabras. O procedimento descrito é simples, consome pouco tempo e 

possibilita ser repetido sucessivas vezes com relativamente poucos riscos e sequelas ao animal 

(Fonseca et al., 2011).  

 

3.4.2.1. Transmissão do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) por embriões produzidos in vivo 

 O DNA pró-viral e o RNA viral já foram identificados em líquido do lavado uterino, 

provenientes de coletas embrionárias cirúrgicas (Andrioli et al., 2002; Fieni et al., 2002; Cavalcante 

et al., 2013) de animais infectados, usando a técnica de PCR nested, entretanto nenhum embrião 

oriundo dessa técnica de coleta foi avaliado para a presença do CAEV.  

 Para determinar o risco de transmissão de CAEV na transferência de embriões (in vivo/ in 

vivo), foi feita a transferência de embriões de cabras soropositivas para CAEV, para receptoras 

soronegativas, após lavagens dos embriões com a utilização de tripsina (Ali Ahmad et al., 2008), 

seguindo as recomendações da “International Embryo Transfer Society (IETS)”: (1) embriões com 

zona pelúcida (ZP) intacta, (2) 10 lavagens com meio, trocando as ponteiras entre as lavagens e (3) 

lavagem representando uma diluição de 1/100 de tripsina.  Os cabritos nascidos das fêmeas 

soronegativas foram submetidos a protocolo imunossupressivo aos 30 dias de idade. Nenhum dos 

animais originados de embriões oriundos de fêmeas soropositivas e transferidos para cabras 

receptoras soronegativas, submetidos ao protocolo imunossupressivo até os quatro meses de idade, 

demonstraram soroconversão, assim como as receptoras após quatro meses de paridas, em nenhum 

dos métodos de diagnósticos utilizados (PCR nested, RT -PCR) (Andrioli, 2001).Foi demonstrado 

que os embriões oriundos de cabras soropositivas quando lavados adequadamente podem ser 

transferidos para cabras soronegativas para CAEV, sem risco de haver transmissão.  
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 Ali Al Ahmad et al., (2012) investigaram a localização celular do CAEV em tecido uterino 

de cabras soropositivas, utilizando a hibridização in situ e imunofluorescência com análise de laser 

confocal. A infecção do tecido uterino pelo CAEV foi confirmada pela presença de células com 

efeito citopático específico na hibridização. A imunomarcação dupla para p28 e citoqueratina, 

analisados por meio da imunofluorescência e análise confocal, demonstrou claramente que células 

epiteliais uterinas foram infectadas por CAEV in vivo.  

A presença de células epiteliais infectadas pelo CAEV no tecido do trato genital pode ter 

impacto na epidemiologia da doença, pois as células podem manter uma infecção latente sem uma 

reação inflamatória associada. O embrião ou feto poderia entrar em contato com o vírus durante a 

gestação e se infectar em diferentes fases do desenvolvimento. Isso explicaria a presença detectável 

do CAEV em lavagens uterinas de animais superovulados (Fieni et al., 2002; Ali Al Ahmad et al., 

2008) e nas secreções do pós-parto de cabras reprodutoras (Rowe et al., 1993).  

 A habilidade da zona pelúcida (ZP) em proteger os embriões de infecções, como no caso do 

CAEV, também já foi descrita para o herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV1) (Vanroose et al. 1997) e 

para o vírus da diarreia viral bovina (BVDV) (Vanroose et al. 1998). A capacidade de infecção 

pelos vírus BoHV1 e BVDV em embriões de oito células, livres de ZP, foi demonstrada nos 

mesmos estudos (Vanroose et al., 1997; Vanroose et al., 1998). Além disso, a capacidade de 

infecção pelo vírus da língua azul (BTV) no estágio de mórula e blastocisto também já foi 

demonstrada (Bowen et al., 1982; Penido et al., 2014). Entretanto, embriões jovens de bovinos, 

ratos e suínos, com zona pelúcida íntegra, demonstraram ser resistentes ao parvovírus bovino 

(BPV); citomegalovírus (CMV) e herpesvírus suíno tipo 1 (PRV), respectivamente (Neighbour, 

1978; Bowen, 1979; Bolin et al., 1981). Estes relatos sugerem uma susceptibilidade diferente à 

infecção viral em embriões jovens, que podem ocorrer devido a: (1) expressão de receptores 

funcionais na superfície destas células; (2) fatores de transcrição e (3) ausência de repressores anti-

virais (Ali Al Ahmad et al., 2006). 

 O risco de alterar a ZP de embriões jovens produzidos in vivo é mínimo, enquanto que o 

mesmo é aumentado quando os embriões são manipulados para a transferência ou na produção in 

vitro, o que, por consequência, aumenta o risco de infecção por CAEV. Alguns estudos tem 

demonstrado que a infecção de embriões bovinos jovens pelo BVDV (Booth et al., 1998; Vanroose 

et al., 1998) ou BoHV1 (Vanroose et al., 1997) interfere no desenvolvimento dos mesmos. 
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Entretanto, esta interferência parece ser dependente da virulência das amostras de BVDV. Não foi 

demonstrado nenhum efeito negativo do CAEV sobre o desenvolvimento de embriões com ZP 

intacta ou ZP livres em cabras jovens (Lamara et al., 2002), e nem nas ovulações (Souza et al., 

2013) ou na produção embrionária (Ali Al Ahmad et al., 2006).  

 

3.4.3. Produção in vitro de embriões X infecção experimental  

 A produção in vitro de embriões (PIVE) vem sendo gradativamente incorporada nos 

programas de melhoramento animal como técnica de multiplicação, sendo que seu uso tem 

aumentando significativamente no país. De fato, o Brasil hoje ocupa uma posição de destaque no 

cenário mundial com consequente reconhecimento internacional, sendo responsável por quase 50% 

da produção mundial de embriões bovinos produzidos in vitro (Viana & Camargo, 2007). 

Entretanto esta técnica não é de grande expressão em caprinos, seja na produção comercial ou em 

estudos científicos. Somente um grupo de pesquisadores no Brasil vem utilizando a PIVE caprina e 

a mesma é aplicada principalmente para produção de animais transgênicos, visando a produção de 

proteínas recombinantes (Freitas et al., 2014).  

 O CAEV está presente em células do complexo cumulus oócito quando infectadas in vitro e 

avaliados pela técnica de imunohistoquímica (Lamara et al., 2001), bem como pela presença de 

DNA pró-viral nas células do cumulus oriundos de animais naturalmente infectados. Entretanto, 

nenhum dos oócitos após a remoção das células foi positivo na detecção de DNA pró-viral (Ali Al 

Ahmad et al., 2005), indicando que poderia haver resistência à infecção viral pelos oócitos. Por 

outro lado, Cavalcante et al. (2013) identificaram RNA viral em oócitos desnudos, possivelmente 

aderido à zona pelúcida.  

Estudos referentes à produção in vitro de embriões reportam que pode haver a disseminação 

do CAEV dependendo do sistema de cultivo embrionário. A utilização de monocamada oriunda de 

células epiteliais do oviduto infectadas experimentalmente é capaz de suportar a replicação viral 

(Lamara et al., 2002a) e infectar embriões jovens sem ZP (Ali Al Ahmad et al., 2006), assim como 

em embriões infectados in vitro com remoção da ZP também pode haver infecção da monocamada 

pelo CAEV (Lamara et al, 2002b). A utilização de células epiteliais de oviduto provenientes de 

animais comprovadamente negativos para o CAEV é extremamente importante, devido à 

possibilidade de multiplicação do vírus em sistemas de cultivo de monocamada embrionário 
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(Lamara et al., 2002a) ou pode-se optar pelo uso de sistemas de cultivo embrionário livres de 

células somáticas. 

Os meios utilizados na PIVE, como soro de animal em estro, também podem ser fontes de 

contaminação viral, em função do contato direto com o embrião até o momento da transferência 

(Stringfellow e Givens, 2000). 
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CAPÍTULO I 

Ocorrência do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) em propriedades leiteiras do estado 
de Minas Gerais, Brasil 

Nascimento-Penido, P.M.P.; Penido, A.O.; Galinari, G.C.F.; Leite, R.C. 

 

RESUMO 

Objetivou-se no presente estudo identificar a ocorrência de infecção pelo vírus da artrite encefalite 

caprina (CAEV) em propriedades produtoras de leite caprino com sistema intensivo no estado de 

Minas Gerais. Foram avaliadas cinco propriedades, localizadas em cidades distintas, totalizando 

1072 animais, sendo 48 machos e 1024 fêmeas de diferentes faixas etárias, das raças Toggenburg, 

Alpina e Saanen. O método de diagnóstico utilizado foi o de imunodifusão em ágar gel (IDGA), 

para detecção de anticorpos anti-CAEV, por ser o diagnóstico preconizado pela OIE medidas 

estratégias sanitárias para o controle da CAE, como a realização de exames roti. A ocorrência de 

anticorpos anti-CAEV nas propriedades estudadas foi de 49,5% (531/1072), entretanto a mesma 

variou de acordo com a propriedade. Foram observados os seguintes resultados por propriedade: 

propriedade 1 - 69,6% (156/224); propriedade 2 - 41,5% (47/113); propriedade 3 - 40,3% (63/156); 

propriedade 4 - 24,6% (18/73) e propriedade 5 - 48,8% (247/506). Do total de machos avaliados, 

14,5% (7/48) apresentaram sorologia positiva. De acordo com os resultados, uma alta ocorrência de 

animais soropositivos foi identificada no estado de Minas Gerais, o qual possui um dos maiores 

rebanhos de cabras leiteiras do Brasil. Portanto, salienta-se a necessidade de se adotar neiros nas 

propriedades e a separação de animais infectados dos sadios. A exclusão de reprodutores positivos 

nas propriedades também é uma medida de controle, pois já foi demonstrado que estes são uma via 

de transmissão importante.  

 

ABSTRACT 

The objective of the present study was to identify the occurrence of caprine arthritis encephalitis 

virus (CAEV) infection in dairy goat farms with intensive system in Minas Gerais State. Five 

properties were evaluated, totaling 1072 animals, being 48 males and 1024 females of different ages 

and breeds (Toggenburg, Saanen and Alpine). The diagnostic method used was the agar gel 
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immunodiffusion (AGID) test, to detect antibodies anti-CAEV, which is the diagnostic test 

recommended by OIE. The occurrence of anti-CAEV antibodies in the properties was 49.5% 

(531/1072). The anti-CAEV antibodies detection varied according to the property: property 1 - 

69.6% (156/224); property 2 - 41.5% (47/113); property 3 - 40.3% (63/156); property 4 - 24.6% 

(18/73) and property 5 - 48.8% (247/506). Of the total sampled males, 14.5% (7/48) were 

serologically positive. According to the results, there is a high occurrence rate of CAEV-

seropositive animals in Minas Gerais, which has one of the largest Brazilian dairy goat herds. 

Therefore, it is essential to adopt strategies for CAE control, such as a routine of diagnostics tests in 

the properties and the separation of healthy from infected goats. The elimination of positive 

breeding animals in the properties is also a measure of control because it has been shown that these 

are an important route of CAEV transmission in dairy farms. 

 

1. INTRODUÇÃO 

O vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) é um Lentivírus, pertencente à subfamília 

Orthoretroviridae e família Retroviridae (International Commitee on Taxonomy of Viruses, 2013). 

O vírus causa uma doença crônica de evolução lenta com sinais clínicos variados. Em animais 

jovens, a encefalomielite é o principal sinal. Já em animais adultos observa-se o aumento de volume 

das articulações, principalmente do carpo, pneumonia intersticial crônica e mamites severas com 

perda de peso progressiva e diminuição da produção leiteira (Cork e Narayan, 1980).  

 A principal via de transmissão do CAEV nos animais ocorre principalmente durante os 

primeiros meses de vida, pela ingestão de leite ou colostro de cabras infectadas (Gouveia et al., 

1994). Contudo, a introdução de fêmeas infectadas nos rebanhos (Lima, 2013); a utilização de 

tatuadores sem desinfecção prévia; a deficiência na higienização das ordenhadeiras; a reutilização 

de material descartável (Gouveia et al., 2009); a presença de gametas (Lamara et al., 2001; Paula et 

al., 2009) e/ou embriões (Lamara et al., 2002) infectados, também são potenciais disseminadores da 

doença, bem como o sistema de manejo empregado. Mussi (2014) descreveu que a maioria dos 

sistemas de produção de leite no estado de Minas Gerais é do tipo intensivo confinado, o que pode 

favorecer a transmissão de agentes infecciosos, como o CAEV, pelo íntimo contato entre os 

animais.  
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Poucos são os estudos referentes as perdas econômicas causadas pela CAE. Entretanto 

Peterhans et al. (2004) descreveram pode haver uma diminuição de 10%, aproximadamente. A 

queda na produção de leite ocorre devido à inflamação da glândula mamária, levando a uma 

redução na função do alvéolo mamário e lise de vários componentes do leite (Leitner et al., 2004). 

Estudos soroepidemiológicos demonstram que o CAEV está disseminado em muitos estados 

do território nacional (Almeida et al., 2001; Pinheiro et al., 2001; Yorinori et al., 2003; Lara et al., 

2005; Silva et al., 2005; Lilenbaum et al., 2007; Bandeira et al., 2009; Lima et al., 2009; Vinicius et 

al, 2009; Sobrinho et al., 2010; Lara et al., 2011; Lima et al., 2011; Martins e Lilenbaum, 2011; 

Sampaio Junior et al., 2011; Rêgo et al., 2011; Veschi et al., 2011; Lima et al., 2013). Entretanto, a 

grande maioria destes estudos está concentrada na região nordeste do país, onde está a maior 

população caprina do Brasil, sendo 50% desta concentrada nos estados da Bahia e Pernambuco 

(IBGE, 2012).  

De acordo com pesquisas realizadas pelo IBGE (2012) no estado de Minas Gerais, houve 

aumento na população caprina leiteira, o que, consequentemente, enfatiza a importância de estudos 

sobre ocorrência do CAEV nas propriedades. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi 

identificar a ocorrência de animais soropositivos para CAEV em propriedades produtoras de leite 

caprino, com sistema de criação intensivo confinado, no estado de Minas Gerais.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

Foram analisadas amostras de soro de 1072 animais, sendo 1024 fêmeas com idade entre seis 

meses e nove anos e 48 machos na mesma faixa etária, das raças Saanen, Alpina e Toggenburg, nos 

anos de 2012 e 2013.Os animais encontravam-se em cinco propriedades com sistema de criação 

intensivo confinado, estando localizadas em três regiões produtoras de leite distintas no estado de 

Minas Gerais, sendo selecionadas por serem as propriedades maiores e mais tradicionais na 

produção leiteira caprina. As cinco propriedades utilizavam pelo menos uma estratégia de controle 

para a CAE (tabela 1). 

As fêmeas eram mantidas em sistema intensivo confinado de produção e separadas de acordo 

com o “status” de produção (pluríparas lactantes, pluríparas não lactantes e nulíparas), assim como 

os reprodutores.  
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Tabela 1. Medidas estratégicas para controle da CAE adotadas nas propriedades. 

Prop. Medidas de controle 

 
Separação por 

idade 
*Linha de 
ordenha 

**Tratamento 
térmico 

Mamadeira 
individual 

****Diag. 
sorológico 

****MN 

1 - - - - - - 

2 - - + - - - 

3 + - - - - - 

4 + + + + + + 

5 - - + - - + 

Prop: Propriedade. 

*Linha de ordenha e higienização correta do equipamento utilizado 

**Tratamento térmico do leite e colostro. 

***Diagnóstico sorológico realizado a cada seis meses. 

****Monta natural com reprodutores negativos para CAEV. 

 

O sangue foi coletado em tubos de 10 mL, através de venopunção da jugular externa com o 

auxílio do sistema Vacutainer® sem EDTA, após prévia limpeza da região com algodão embebido 

em álcool 70%. Logo após a coleta, o sangue foi centrifugado (1200 xg/ 10 min) e os soros oriundos 

das amostras foram armazenados em microtubos de 1,5 mL e mantidos congelados (-20º C) até o 

momento da realização do diagnóstico sorológico. 

O diagnóstico utilizado foi o teste de imunodifusão em ágar gel (IDGA) comercial (Biovetech®, 

Recife – Brasil). As amostras de soro foram distribuídas em três poços alternados no volume de 

30µL. Em outros três poços, também alternados, adicionou-se os soros controles, no volume de 10 

µL e no centro da roseta, o antígeno foi adicionado. A primeira leitura foi realizada após 48 horas 

de incubação e foi confirmada após 72 horas de incubação, com o auxílio de luz artificial 

proveniente de uma câmara escura. Foram considerados positivos os soros que formaram uma linha 

de precipitação (linha de identidade) nas regiões de contato antígeno-anticorpo. 

O método de análise estatística utilizado foi o Teste de Fisher (p<0,05). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Todas as propriedades possuíam histórico da doença e alguns animais demonstravam sinais 

clínicos sugestivos de CAE, como aumento da região do carpo e nódulos nas glândulas mamárias, 

relacionados com quadros de artrite e mamite.  

A ocorrência de animais com anticorpos anti-CAEV nas cinco propriedades avaliadas foi de 

49,5% (531/1072), em animais de idades entre seis meses a nove anos de idade. Esta ocorrência é 

superior à demonstrada pela literatura consultada: Almeida et al., 2001 – 13,4% (215/1605); 

Pinheiro et al., 2001- 1% (40/4019); Yorinori et al., 2003 – 0,3% (4/1294); Lara et al., 2005 - 

15,5% (30/199); Silva et al, 2005 – 2,71% (5/184) ; Lilenbaum et al., 2007 – 14,2% (79/541); 

Madureira et al. 2007 – 34,9% (96/275); Bandeira et al., 2009 – 14,5% (87/600); Lima et al., 2009 

– 0,1% (0/150); Vinicius et al, 2009 – 22,8% (13/57); Sobrinho et al., 2010 – 2,7% (23/843); Lara 

et al., 2011 – 15,5% (30/199); Lima et al., 2011 - 0,87% (6/693); Sampaio Junior et al., 2011 – 

4,2% (20/480); Rêgo et al., 2011 - 0.97% (7/723); Veschi et al., 2011 - 12,05% (135/1120); Lima et 

al., 2013 - 0,29% (2/663). Todos os trabalhos citados utilizaram o IDGA como método de 

diagnóstico, porém, a maioria refere-se a sistemas de produção extensivo ou semi-intensivo, 

diferindo das propriedades avaliadas no presente estudo. 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a ocorrência de animais 

soropositivos para CAEV é elevada em criações de caprinos leiteiros criados em sistema de 

produção intensivo confinado no Estado de Minas Gerais. Entretanto, a ocorrência da 

soropositividade variou de acordo com a propriedade: propriedade 1 – 69,6% (156/224); 

propriedade 2 – 41,5% (47/113); propriedade 3 - 40,3% (63/156); propriedade 4 – 24,6% (18/73) e 

propriedade 5 – 48,8% (247/506) (figura 1). A ocorrência de animais soropositivos para CAEV na 

propriedade 1 diferiu (p<0,05) das propriedades 2, 3, 4 e 5, assim como a ocorrência de animais 

soropositivos para CAEV na propriedade 4 diferiu estatisticamente (p<0,05) das propriedades 2, 3 e 

5, de acordo com o Teste de Fisher.  
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Os estudos realizados no estado de Minas Gerais, demonstraram uma baixa ocorrência quando 

comparado com os resultados no presente estudo: Yorinori et al., 2003 (0,3% - 4/1294) e Vinicius 

et al., 2009 (22,8% - 13/57). Entretanto, ambos trabalhos utilizaram animais sem raça definida e em 

sistema extensivo de criação.  

A prevalência do CAEV é mais alta em animais puros do que em animais mestiços ou sem raça 

definida (Melo e Franke, 1997; Almeira et al., 2001; Sampaio Junior et al., 2011), bem como em 

sistema intensivo confinado. Este tipo de sistema funciona como um dos fatores que aumentam a 

frequência de infecção dos animais, devido ao estreito contato entre os animais em rebanhos 

leiteiros com criação intensiva confinada (Yorinori et al., 2003; Lima et al., 2013; Mussi, 2014). 

Esse fato pode explicar essa divergência nos resultados, uma vez que todas as propriedades 

avaliadas possuíam sistema intensivo confinado e todos os animais eram puros. Martins e 

Lilenbaum (2011) ao trabalharem com animais puros criados em um sistema de criação intensivo 

confinado, obtiveram uma ocorrência de 40,73% (101/248) no Estado do Rio de Janeiro, dados 

mais próximos aos encontrados neste estudo. 

Sinas clínicos relacionados à doença, como aumento do carpo causando problemas de 

locomoção dos animais, mamites severas com nodulações nas glândulas mamárias e pneumonias 

com secreções purulentas foram observadas em todas as propriedades, entretanto esses achados não 

foram avaliados isoladamente.   

Figura 1. Ocorrência de animais soropositivos para CAEV em propriedades 
produtoras de leite caprino no Estado de Minas Gerais (letras diferentes, 
diferem-se entre si (p<0,05).  

a

b b
b

c
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O diagnóstico sorológico deve ser empregado a cada seis meses, afim de identificar os animais 

positivos e separá-los do restante do rebanho, ou mesmo eliminá-los (Pinheiro et al, 2001). Esta não 

é uma estratégia empregada pela maioria dos produtores. Apenas a propriedade 4 realizava este tipo 

de diagnóstico e empregava o tratamento térmico do leite e colostro oferecidos aos recém nascidos 

em mamadeiras individualizadas (tabela 1). A separação dos animais positivos e por idade também 

eram estratégias utilizadas, podendo justificar a menor ocorrência de animais soropositivos (24,6%) 

nesta propriedade, entre as cinco avaliadas. 

As propriedades 1, 2, 3, e 5 empregavam algum tipo de estratégia de controle da CAE 

isoladamente ou às vezes duas estratégias, tais como: separação dos animais por idade; ou 

tratamento térmico do leite; ou banco de colostro; ou linha de ordenha para animais com sinais 

clínicos; e higienização das ordenhadeiras (tabela 1). Por outro lado, todas elas reutlizavam 

materiais descartáveis e não higienizavam os tatuadores, demonstrando a necessidade de adoção de 

medidas de controle e prevenção para a doença. 

Do total de machos avaliados, 14,5% (7/48) apresentaram sorologia positiva para CAEV. O 

CAEV é liberado no sêmen de forma intermitente (Cruz et al., 2009) e independentemente da época 

em que ocorre a soroconversão (Paula et al., 2009), sendo uma provável fonte de transmissão do 

vírus. A monta natural e a inseminação artificial eram empregadas nas propriedades 1, 2, 3 e 5. 

Porém, não era feito o diagnóstico para CAE nos reprodutores utilizados, os quais eram do próprio 

rebanho ou muitas vezes eram oriundos de empréstimos de reprodutores entre produtores, com o 

objetivo de melhorar a genética. Somente a propriedade 4 utilizava a inseminação artificial e monta 

natural com reprodutores soronegativos para CAEV. 

A desinformação dos produtores em relação à CAE e às vias de transmissão da mesma, assim 

como a falta de técnicos qualificados para a implementação de medidas estratégicas de prevenção e 

controle da doença são fatores determinantes para o insucesso de um programa de controle sanitário 

da CAE. 

A alta ocorrência da CAE em sistemas de produção de leite caprino tem um impacto negativo, 

afetando em até 10% a produção leiteira (Peterhans et al., 2004). Logo, é de extrema importância 

que estratégias de prevenção e controle sejam implementadas nos rebanhos, tais como: testes 

sorológicos a cada seis meses, com a separação de animais positivos e negativos; tratamento 

térmico do leite oferecido aos recém nascidos e banco de colostro oriundo de cabras 
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comprovadamente negativas; desinfecção de utensílios comuns, como tatuadores e teteiras das 

ordenhas; inutilização de materiais descartáveis; utilização de reprodutores negativos em cabras 

negativas e a utilização da inseminação artificial em cabras positivas.  

 

4. CONCLUSÃO 

No presente trabalho, uma alta ocorrência de animais soropositivos para CAEV em rebanhos 

caprinos leiteiros que utilizavam sistema de produção intensivo confinado no Estado de Minas 

Gerais foi observada, o que pode ter um impacto negativo direto na produção leiteira, podendo 

causar grandes perdas econômicas. Desta forma, salienta-se a necessidade de implementação de 

programas de controle e prevenção da doença. 
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CAPÍTULO II 

Detecção do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) no trato reprodutivo de cabras 
leiteiras naturalmente infectadas 

Nascimento-Penido, P.M.P.; Fonseca, J.F.; Santos, G.B.; Prates, T.J.; Kassar, T.C.; Fideles, 
C.R.; Leite, R.C. 

 

RESUMO 

Objetivou-se avaliar a presença do vírus da CAE (DNA e RNA) em amostras oriundas de líquido do 

lavado uterino, embriões e tecidos uterino e ovariano de fêmeas caprinas leiteiras naturalmente 

infectadas . Oito cabras pluríparas, sorologicamente positivas no teste de “Western Blotting” foram 

selecionadas como doadoras de embriões. Durante as coletas embrionárias, todo o líquido 

proveniente foi recuperado e centrifugado (800 x g), o pellet identificado foi submetido a esfregaço 

e o restante do material uma parte foi adicionada a RNA later e outra congelada a -20º C. Os 

embriões recuperados através das lavagens transcervicais foram submetidos à punção de massa 

celular interna, com auxílio de micromanipulador e duas partes foram individualizadas, sendo: 

massa celular interna e zona pelúcida.  Ao final do experimento quatro das cabras doadoras foram 

enviadas para o abatedouro, onde se recuperou o trato reprodutivo (vagina, cervix, útero e ovários). 

O material foi transportado em NaCl 0,9% à 35ºC e processado no laboratório no período de até 

duas horas após o abate. Todas as amostras foram submetidas ao diagnóstico por PCR Nested. Os 

resultados não revelaram células do sistema imune no esfregaço do pellet, entretanto após a 

concentração viral foi possível identificar DNA pró-viral assim como RNA viral, demonstrando que 

o vírus estava presente no líquido do lavado. Os tecidos estudados também demonstraram-se 

positivos para a presença de pró-vírus e vírus, indicando que pode estar ocorrendo replicação viral 

no trato reprodutivo. Este fato demonstra que a via uterina poderia ser uma rota de transmissão do 

CAEV podendo gerar um impacto epidemiológico. Entretanto, os embriões oriundos deste meio, 

nas duas porções: zona pelúcida e massa celular interna não foram positivas para DNA ou RNA 

viral, o que confirma a capacidade de proteção da zona pelúcida nos mesmos. A lavagem 

transcervical demonstrou-se auxiliar na eliminação do vírus no trato reprodutivo, uma vez que a 

quantidade de líquido infundido ajuda na diluição do mesmo. Logo, pode-se sugerir que embriões 
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oriundos de cabras naturalmente infectadas, mesmo na presença de pró-vírus e vírus livre no lúmen 

uterino aparentemente não são permissivos a infecção pelo CAEV, devido à presença de zona 

pelúcida íntegra e que a lavagem transcervical é auxiliar na desinfecção dos mesmos.  

 

ABSTRACT 

The objective of the study was to evaluate the presence of the CAEV (DNA and RNA) in samples 

from the uterine lavage fluid, embryos and uterine and ovarian tissue of naturally infected dairy 

goats. Eight pluriparous goats, serologically positive in "Western blotting" test were selected as 

embryo donors. During embryonic collections from all liquid was recovered and centrifuged (800 x 

g), the identified pellet was subjected to smear staining and was added to one part and another RNA 

later frozen at -20 °C for pro -viral DNA and viral RNA extraction. Embryos recovered through the 

transcervical washes underwent inner cell mass puncture was performed by a micromanipulator and 

two parties were individualized, the inner cell mass and zona pellucida. At the end, four of the 

donor goats were sent to the slaughterhouse, where the reproductive tract (vagina cervix, uterus and 

ovaries) was recovered. The material was transported in 0.9% NaCl at 35 ° C and processed in the 

period up to two hours after slaughter. All samples were tested by nested PCR. Results showed no 

immune cells in the pellet. However, after viral concentration, proviral DNA and viral RNA were 

identified, demonstrating that the virus was present in the lavage fluid indicating viral replication in 

the reproductive tract might be occuring. This fact demonstrates that the uterus could be a route of 

transmission, which could thave an epidemiological impact. However, the two parts: of the embryo 

the zona pellucida and inner cell mass did not demonstrated the expression of DNA or RNA, which 

confirms the protection of zone pellucida. The transcervical flushing is a potentially aid in the 

elimination of virus in the reproductive tract, due to the amount of liquid infused in the reproductive 

tract. Therefore, embryos derived from naturally infected goats, even with the presence of pro-virus 

and free virus in uterine lumen are apparently non-permissive to CAEV infection due to the 

presence of intact zone pellucida and transcervical flushing might disinfect them. 
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1. INTRODUÇÃO 

O vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) é um RNA vírus, do gênero Lentivirus, da 

família Retroviridae (Cork et al., 1974) e causa em animais adultos artrites crônicas, pneumonia 

intersticial e mamites com a redução da produção leiteira (Cheevers et al., 1988) e em em animais 

jovens, leucoencefalomielites (Cork et al., 1974). A CAE possui tropismo por monócitos e 

macrófagos, consequentemente todas as excreções e secreções do corpo podem estar infectadas 

(Narayan et al.,1993; Fieni et al., 2003).  

O controle da CAE baseia-se no teste sorológico dos animais, seguido de medidas de 

manejo que visam a separação entre mães e crias precocemente, acompanhada de alimentação 

artificial com colostro e leite tratados termicamente ou sucedâneos (Peretz et al., 1993; EMBRAPA, 

1994; Gouveia et al., 1994; Rowe e East, 1997). Entretanto, com a propagação de genética de alto 

valor entre países, estados e cidades, a prevenção torna-se mais complexa, uma vez que a 

transferência de genética, seja por embriões ou gametas, pode ser uma via de transmissão, lenvando 

à disseminação do vírus (Leite et al., 2013).  

A principal via de transmissão do CAEV nos animais ocorre pela ingestão de leite ou 

colostro de cabras infectadas (Gouveia et al., 1994). Contudo, a introdução de fêmeas infectadas 

nos rebanhos acelera a disseminação do vírus (Lima, 2013), assim como a transmissão venérea e 

contato com sangue de animais infectados (Brülisauer et al., 2005). Nos últimos anos, muito se 

evoluiu em relação às biotecnologias da reprodução, seja na comercialização de sêmen para os 

programas de inseminação artificial ou na transferência de embriões in vivo e produção embrionária 

in vitro, gerando uma preocupação inerente à transmissão vertical via gametas e embriões (Leite et 

al., 2013).  

A infecção pelo CAEV em células do cumulus (Ali Al Ahmad, et al. 2005) e da granulosa 

(Lamara et al., 2001) assim como oviduto uterino e lavado oriundo de coletas embrionárias (Fieni et 

al., 2003; Lamara et al., 2002), através da identificação do DNA pró-viral, já foi descrita por outros 

autores. 

Células epiteliais do útero, também demonstraram-se susceptíveis à infecção pelo CAEV 

(Ali Al Ahmad et al., 2012). Porém, a maioria dos estudos foram realizados com embriões e sêmen 

de sistemas de produção in vitro (Lechat et al., 2005; Ali Al Ahmad et al., 2006; Cruz et al., 2009; 
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Ali Al Ahmad et al., 2012; Fieni et al., 2012), onde a carga viral para a infecção das estruturas é 

conhecida e normalmente alta, o que em animais naturalmente infectados é desconhecido.  

Estudos relatando a produção de embriões de origem in vivo de animais naturalmente 

infectados no Brasil e a presença do vírus em animais oriundos de propriedades com sistemas 

intensivos de produção leiteira são escassas. Estes estudos são de extrema importância para a 

compreensão da distribuição viral no trato reprodutivo dos animais infectados, uma vez que não há 

a identificação do vírus no interior de embriões com zona pelúcida íntegra (Fieni, et al. 2002) ou 

oócitos (Ali Al Ahmad, et al. 2005).  

Neste estudo, objetivou-se identificar a presença do CAEV na forma de DNA pró-viral e 

RNA no útero e ovário, bem como no líquido do lavado uterino e embriões (massa celular interna e 

zona pelúcida) provenientes de cabras naturalmente infectadas.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA) sob o protocolo de n. 09/2013 

(Anexo 1). 

 

2.1. LOCALIZAÇÃO E CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS 

O experimento foi realizado na Região da Zona da Mata Mineira, microrregião de Juiz de Fora, 

durante a estação de anestro estacional. A microrregião apresenta 21º 35’ S (latitude), 43º 15’ W 

(longitude), 435 metros de altitude e segundo a classificação de Köppen o clima da região é do tipo 

Cwa, caracterizado por invernos secos e verões chuvosos, temperatura média anual entre 18,0 °C a 

23,0 °C e precipitação pluviométrica anual média de 1581mm3.  

 

2.2.  SELEÇÃO DOS ANIMAIS 

Os animais foram selecionados segundo o diagnóstico sorológico de “Western Blotting” 

positivo para CAEV, dispobilizado pelo proprietário. O diagnóstico havia sido realizado dois meses 

antes do início do estudo. 

Oito cabras da raça Toggenburg, com média de peso 56,4 ± 13,6Kg, escore da condição 

corporal 3,5 ECC ± 0,85 e idade de cinco a sete anos de idade foram selecionadas como doadoras de 
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embriões. As fêmeas foram mantidas em sistema intensivo confinado de produção, onde os mesmos 

recebiam concentrado comercial, silagem, feno e sal mineral no cocho e água ad libitum.  

As fêmeas foram submetidas a exame clínico ginecológico e ultrassonografia para a 

confirmação da ausência de patologias uterinas e ovarianas. As fêmeas identificadas como positivas 

frente ao diagnóstico sorológico de “Western Blotting” e sem patologias no sistema reprodutivo 

foram inseridas no estudo.  

Dois bodes da raça Toggenburg com idade de seis e sete anos, respectivamente, foram utilizados 

como reprodutores. Os mesmos foram considerads negativos para o CAEV, após a realização do 

diagnóstico de PCR – nested. 

 

2.3.  PROTOCOLO HORMONAL E ACASALAMENTO 

As doadoras de embriões foram submetidas ao protocolo de sincronização e superovulação 

(ANEXO 2 – Protocolo 9). Vinte e quatro horas após a retirada das esponjas iniciou-se a detecção do 

estro, seguida do acasalamento por monta natural pelos machos, a cada 12 horas (duas vezes ao dia), 

até o momento em que as fêmeas não aceitassem mais a cópula. Após oito dias realizou-se a coleta 

embrionária por meio da técnica transcervical.  

 

2.4.  COLETA DE EMBRIÕES E RECUPERAÇÃO DE AMOSTRAS 

Para a coleta de embriões foi utilizada a técnica de coleta transcervical, descrita por Fonseca et 

al. (2013). Os animais foram tranquilizados com acepromazina 1% (um mL/100kg) i.m. (Acepran, 

Vetnil, Louveira, Brasil) e realizou-se anestesia na região sacrococcígea (epidural) com lidocaína 

sem vasodilatador (dois mL/animal). Os mesmos foram mantidos em troncos próprios para 

contenção. 

Os embriões recuperados das lavagens uterinas foram mantidos em meio “Holding” (Vitrocell 

Embriolife, Campinas, Brasil) e enviados para o laboratório de Reprodução Animal – Embrapa Gado 

de Leite, onde foi realizada a aspiração do material do interior da zona pelúcida (massa celular 

interna) com o auxílio de micromanipulador (Zeiss® - Axiovert 135M, Califórnia, EUA). Para evitar 

a contaminação da massa celular interna pela possível presença do vírus na zona pelúcida, após a 

retirada do material, o mesmo foi adicionado a uma segunda gota com meio específico para 

produção embrionária (Figura 1). Somente embriões com zona pelúcida íntegra foram aspirados. 
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Logo, foram identificadas duas amostras para cada pool de embrião, oriundo da mesma cabra (massa 

celular interna e zona pelúcida). Estes foram submergidos em RNA Later Stabilization Reagent 

(Qiagen, Hilden, Alemanha), na proporção de 1:10, afim de manter a integridade do vírus.  

Embriões eclodidos também foram mantidos em RNA Later Stabilization Reagent (Qiagen, 

Hilden, Alemanha) até o momento da extração do DNA pró-viral e RNA viral e posterior realização 

de PCR Nested.  

 

               

 

 

 

 

Durante as lavagens uterinas, todo o líquido oriundo da infusão foi recuperado em becker 

esterilizado e tampado, de modo que somente a ponta do filtro coletor permanecesse dentro do 

recipiente.  

Logo após a coleta e seleção dos embriões, o líquido foi centrifugado em tubo tipo Falcon de 

50 mL (800 x g/ 10 min). O líquido recuperado de dentro do filtro juntamente com células de 

descamação do endométrio, após à seleção embrionária, também foi adicionado ao tubo tipo Falcon 

e centrifugado. Subsequentemente à centrifugação, realizou-se esfregaço do pellet sobre lâmina 

comum e o mesmo corado com panótico rápido, com o objetivo de visualizar células do sistema 

imune que pudessem ser relacionadas com a presença do vírus. A leitura foi realizada em 

microscópio (Microscópio Óptico Leica® Microsystems – DM4000, Alemanha) no aumento de 400 

x.  

 

 

Figura 1. A - Micromanipulador – seta indica as gotas onde os 
embriões foram acondicionados, aspirados e transferidos para nova 
gota; B – Imagem do embrião com zona pelúcida íntegra com a 
aspiração da massa celular interna.

A  B 
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O restante do pellet foi dividido em duas partes: uma armazenada em microtubo a -20º C e a 

outra adicionada em RNA Later Stabilization Reagent (Qiagen, Hilden, Alemanha) (1:10) para 

posterior extração de genoma viral e pró-viral. O líquido uterino também foi armazenado -20º C e 

posteriormente realizou-se o protocolo de concentração viral (Anexo 2 – Protocolo 5). 

Quatro dos oito animais submetidos às coletas embrionárias foram enviados ao abatedouro, 

seguindo-se as normas do abate humanitário. Recuperou-se o trato reprodutivo (vagina, cervix, 

útero e ovários) dos mesmos, utilizando-se luvas individuais para cada animal e os acondicionado 

em NaCl 0,9% à 35ºC, também de forma individualizada. O material foi transportado até o 

laboratório e processado no mesmo dia, no período de duas horas após o abate. O material foi 

acondicionado em sacos estéreis, os quais foram mantidos a temperatura de -20ºC, até o momento 

da extração de DNA. 

No momento do processamento dos tecidos, o fluido folicular foi aspirado e enviado para a 

identificação do vírus na forma de pró-vírus e vírus livre.  

 

2.5. DIAGNÓSTICO POR PCR 

Todas as amostras recuperadas foram enviadas para a extração de DNA, RNA ou ambos, de 

acordo com a origem. Para a extração de DNA pró-viral foram utilizados dois kits: DNA mini kit® 

(Qiagen®, Hilden, Alemanha) e Cador Pathogen®(Qiagen®, Hilden, Alemanha), assim como para 

RNA viral RNA mini kit® (Qiagen®, Hilden, Alemanha) e Cador Pathogen®(Qiagen®, Hilden, 

Alemanha). Embriões são amostras extremamente pequenas, logo para a extração de DNA pró-viral 

e RNA viral dos embriões adotou-se o mini kit Cador Pathogen®, pois tem a característica de extrair 

ambos ao mesmo tempo.(Anexo 2 – Protocolos 2, 3 e 4). Após a extração realizou-se PCR Nested 

de todas as amostras. A relação tipo da amostra e mini kit utilizado encontra-se na tabela 1.  
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Tabela 1. Tipo de amostra coletada e kit utilizado para a extração de DNA ou RNA viral 

Amostra DNA mini kit® RNA mini kit® Cador Pathogen® 

Pellet centrifugação após coleta X   

Pellet após clarificação   X 

Após concentração viral  X  

Tecido uterino e ovariano X   

Fluido folicular   X 

Embriões   X 

 

Após a extração de RNA, foi realizada a síntese de cDNA no mesmo dia, utilizando a enzima 

MML V, segundo as recomendações do fabricante (Promega – EUA) (Anexo 2 – Protocolo 8).  

A integridade do DNA ou cDNA foi avaliada pela amplificação dos primers do gene β-actina 

caprina (Ali Al Ahmad et al., 2008 - Anexo 2 – Protocolo 7) . Como controle positivo foi utilizada 

amostras de membrana sinovial caprina infectadas com o vírus CORK. 

A presença de DNA pró-viral e RNA viral foi determinadass utilizando-se PCR nested, descrita 

por Fieni (2010, protocolo cedido – Anexo 2 – Protocolo 6).  

Os primers foram selecionados a partir da região conservada de GAG CAE (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Sequência PRIMERS a partir da região conservada de GAG CAEV – PCR nested 

Primer Externo Primer interno Amplificado (pares de base) 

EX5 (393) GAA GTC TTG 

CTG CGA GAG GTC TTG 

IN5 (524) GAT AGA GAC 

ATG GCG AGG CAA GT 

989 pb 

EX3(1291) TGC CTG ATC 

CAT GTT AGC TTG TGC 

IN3 (1036) GAG GCC ATG 

CTG CAT TGC TAC TGT 

512 pb 

 

A amplificação do produto final foi visualizado em gel de agarose 1,5% acrescido de brometo 

de etídeo na eletroforese.  

 

2.6.  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram analisados com estatística simples descritiva.  
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3. RESULTADOS 

Foram identificadas 46 estruturas (5,8 estruturas/animal) oriundas dos lavados uterinos, sendo 

28 embriões viáveis (média de 3,5 embriões/ doadora), onde 23 embriões se encontravam em 

estágio de blastocisto (n=17), blastocisto expandido (n=6) e blastocisto eclodido (n=5) (Tabela 3), 

em uma média de 5,75 estruturas/ doadora. Sete cabras doadoras produziram embrião, pois uma 

cabra demonstrou ligeira endometrite, com espessamento da mucosa uterina e presença de líquido 

no útero no exame ultrassonográfico, não se identificando estruturas após o lavado uterino após a 

colheita.  

Os embriões recuperados (n=23 embriões) e submetidos à separação de massa celular interna e 

zona pelúcida com o auxílio do micromanipulador (Zeiss® - Axiovert 135M, Califórnia, EUA) 

foram negativos para a presença de DNA pró-viral na PCR Nested, mesmo os que se encontravam 

em estágio de blastocisto eclodido (tabela 3).   

 

                      Tabela 3. Estruturas recuperadas por animal após lavagem uterina transcervical 

Animal Embrião/ Estrutura 
ZP 

íntegra Não fecundado Eclodido 
 

Total 

8746 3 2 0 5 

8756 9 3 0 12 

7714 2 4 0 6 

8763 0 2 1 3 

7650 2 1 3 6 

7703 5 2 1 8 

5504 2 4 0 6 

7600 0 0 0 0 

Total 23 18 5 46 

 

As lâminas dos esfregaços não demonstraram a presença de células do sistema imune, apenas 

células de descamação do endométrio (Figura 2). O pellet proveniente da centrifugação (800 x 

g/10min) após a coleta embrionária também foi examinado pela PCR Nested para DNA pró-viral, 

não sendo identificada nenhuma amostra positiva. Porém, após a primeira etapa da concentração 

viral (centrifugação 8000 x g/ 30min), quatro amostras foram positivas, bem como ao final do 
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procedimento de concentração utilizando PEG 40% (Anexo 2 – Protocolo 5), onde dois animais 

demonstraram-se positivos, sendo um positivo na primeira etapa da concentração viral (tabela 3). 

 

                  

 

 

 

 

Amostras de todos os tecidos revelaram a presença de DNA pró-viral, ou seja, nos tecidos 

provenientes de útero (tuba uterina, ápice do corno uterno, cornos uterinos e corpo do útero) e 

ovário (córtex e medula) e  em apenas uma amostra de fluido folicular, porém não nas amostras 

embrionárias (Tabela 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esfregaço de pellet oriundo de líquido de lavado 
uterino após centrifugação para concentração de células 
(1000rpm/10min) corado com panótico rápido. Microscópio 
óptico, aumento 400 x. 
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Tabela 4. Diagnóstico pelo método de PCR nested para detecção de DNA pró-viral de tecido do 

trato reprodutivo de cabras naturalmente infectadas: útero (tuba uterina, ápice do corno uterino, 

corno uterino, corpo do útero) e ovários (ovário medular e ovário córtex); concentração viral de 

lavado uterino; fluido folicular e embriões (zona pelúcida e massa celular interna) 

Animal PCR Tecido Trato Reprodutivo PCR [ ] viral 
PCR 

Liq Fol PCR embriões 

Ov 
med 

Ov 
cor 

Tuba 
ute 

Ap cor 
ute 

Cor 
ute 

Corpo 
ute 

1
a
 

etapa  
Final 
conc ZP MCI 

8750 + - - + - - - + - - - 

8746 - - + - - + + - - - - 

7703 - - + - + + - - + - - 

7650 + + - + + - - - - - - 
*PCR tecido: ovário medular (ov med), ovário córtex (ov cor), tuba uterina (tuba ute); ápice do corno uterino 

(ap cor ute), corno uterino (cor ute), corpo do útero (corpo ute); PCR concentração viral: depois clarificação 

(depois clari); final concentração (final conc);  

*PCR fluido folicular  

*PCR embriões: zona pelúcida (ZP); massa celular interna (MCI). 

- não foi realizado diagnóstico, pois os animais não foram enviados ao abate. 

 

Da mesma forma, foi identificada a presença de RNA viral em quatro amostras de líquido do 

lavado uterino após a primeira estapa da concentração viral, duas positivas no final da concentração 

e duas amostras no fluido folicular (Tabela 5). 
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Tabela 5. Diagnóstico PCR Nested a partir de RNA viral (cDNA) de 
concentração viral; fluido folicular e embriões  
 

Animal
PCR concentração 

viral 
PCR Liq 

Fol PCR embriões 
1

 a
  

etapa 
Final 
conc ZP  MCI 

8750 - - - - - 

8746 + + + - - 

7703 - - + - - 

7650 - - - - - 

7651 + - - - - 

8763 - - - - - 

5504 + - - - - 

7714 + - - - - 
* PCR concentração viral: depois de clarificação; final da concentração; PCR  

fluido folicular; PCR embriões: zona pelúcida (ZP) e massa celular interna (MCI). 

 

As reações para controle interno com β-actina para verificação da qualidade das amostras 

demonstrou boa eficiência em todas as amostras (Figura 3).  

 

                                 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Gel de agarose 1,5% - PCR nested para controle 
interno β-actina caprina. M- marcador molecular 100pb; 
N- controle negativo; P- controle positivo de membrana 
sinovial caprina infectada com vírus CORK CAEV; 1- 
tuba uterina; 2- ovário cortex; 3- corno uterino; 4- ovário 
medular; 5- ápice do corno uterino; 6- corno uterino 
(amostras oriundas do mesmo animal). 
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4. DISCUSSÃO 

A recuperação embrionária foi de 5,8 estruturas/ doadora ou 3,5 embrião viável/doadora no 

estudo. Outros trabalhos demonstram taxas de 8,75 ± 6, e 6,7 ± 4,6 embriões/doadora (Fieni et al., 

2002 e Ali Al Ahmad et al., 2008, respectivamente) utilizando cabras naturalmente infectas. A 

técnica para a colheita transcervical pode ter influenciado nos resultados, pois o método de colheita 

transcervical utilizado difere dos demais trabalhos, onde todos utilizam a técnica cirúrgica para a 

recuperação de embriões.  

Nenhuma das amostras de pellets oriundas da centrifugação de lavado uterino foi positiva na 

PCR Nested. Fieni et al. (2002; 2003) identificaram o vírus em pellets dos lavados uterinos 

oriundos de coletas embrionárias, após trabalharem com animais naturalmente infectados. Essa 

discordância entre os resultados pode ter ocorrido devido à metodologia empregada na recuperação 

dos embriões. A técnica utilizada usualmente é cirúrgica, onde se realiza a laparotomia, o útero é 

exposto, manipulado e uma pequena quantidade de PBS (40 mL) é infundida para a recuperação dos 

embriões. Neste estudo as doadoras foram submetidas à técnica transcervical para a recuperação 

embrionária, onde o sistema é fechado, sem a exposição do útero e uma grande quantidade de PBS 

(400mL) é infundida,  facilitando a diluição do vírus presente no lúmen uterino e menor quantidade 

de células de descamação nos lavados.  

Um maior número de amostras positivas provenientes da primeira etapa da concentração 

viral foi identificado quando comparado com a segunda etapa (etapa final). Isto pode ter ocorrido 

devido à metodologia empregada, uma vez que na segunda etapa (final) não se observou a formação 

de pellet. Desta forma, quando a técnica utilizada for a transcervical, a melhor opção é realizar 

somente o procedimento da primeira etapa para a concentração viral, ou seja, centrifugação (8000 x 

g/ 30min), seguido de extração de DNA ou RNA para a identificação do vírus.  

No animal que apresentou ligeira endometrite no momento das coletas embrionárias, foi 

identificada a presença do DNA pró-viral nas duas etapas da concetração viral, o que sugere maior 

concentração do vírus, devido à presença de células, do que nos animais que não possuíam a 

possível infecção. 

O presente estudo revela pela primeira vez a presença de RNA viral e DNA pró-viral em 

amostras de lavados uterinos, utilizando a técnica transcervical para a recuperação embrionária em 
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animais naturalmente infectados. Este fato sugere que pode estar ocorrendo replicação viral no 

sistema reprodutivo.  

A PCR Nested de tecido uterino revelou a presença do pró-vírus em todas as regiões do 

sistema reprodutivo estudadas em amostras provenientes de animais diferentes. A presença do 

CAEV já foi descrita em células epiteliais do trato reprodutivo de caprinos (Ali Al Ahmad et al., 

2012), através da técnica de imunofluorescência e hibridização in situ e também pela identificação 

de DNA pró-viral de útero e oviduto (Lamara et al., 2002; Fieni et al., 2003). Fieni et al. (2003) 

observaram que infecção pelo CAEV ocorre paralelamente entre o lavado uterino e oviduto. No 

presente estudo foi identificada a presença do genoma pró-viral e viral oriundos do lavado uterino e 

genoma pró-viral em oviduto, corno uterino e corpo do útero em um animal, corroborando com a 

literatura. 

A identificação dos genomas pró viral e viral nestes tecidos pode ser explicada, pois durante 

todo o processo de formação embrionária até a formação e desenvolvimento do feto, o útero e a 

placenta tornam-se imuno privilegiados, pois a atividade imunológica é diminuída (Streilein, 1995). 

Células dendríticas desempenham um papel importante na resposta imune e serve de interface entre 

a imunidade inata e adaptativa (Chen et al., 2006). Após a ovulação observa-se o aumento 

progressivo da progesterona pela formação do corpo lúteo. Esta progesterona possui ação 

regulatória na função de células dendríticas, fazendo com que as mesmas apresentem-se de forma 

imatura, influenciando diretamente no aumento das taxas de infecção do trato reprodutivo e queda 

no sistema imunológico para patógenos (Butts et al., 2010). Entretanto, o aporte destas células é 

aumentado juntamente com os macrófagos, que aparentemente cumprem a função junto às respostas 

inatas contra agentes patogênicos (Blockle et al., 2008). Logo, a progesterona juntamente com as 

células do sistema imune (dendríticas e macrófagos) desempenham um papel fundamental no 

momento da infecção dos embriões e desenvolvimento do feto durante a gestação.  

Um animal apresentou DNA pró-viral em tecido de tuba uterina, mas não em líquido do 

lavado uterino. Por outro lado, foi o único animal a demonstrar o genoma pró-viral e viral em 

líquido folicular. Pode-se inferir que a irrigação ovariana juntamente com a foliculogenese pode 

estar influenciando na detecção do vírus, uma vez que a cada ciclo estral, o complexo vascular 

ovariano, sofre mudanças completas, permitindo que os folículos ovarianos e o corpo lúteo recebam 

nutrientes, oxigênio, hormônios e fatores de crescimentos necessários para o seu desenvolvimento 
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(Arashiro, 2012). Esta irrigação poderia carrear células infectadas para os folículos, mantendo-se 

presente até o momento da ovulação. 

Os embriões recuperados com zona pelúcida íntegra, mesmo quando divididos em duas 

porções, seja do material oriundo de massa celular interna ou zona pelúcida, não expressaram vírus 

ou pró-vírus, demonstrando que não há infecção embrionária, mesmo quando os mesmos são 

oriundos de um meio onde há presença viral.  

A morfologia da zona pelúcida é descrita como contendo poros em sua superfície e que os 

mesmos poderiam facilitar a infecção viral nos embriões de acordo com o tamanho do vírus 

(menores que 40nm – Vanroose et al., 2000). Porém, segundo Meterns (2006) citado por Van Soom 

et al. (2010) que ao estudar embriões produzidos in vivo e in vitro, relatou que a superfície destes 

embriões é diferente, pois embriões oriundos da produção in vitro possuem camada externa mais 

fina e com mais poros (Abe et al., 1999). Já em embriões produzidos in vivo esta camada possui 

menos poros em sua estrutura e é completamente recoberta com material granular, possivelmente 

proteína, após a fertilização (Meterns, 2006, citado por Van Soom et al., 2010), tornando a zona 

pelúcida uma barreira consistente nos embriões contra o vírus (Van Soom et al., 2010).  

Os embriões que se apresentavam no estágio de blastocisto eclodido neste estudo também 

não expressaram os genomas viral ou pró-viral do CAEV. Entretanto, para que ocorra a infecção 

pelo vírus são necessários receptores específicos mútuos na superfície da membrana celular e intra-

celular, o que não ocorre no caso de embriões (Van Soom et al., 2010).  

Amostras de tecido ovariano (córtex e medular) também foram positivas para CAEV. A 

irrigação ovariana se dá principalmente na região medular, acompanhada de tecido conjuntivo 

frouxo e nervos.  Já o córtex ovariano é composto por folículos em diferentes fases. Além de 

permitir o desenvolvimento do folículo, a vascularização presente na camada de células da teca 

participa ativamente na composição do fluido folicular (Rodgers e Irving-Rodgers, 2010), 

consequentemente passando a ter influência direta sobre o desenvolvimento do oócito (Arashiro, 

2012) e presença do vírus no tecido.  

Não foram observadas células do sistema imune (monócitos, macrófagos e linfócitos), nas 

lâminas do esfregaço do pellet das lavagens uterinas, apenas células do epitélio de descamação do 

endométrio. A baixa rotação empregada na centrifugação após as lavagens uterinas foi preconizada 
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a fim de evitar o rompimento das células do sistema imune, entretanto aparentemente a mesma não 

foi eficaz. 

 

5. CONCLUSÃO 

Os resultados demonstrados no estudo demonstram a presença dos genomas virais e pró-virais 

do CAEV no líquido oriundo de lavados uterinos, bem como nos tecidos de útero e ovário, 

indicando que pode haver replicação viral e uma possível infecção dos embriões. Por outro lado, 

embriões provenientes deste sistema, na presença ou ausência de zona pelúcida não se mostraram 

permissivos ao vírus.  

A técnica via transcervical para recuperação de embriões produzidos in vivo parece ser uma 

aliada no controle da disseminação do vírus, uma vez que a quantidade de líquido infundido nos 

lavados uterinos é maior do que na técnica cirúrgica, fazendo com que o CAEV não se fixe na zona 

pelúcida Porém, novos estudos devem ser conduzidos, para que se possa afirmar a eficácia da 

técnica como método de controle na transmissão do CAEV.  
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CAPÍTULO III 

Risco de transmissão do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) pela técnica de 

transferência de embriões de doadoras sorologicamente positivas 
 

Nascimento-Penido, P.M.P.; Oliveira, A.P.; Campolina, J.P.D.; Bicalho, J.D.; Galinari, 

G.C.F; Fonseca, J.F.; Leite, R.C. 

 

RESUMO 

 

Objetivou-se avaliar o risco de transmissão do vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) através de 

embriões coletados de doadoras naturalmente infectadas e transferidos para receptoras 

comprovadamente negativas. Em um rebanho comercial, nove cabras positivas para CAEV através 

da técnica de IDGA foram selecionadas como doadoras e 62 cabras negativas para CAEV pela 

técnica de PCR nested foram selecionadas como receptoras no presente estudo. Após o protocolo 

hormonal de superovulação, 23 embriões foram coletados de cinco doadoras por via transcervical, e 

foram submetidos às lavagens com tripsina e posteriormente transferidos para 23 receptoras 

também pela via transcervical. Quarenta e cinco dias após as transferências foi realizado 

diagnóstico de gestação via transretal, obtendo-se oito receptoras positivas para gestação. Durante 

todo o período gestacional (cinco meses) e mais quatro meses pós-parto o sangue total foi coletado 

uma vez ao mês, das receptoras para diagnóstico de CAEV pela técnica de PCR nested. O 

acompanhamento também foi realizado pelo mesmo método de diagnóstico nos animais nascidos 

durante os quatro primeiros meses de vida. Durante todo o período investigado, não houve 

identificação de DNA pró-viral no sangue das receptoras. Os recém-nascidos durante os quatro 

meses de avaliação, também foram negativos. No presente estudo, não houve transmissão do CAEV 

por embriões oriundos de cabras positivas após tratamento com lavagens de tripsina.  

 

ABSTRACT 

The objective of the study was to evaluate the risk of caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) 

transmission through embryos transfer from naturally infected donors to negative recipients. Nine 
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CAEV-AGID positive donors does and 62 nested-PCR CAEV-negative recipients does were 

selected for the study. After the superovulation protocol, 23 embryos were collected from the 

donors does by transcervical flushing and then washed using trypsin and subsequently transferred to 

23 recipients does also by transcervical method. Forty-five days after the transfer, a pregnancy 

diagnosis was carried out by transrectal ultrasonography, yielding eight of the 23 recipients does 

positive for pregnancy. During the pregnancy (five months) and for four months postpartum, blood 

samples were collected from the recipients does for CAEV identification by nested PCR test. The 

tests were also performed by the same method on the newborn animals and during the first four 

months of life of the kids. Throughout the period of investigation (five months of gestation plus 

four months of postpartum period), no proviral DNA was identified in blood samples of the 

recipients. The newborns kids also tested negative for four months. In the present study, there was 

no transmission of CAEV by embryos originated from CAEV positive donors, after trypsin washing 

treatment.   

 

1. INTRODUÇÃO 

O vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) causa perdas econômicas consideráveis e segundo 

Peterhans et al (2004) a perda na produção leiteira pode chegar até cerca de 10%. Essas perdas 

econômicas são mais evidentes em propriedades com maior prevalência de CAEV e animais com 

mais idade, caracterizando-se pela queda na produtividade e na qualidade do leite, além de 

emagrecimento (Brito, 2009).  

A artrite encefalite caprina (CAE) é uma doença de ordem crônica, caracterizada pela 

degeneração progressiva das articulações, principalmente as articulações do carpo, assim como 

quadros de mamites severas, pneumonias em animais adultos e mais raramente leucoencefalomielite 

em animais recém-nascidos (Cork et al., 1974; Russo, 1984; Callado et al, 2001). As mamites 

podem ser severas, gerando redução na função do alvéolo mamário e lise de vários componentes do 

leite (Leitner et al., 2004). Entretanto, somente 10% a 25% dos animais infectados desenvolvem 

sinais clínicos da doença (Vitu e Russo, 1988).  
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No Brasil, a presença da CAE nas propriedades é subdiagnosticada (Lilenbaum et al., 2007). A 

maioria dos estudos apresentam dados referentes à produção extensiva, que nada se assemelha à 

produção em sistemas intensivos.  

O método de diagnóstico indicado pela OIE (Organização Mundial de Saúde Animal) é o IDGA 

(imunodifusão em ágar gel) que possui fácil aplicabilidade e alta especificidade (Varea et al., 2001), 

porém permite a ocorrência de falso-negativos, por detectar somente altos níveis de 

imunoglobulinas (McConnell et al., 1998). A utilização da PCR (polymerase chain reaction) é uma 

boa alternativa para as pesquisas, uma vez que é relatada como mais fidedigna aos resultados, pois 

identifica e mensura quantidades de ácidos nucléicos de inúmeras amostras clínicas (Bustin et al., 

2009). 

Com o aumento na produção leiteira de origem caprina no Estado de Minas Gerais (IBGE, 

2012), evidencia-se a necessidade na melhoria da genética relativa à produção leiteira. Uma opção 

rápida para a disseminação de genética é a utilização das biotecnologias da reprodução, tais como 

inseminação artificial, superovulação e transferência de embriões, e produção in vitro de embriões. 

As duas primeiras técnicas são uma realidade no cenário da caprinocultura, e a produção in vitro, a 

passos lentos, vem mostrando grande potencial. Porém, estudos conduzidos com embriões 

produzidos in vitro demonstram o risco de transmissão de doenças veiculadas por gametas e 

embriões (Lamara et al., 2001; Lamara et al., 2002; Ali Al Ahmad et al., 2006; Fieni et al., 2012; 

Ali Al Ahmad et al., 2012; Lamara et al., 2013), diferentemente de embriões produzidos in vivo 

(Freitas et al., 1999; Andrioli 2001).   

A alta prevalência da infecção pelo CAEV em países industrializados e tecnificados (Rowe et 

al., 1992) e exportadores de genética, vem gerando grande preocupação no cenário internacional, 

pois além de disseminar genética estaria possivelmente transmitindo a doença. Logo, objetivou-se 

avaliar o risco de transmissão do CAEV por embriões produzidos in vivo, oriundos de cabras 

pluríparas positivas e reprodutores negativos e posteriormente transferidos para cabras nulíparas 

negativas com o acompanhamento da detecção de DNA pró-viral pela técnica de PCR nested e 

IDGA durante o período gestacional e quatro meses pós-parto. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais – UFMG (CEUA) sob o protocolo de n. 09/2013 (anexo 1). 

 

2.1 SELEÇÃO DOS ANIMAIS 

O estudo foi realizado em uma propriedade localizada na região sul de Minas Gerais, durante o 

mês de maio de 2012. O rebanho era composto por animais das raças Alpina e Saanen, sendo 488 

fêmeas e 18 machos.  Os animais eram mantidos em sistema intensivo confinado, recebiam feno, 

ração e sal mineral no cocho e água ad libitum. 

Histórico prévio da doença no rebanho foi relatado pelo proprietário. Entretanto para a seleção 

dos animais, realizou-se o levantamento sorológico para o CAEV em todos os animais pelo teste de 

imunodifusão em ágar gel (IDGA) comercial (Biovetech®, Recife-PE).       

 

2.1.1. Doadoras de embrião 

Foram selecionadas nove cabras pluríparas das raças Saanen e Alpina, lactantes e não lactantes, 

com idade entre quatro e seis anos, escore da condição corporal (ECC) 3 ± 0,5Kg, peso 76,46 ± 8,45 

e sorologicamente positivas como doadoras. 

 

2.1.2. Receptoras de embrião 

Todas as receptoras eram nulíparas, com idade entre sete e nove meses e com ECC não inferior 

a 2,5, além de serem negativas no teste de IDGA. Para a confirmação dos animais negativos, 

realizou-se PCR nested em amostras de papa de leucócitos sanguíneos.  

As receptoras selecionadas foram isoladas em baias coletivas, distante do resto do rebanho, em 

sistema intensivo, recebendo silagem e sal mineral misturado ao feno e água ad libitum. As mesmas 

foram mantidas neste recinto até quatro meses após o parto. Realizou-se exame clínico ginecológico 

para a identificação de patologias inerentes ao sistema reprodutivo. Apenas um embrião foi 

transferido para cada receptora. 
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2.1.3. Reprodutores 

Os reprodutores foram selecionados pelo proprietário de acordo com o interesse genético do 

mesmo. Entretanto todos os animais foram submetidos à PCR nested de sangue, para confirmar a 

ausência do provirus no animal.   

 

2.1.4. Animais nascidos 

Os animais nascidos das receptoras de embriões foram separados de suas mães logo após o 

momento do parto, recebendo colostro caprino, leite caprino tratado termicamente (56ºC/1h) e 

separados em baias do restante do rebanho.  

 

2.2. TRATAMENTO HORMONAL, COLETA EMBRIONÁRIA E TRANSFERÊNCIA DE 

EMBRIÕES 

Nove cabras pluríparas foram submetidas ao protocolo hormonal de sincronização e 

superovulação (adaptado de Fonseca et al. 2006). Resumidamente, os animais permaneceram com 

implante intravaginal de 60mg de medroxirogesterona (Progespon® – MSD Saúde Animal, Brasil) 

durante sete dias. No momento da inserção do implante, foi administrado 37,5µg de D-cloprostenol 

(Prolise® – Arsa,  Buenos Aires, Argentina) via paravulvar. A partir do quarto dia, 5 UI/kg de FSH/ 

LH (Pluset® - Hertape Calier Saúde Animal, – Juatuba, Brasil) i.m. foram administrados, em seis 

doses decrescentes. Cerca de 24 horas antes da retirada da esponja outra dose de D-cloprostenol, na 

mesma concentração foi administrada e 48 horas após a retirada do implante, 500 UI de 

gonadotrofina coriônica humana foi administrada (hCG – Vetecor 5000® UI – Hertape Calier Saúde 

Animal – Juatuba, Brasil) i.m. Três doses (0,750 mg) de flunexim meglumine (Banamine® – MSD 

Saúde Animal, Brasil) i.m. foram administradas durante três dias consecutivos, para evitar a 

regressão luteal precoce.  

A detecção do estro e cobertura das fêmeas foram realizadas duas vezes ao dia com intervalo 

de 12 horas, a partir de 24 horas após a retirada do implante intravaginal. Foram utilizados três 

reprodutores das raças Saanen e três da raça Alpina. As fêmeas foram acasaladas por monta natural, 

até o dia em que permitiram a cobertura pelos reprodutores.  

Sete dias após a cobertura das doadoras, os embriões foram recuperados através da técnica 

transcervical (Fonseca et al., 2013). Previamente à coleta, administrou-se um indutor para a 
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dilatação cervical (12 horas antes). No momento da coleta, os animais foram devidamente contidos 

em tronco próprio, sedados com acepromazina 1% (1mg/100kg), realizando-se bloqueio anestésico 

(lidocaína 10% sem vasoconstritor) no volume de 1 a 2mL por animal, na região sacrococcígea. Foi 

introduzido um espéculo vaginal para a dilatação vaginal e com o auxílio da pinça Allis, um botão 

anestésico (gaze embebida com 5mL de lidocaína sem vasoconstritor) foi colocado ventralmente ao 

orifício cervical. Posteriormente, com o auxílio de uma fonte de luz, fixou-se o primeiro anel 

cervical com a pinça de Allis modificada, para transposição da cervix com sonda para coleta 

embriões caprinos/ ovinos, desenvolvida pela Embrapa, (Brasília - DF), acoplando-se à um sistema 

completamente fechado em Y para coleta de embriões. Uma das vias do circuito comunica-se com o 

filtro coletor de embriões, e a outra se liga à mangueira do meio de lavagem (similar ao sistema 

bovino). O circuito possui também um dispositivo de três vias próximo à extremidade conectada ao 

meio de lavagem. Uma seringa de 60 ml foi conectada a este dispositivo para controlar o volume de 

líquido inserido em cada corno uterino. A quantidade de líquido inserida por sua vez incluiu frações 

de 15mL. Os cornos uterinos foram lavados individualmente.  

Após o procedimento de recuperação embrionária, o líquido restante no copo coletor foi 

vertido em placa de petri e foi realizado o rastreamento dos embriões. Os mesmos foram 

submetidos ao procedimento de lavagem com auxílio de tripsina (Stringfellow e Seidel, 1998 - 

Anexo 2 – Protocolo 10) e transferidos por via transcervical (Fonseca et al., 2014).  

 Assim como as doadoras, as cabras receptoras também foram induzidas e sincronizadas com o 

auxílio de protocolo hormonal, onde 60mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Progespon® 

- Intervet, Cotia, Brasil) foram introduzidos via intravaginal no dia sete do protocolo de 

superovulação juntamente com a administração de 37,5 µg de D-cloprostenol i.m. Após sete dias, as 

esponjas foram retiradas e o estro detectado com a presença de reprodutores.  

A técnica utilizada para a transferência de embriões foi descrita recentemente por Fonseca et 

al. (2014). Com o auxílio do ultrassom via transretal, detectou-se a presença do corpo lúteo (CL) 

um dia antes das transferências. As fêmeas que apresentavam um CL no ovário, foram consideradas 

como receptoras. Uma seringa (3mL) contendo 2mL de PBS foi acoplada a um cateter modelo tom 

cat, sendo o embrião aspirado para o centro da coluna do cateter. Inseriu-se um espéculo vaginal 

tipo Collins na vagina, realizando a abertura e com auxílio de fonte de luz a entrada da cérvix foi 

identificada, imobilizando a mesma com a utilização de pinça Allis modificada. Um cateter uretral 
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de número seis juntamente com um mandril foi umidificado com PBS e inserido na cervix, 

transpondo todos os anéis. Depois da identificação da perda de resistência, o mandril foi 

direcionado ao corpo uterino em que foi identificada a presença do CL no ovário. Retirou-se o 

mandril e rapidamente acoplou-se o tom cat juntamente com a seringa ao cateter uretral, fazendo a 

deposição do embrião no corpo uterino. Cada receptora recebeu apenas um embrião.  

 

2.3. DIAGNÓSTICO DE GESTAÇÃO 

O diagnóstico de gestação foi realizado no quadragésimo quinto dia pós-transferência 

embrionária, uma vez que nos primeiros 30 dias pode ocorrer absorção embrionária de até 10% em 

animais de produção leiteira (Nascimento, 2009). Foi utilizado aparelho ultrassonográfico Chison 

Veterinário Digital D600 Vet, transdutor linear multifrequencial de 5, 0/6, 0/7, 5/9 Mhz para 

diagnóstico transretal de gestação, 45 dias após as transferências. Para facilitar a execução do 

diagnóstico, foi acoplado, com o auxílio de fita crepe ao transdutor, um cano de PVC de uma 

polegada de diâmetro. Cinco mililitros de gel carboximetilcelulose foram introduzidos com seringa 

de 60 mL no reto para a melhor visualização do aparelho reprodutivo, assim como para evitar lesões 

no reto dos animais. 

 

2.4. AMOSTRAS DE SORO E PAPA DE LEUCÓCITOS 

Durante os cinco meses de gestação das receptoras e quatro meses após o parto das mesmas, 

uma vez ao mês, dois tubos de sangue foram coletados, pela técnica de venopunção de pressão 

negativa. O primeiro tubo coletado continha EDTA e outro sem EDTA, para a coagulação 

sanguínea e obtenção de soro. Os tubos foram centrifugados a 1200 xg durante 10 minutos e 

amostras de papa de leucócitos, plasma e soro foram acondicionados em microtubos individuais e 

armazenados em freezer - 20oC até o momento da execução dos testes.  

Os animais nascidos foram submetidos ao mesmo procedimento durante quatro meses. 

 

2.5. IDGA e PCR NESTED 

O diagnóstico sorológico realizado empregado foi o IDGA comercial (Biovetech® - 

Pernambuco – Brasil). As amostras de soro foram distribuídas em três poços alternados no volume 

de 30µL. Em outros três poços, também alternados, adicionou-se os soros controles, no volume de 
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10 µL e no centro da roseta, o antígeno foi adicionado. A primeira leitura foi realizada após 48 

horas de incubação e foi confirmada após 72 horas de incubação, com o auxílio de luz artificial 

proveniente de uma câmara escura. Foram considerados positivos os soros que formaram uma linha 

de precipitação (linha de identidade) nas regiões de contato antígeno-anticorpo. 

A extração do DNA oriundo de 200 µL de papa de leucócitos foi realizado utilizando QIAamp 

DNA Blood Mini Kit® (Qiagen, Mainz, Alemanha), de acordo com as especificações do fabricante 

(ANEXO 2 – Protocolo 1).  

A presença de DNA pró-viral e RNA viral foi pesquisada utilizando PCR nested, (Ali Al 

Ahmad, et al., 2008 - Anexo 2 – Protocolo 6). A sequência dos iniciadores e peso molecular do alvo 

amplificado utilizados estão descritos na tabela 1. A amplificação do produto final foi visualizada 

por eletroforese em gel de agarose 1,5% acrescido de brometo de etídeo. 

 

Tabela 1. Sequência dos iniciadores e peso molecular do amplificado para o gene gag do CAEV 

Sequência CAEV GAG Amplificado 

GAG EX5 (393) GAA GTC TTG CTG CGA GAG GTC TTG 
989pb 

GAG EX3 (1291) TGC CTG ATCCAT GTT AGC TTG TGC 

GAG IN5 (524) GAT AGA GAC ATG GCG AGG CAA GT 
512pb 

GAG IN5 (1036) GAG GCC ATG CTG CAT TGC TAC TGT 

 

 

3. RESULTADOS 

A ocorrência da CAE nos animais na propriedade foi de 48,8% (247/506), entre machos e 

fêmeas pluríparas lactantes, pluríparas não lactantes e nulíparas, de idades variando entre três meses 

e oito anos, de acordo com o diagnóstico de IDGA. 

Após a realização de diagnóstico ultrassonográfico, observou-se que das nove doadoras, cinco 

responderam ao tratamento superovulatório. Um total de 23 embriões viáveis foram recuperados 

(4,6 embrião viável/animal). No mesmo dia da coleta, os embriões foram transferidos para 23 

cabras nulíparas via transcervical. 

Dos 23 embriões transferidos, oito receptoras demonstraram-se gestantes no momento do 

diagnóstico ultrassonográfico.  
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Durante os cinco meses de gestação, as receptoras não foram soro-reagentes no teste de IDGA 

e tão pouco foram positivas pelo diagnóstico de PCR nested. Nos quatro meses subsequentes ao 

parto, as receptoras mantiveram-se negativas em ambos os diagnósticos (Figura 1).  

 

                   

 

 

 

 

Os animais nascidos das receptoras, durante os quatro primeiros meses de vida, também não 

apresentaram soroconversão ou presença de DNA pró-viral no sangue (Figura 2). Portanto, todos os 

animais foram negativos durante toda a fase experimental, após as transferências embrionárias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Gel de agarose 1,5% - PCR nested para o gene gag de CAEV, 
quinto mês de gestação. M – marcador molecular 100pb; amostras, 1, 2, 3 ,4 
5, 6, 7, 8 provenientes das receptoras de embrião no quinto mês de gestação; 
PC – controle positivo; NC – controle negativo (branco) 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 N
C

P 
C 

Nascidos

N 
C 

Figura 2. Gel de agarose 1,5% - PCR nested para o gene gag de CAEV, nascidos 
com quatro meses de idade. M – marcador molecular 100pb; amostras, 1, 2, 3 ,4 5, 
6, 7, 8 provenientes dos animais provenientes de receptoras de embrião no quarto 
mês após o nascimento; PC – controle positivo; NC – controle negativo (branco) 



 

92 
 

4. DISCUSSÃO 

A ocorrência da CAE nos animais na propriedade estudada foi de 48,8% (247/506), 

demonstrando-se elevada quando comparada a relatos anteriores [Bandeira et al., 2009 - 14,5% 

(87/600); Lima et al., 2009 - 0,1% (0/150); Lara et al., 2011 - 15,5% (30/199); Lima et al., 2011 – 

0,87% (6/693); Rêgo et al., 2011 - 0.97% (7/723); Veschi et al., 2011 - 12,05% (135/1120); Lima et 

al., 2013 - 0,29% (2/663)]. Porém, os estudos referem-se a levantamentos soroepidemiológicos em 

sistemas extensivos de animais de corte, onde o tempo de permanência dos animais é mais curto e 

não se encontram em contato direto uns com os outros, como nos sistemas intensivos. 

As inovulações transcervicais demonstraram ser potencialmente eficazes, uma vez que a 

taxa de gestação foi de 35% (8/23). Fonseca et al. (2014) relataram pela primeira vez a transferência 

via transcervical em quatro animais gerando duas gestações (50%). Esta técnica é de fácil 

aplicabilidade, facilitando as inovulações em sistemas de produção e pesquisa, uma vez que o 

método utilizado é a via semi laparoscópica, que é mais laboriosa a quem executa.  

Não foi detectada a soroconversão, nem a detecção de DNA pró-viral no sangue das 

receptoras durante a gestação, bem como nos quatro meses subsequentes ao parto. Os animais 

nascidos das receptoras tão pouco apresentaram a soroconversão e nem a detecção de DNA pró-

viral. Freitas et al. (1999) também descreveram a ausência da soroconversão das duas categorias de 

animais (receptoras e nascidos). Porém, a técnica utilizada para diagnóstico foi a sorológica 

(IDGA), a qual, segundo Pinheiro et al. (2010), mostra-se pouco sensível na detecção de anticorpos 

quando os mesmos estão em baixa concentração, não traduzindo a realidade do “status” sanitário do 

animal. No presente estudo foi utilizado o IDGA, assim como a técnica de PCR nested,  a qual 

demonstra maior sensibilidade do que qualquer outro método de diagnóstico de CAE, uma vez que 

detecta o genoma pró-viral (Yeh et al., 2009). 

A presença de DNA pró-viral e RNA do CAEV foi identificada em líquido de lavado 

uterino, tecido uterino e ovariano e tuba uterina (Nascimento-Penido et al., dados não publicados), o 

que poderia ser uma possível via de transmissão entre doadoras e receptoras. O embrião ou feto 

poderia, portanto, estar em contato com o CAEV durante a gestação e ser infectado durante 

diferentes estágios do desenvolvimento embrionário (Ali Al Ahmad et al., 2012). Por outro lado, 

estudos em humanos relatam os interferons (IFN) da subfamília tipo I e III como sendo mediadores 

potentes na atividade antiviral e no controle da proliferação celular, bem como na resposta da 
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imunidade inata ao vírus (Caraglia et al., 2005; Li et al., 2009; Brantis de Carvalho et al., 2011). 

Uma resposta celular tipo IFN I foi associada à indução da proteína Mx em diversas espécies, a qual 

também está envolvida na resposta contra um grande número de vírus RNA (Horisberger et al., 

1991). O processo de reconhecimento materno em ruminates é acompanhado pela alta produção de 

IFN tipo I (IFN tau) pelo trofoblasto do concepto. A produção de IFN tau em ovelhas ocorre entre 

11 e 21 dias de gestação (Bazer et al., 1996), induzindo uma abundante concentração da proteína 

Mx (Ott et al., 1998). Consequentemente esta ação antiviral poderia levar à proteção do feto durante 

todo o período gestacional. 

Relatos anteriores descrevem uma possível infecção embrionária, pois os embriões 

demonstraram a expressão de genoma viral quando cultivados em sistemas de monocamada 

infectada in vitro (Lamara et al., 2001; Ali Al Ahmad et al., 2002; Ali Al Ahmad et al., 2006), o 

que pode não ocorrer in vivo, uma vez que a zona pelúcida de embriões produzidos in vitro é mais 

fina e possui mais poros, mesmo após a fertilização (Mertens, 2006 citado por Van Soom et al., 

2010). 

A zona pelúcida confere ao embrião uma barreira natural e para que ocorra a infecção do 

embrião pelo vírus são essenciais quatro etapas: 1) alta concentração do vírus no trato reprodutivo; 

2) aderência do vírus à membrana celular embrionária ou passar através da zona pelúcida, que pode 

ter sido perdida, removida ou lesionada no momento da infecção; 3) receptor específico para o vírus 

deve estar presente nas superfície da membrana externa do embrião (Spear, 2004), uma vez que a 

ausência de um ou mais receptores nas células embrionárias previnem a entrada do vírus; 4) o vírus 

necessita de um mecanismo intracelular ativo para que ocorra a replicação no genoma embrionário 

e produção de proteínas virais (Van Soom et al., 2010). 

O risco de ruptura da zona pelúcida é mínimo em embriões jovens produzidos in vivo, 

mesmo quando submetidos ao procedimento de lavagem com o auxílio da tripsina (Van Soom et 

al., 2010). Segundo Stringfellow e Seidel (1998) somente a presença da zona pelúcida nos embriões 

e as 10 lavagens com PBS e troca de ponteiras a cada lavagem seriam eficientes na remoção de 

vírus não imunogênicos. Por outro lado, para determinados tipos virais faz-se necessário a 

utilização da tripsina em duas gotas, durante o procedimento. A tripsina é muito efetiva para a 

inativação de vírus como o herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV1) (Marley et al., 2008) e herpesvírus 

suíno tipo 1 (Medveczky et al., 1996). A ação da tripsina provavelmente é de digestão de certas 
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proteínas do envelope viral, desta forma prevenindo a aderência do vírus e/ou a ligação à zona 

pelúcida. Outra possibilidade é que a tripsina pode mudar a conformação dos receptores virais na 

zona pelúcida (Vam Soom et al., 2010). Nesta pesquisa preconizou-se a utilização da tripsina, pois 

os embriões foram transferidos para receptoras de rebanho comercial, procedimento indicado pela 

International Embryo Transfer Society (IETS) (Stringfellow e Seidel, 1998), gerando maior 

confiabilidade para o produtor.  

A coleta embrionária transcervical mostra-se potencialmente auxiliar no que se refere à 

eliminação do vírus, pois Nascimento-Penido (2014), ao tentar identificar o vírus no lavado uterino, 

não obteve sucesso, uma vez que o mesmo foi diluído no meio da infusão uterina. Somente após o 

procedimento de concentração viral, identificou-se a presença do vírus. Fieni et al. (2002), ao 

trabalhar com coletas cirúrgicas embrionárias, detectaram o genoma viral do CAEV. Entretanto, 

com esta técnica há um volume pequeno de líquido proveniente das lavagens e maior manuseio 

uterino, o que estaria aumentando o contato vírus/embrião, consequentemente o risco de 

transmissão. 

A separação das receptoras e dos animais nascidos em baias específicas e isoladas do 

restante do rebanho foi eficiente em relação à transmissão horizontal, já que que a ocorrência da 

doença na propriedade era alta.  

 

5. CONCLUSÃO 

Os resultados sugerem que o risco de transmissão do CAEV por embriões produzidos in vivo 

provenientes de cabras naturalmente infectadas e transferidos para receptoras comprovadamente 

negativas é baixo ou inexistente, Entretanto, estes embriões devem ser submetidos às lavagens com 

tripsina e possuir zona pelúcida íntegra. Desta forma, estes embriões serão viáveis em programas de 

melhoramento genético, sem risco de transmissão do CAEV. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O estudo do vírus da artrite encefalite caprina no trato reprodutivo de cabras naturalmente 

infectadas e o risco de transmissão pela transferência de embriões elucida três pontos importantes: 

1) A alta ocorrência de animais soropositivos para CAEV em rebanhos caprinos leiteiros que 

utilizavam sistema de produção intensivo confinado no Estado de Minas Gerais; 

2) A presença dos genomas virais e pró-virais do CAEV no líquido oriundo de lavados 

uterinos e tecidos de útero e ovário, indicando que pode haver replicação viral. Porém, os 

embriões provenientes deste sistema, na presença ou ausência de zona pelúcida não se 

demonstraram permissividade ao vírus;  

3) O risco de transmissão do CAEV por embriões produzidos in vivo provenientes de cabras 

naturalmente infectadas e transferidos para receptoras comprovadamente negativas é baixo 

ou inexistente. 

Todavia, é de extrema importância à implementação de programas de erradicação e controle em 

sistemas de produção, principalmente de leite, pois os animais permanecem por mais tempo em 

contato direto uns com os outros, disseminando o CAEV.  

A técnica via transcervical para recuperação de embriões produzidos in vivo parece ser uma 

aliada no controle da disseminação do vírus. Porém, novos estudos devem ser conduzidos, para que 

se possa afirmar a eficácia da técnica como método de controle na transmissão do CAEV.  

De qualquer forma, os embriões recuperados pela técnica transcervical, assim como pela 

cirúrgica devem ser submetidos às lavagens com tripsina e possuir zona pelúcida íntegra, tornando-

os aptos para o comércio em programas de melhoramento genético, sem risco de transmissão do 

CAEV. 
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ANEXO 1 
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ANEXO 2. PROTOCOLOS LABORATORIAIS 

 

Protocolo 1 

 QIAamp® DNA Mini Kit (250) - Extração de DNA sangue e fluídos corporais - Qiagen® 

 

Notas: - Todas as etapas de centrifugação deverão ser realizadas a temperatura 15 – 25 ºC. 

- Equilibrar as amostras a temperatura ambiente. 

- Ligar termomix a 56 ºC para a quarta etapa do protocolo. 

- Equilibrar Buffer AE ou água destilada a temperatura ambiente para a décima primeira etapa. 

- Observar se os reagentes AW1, AW2 e Protease foram preparados de acordo com as 

indicações do fabricante. 

- Caso haja a presença de precipitação no Buffer AL, dissolve-lo em banho maria a 56 ºC. 

 

Procedimento: 

1. Pipetar 20µL de Protease (ou Proteinase K) no microtubo de 1,5mL; 

2. Adicionar 200µL da amostra; 

Nota: Utilizar 200µL para sangue, plasma, soro e fluídos corpóreos. Caso o volume da amostra 

seja inferior a 200µL, adicionar PBS até alcançar o volume necessário para 200µL. 

3. Utilizar o vortex durante 15 segundos para misturar amostra à prótese. Centrifugar 

brevemente para retirar as gotas da tampa; 

4. Adicionar 200µL do Buffer AL na amostra e vortexizar durante 15 segundos; 

5. Encubar durante 10 minutos à 56 ºC; 

6. Centrifugar rapidamente para retirar as gotas da tampa; 

7. Adicionar 200µL de etanol (96-100%) no microtubo, vortexizar novamente durante 15 

segundos. Centrifugar rapidamente para retirar as gotas da tampa; 

Nota: O etanol deve estar gelado para melhorar a eficiência da extração. 

8. Cuidadosamente, aplique a mistura do passo 7 na coluna com tudo de coleta de 2mL  

(colection tube). Feche a tampa e centrifugue a 600x g ou 800rpm durante 1 minuto. 

Transferir a coluna para um novo tubo coletor de 2mL descartando o outro contendo o 

filtrado; 
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9. Cuidadosamente abra a tampa e adicione 500µL de Buffer AW1 sem encostar a ponteira na 

borda. Feche a tampa e centrifugue novamente a 600x g ou 800rpm durante 1 minuto. 

Troque novamente o tubo coletor, descartando o outro contendo o filtrado; 

10. Adicionar 500µL de Buffer AW2 na coluna, centrifugar 20000x g ou 14000rpm durante 3 

minutos; 

11. Transferir a coluna novamente para um microtubo de 1,5mL (não oferecido) e centrifugar 

novamente a 20000x g ou 14000rpm durante 1 minuto para que todo o conteúdo do Buffer 

seja filtrado; 

12. Transferir a coluna novamente para um microtubo de 1,5mL (livre de RNA e DNA) e 

descartar o filtrado; 

13. Adicionar 50 – 150µL do Buffer AE ou água destilada e aguardar durante 5 minutos; 

14. Centrifugar em velocidade de 600x g ou 800rpm durante 1 minuto.   
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Protocolo 2 

 QIAamp® Viral RNA Mini kit (250 amostras) - Qiagen® 

 

Nota: todas as etapas de centrifugação devem ser executadas a temperatura ambiente (15-

25ºC). 

- Equilibrar as amostras a temperatura ambiente (15-25ºC); 

- Equilibrar Buffer AE a temperatura ambiente para a etapa 11;  

- Checar se os Buffers AW1 e AW2 foram preparados de acordo com as indicações do 

fabricante; 

- Adicionar RNA carrier reconstituído no Buffer AVE para AVL de acordo com as instruções 

do fabricante. 

 

Procedimento: 

1. Pipetar 560µL da solução Buffer AVL contendo RNA carrier em microtubo de 1,5mL; 

2. Adicionar 140µL da amostra no microtubo. Misturar por pulso de vortex durante 15seg; 

3. Incubar a temperatura ambiente (15-25ºC) durante 10 min; 

4. Centrifugue brevemente o tubo para remover as gotas de dentro da tampa; 

5. Adicionar 560µL de etanol (96-100%) da amostra e misturar por pulso de vortex durante 

15seg. Depois de misturar, centrifugue brevemente o tubo para remover as gotas de dentro 

da tampa; 

6. Cuidadosamente aplique 630µL da solução da etapa 5 na coluna QIAamp Mini spin 

oferecida pelo fabricante, sem tampa. Feche a tampa e centrifugue a 6000 x g (8000 rpm) 

durante 1 minuto. Transfira a coluna para um novo tubo de coleta, descartando o outro com 

o filtrado; 

7. Cuidadosamente abra a coluna e repita o passo 6; 

8. Cuidadosamente abra a coluna e adicione 500µL do Buffer AW1. Feche a tampa e 

centrifugue a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min. Transfira a coluna para um tubo limpo e 

descarte o outro contendo o filtrado;  

9. Cuidadosamente, abra a coluna e adicione 500µL do Buffer AW2. Feche a tampa e 

centrifugue na velocidade rápida (20.000 x g ou 14.000 rpm) durante 3 min.  
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10. Recomendado: transfira a coluna para um tubo novo (não fornecido) e descarte o antigo 

com o filtrado. Centrifugue novamente a velocidade rápida durante 1 min; 

11. Transfira a coluna para um microtubo de 1,5mL (não fornecido). Descarte o tubo contendo 

o filtrado. Cuidadosamente abra a coluna e adicione 60µL de Buffer AVE equilibrado a 

temperatura ambiente. Feche a tampa e incube a temperatura ambiente por 1 min. Centrifugue 

a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min.  

Nota: - RNA viral é estável mais de um ano quando armazenado a -80 ºC.  

- Indica-se a síntese de cDNA no mesmo dia da extração, pois o RNA é pouco estável.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

105 
 

Protocolo 3  

 QiAamp® DNA Mini kit para tecidos (250 amostras) - Qiagen®  

 

Pontos importantes antes de iniciar: 

- Todas as etapas de centrifugação devem ser realizadas em temperatura ambiente (15-25 ºC); 

- Evite repetir o congelamento e descongelamento das amostras; 

- Tecidos como fígado e rim, contém altos níveis de RNA que interferirão no DNA genômico. 

RNA pode ser inibido com alguma reação enzimática, mas não inibirá a PCR. Se houver 

necessidade de genoma livre de RNA, adicionar RNase A, como descrita no protocolo. 

- Equilibrar as amostras a temperatura ambiente (15-25 ºC);  

- Aquecer 2 banhos maria ou termobloco: um a 56 ºC para a etapa 3 e um para 70 ºC para a 

etapa 5;  

- Equilibrar Buffer AE ou água destilada a temperatura ambiente para etapa 11; 

- Garantir que os Buffers AW1 e AW2 estejam preparados de acordo com as instruções do 

fabricante;  

- Se ocorrer dos Buffers ATL ou AL precipitarem, dissolver em incubação a 56 ºC.  

 

Procedimento: 

1. Retire a amostra de tecido do armazenamento. Determinar a quantidade de tecido. Não 

utilizar mais do que 25mg;  

2. Corte em pequenos pedaços e macere mecanicamente a amostra do tecido. Coloque em um 

microtubo de 1,5mL e adicione 180µL do Buffer AL; 

3. Adicione 20µL de proteinase K, misture no vortex, e incude a 56 ºC até que o tecido esteja 

completamente lizado. Vortexar algumas vezes durante a incubação, para facilitar a lise das 

amostras. As amostras tornam-se transparentes; 

4. Centrifugue rapidamente os tubos de 1,5mL para remover as gotas das tampas;  

5. Caso haja a necessidade de DNA puro, adicionar RNase A;  

6. Adicionar 200µL de etanol (96-100%) nas amostras e misturar utilizando o vortex durante 

15 segundos. Após a mistura, centrifugar rapidamente para retirar as gotas das tampas;  
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7. Cuidadosamente aplique a mistura da etapa 6 (incluindo o precipitado) na coluna QIAamp 

Mini spin (no tubo de coleta de 2mL) sem encostar na borda. Feche a tampa, centrifugue a 

6000xg (8000rpm) durante 1 minuto. Transfira para um novo tibo coletor e descarte o que 

contém o filtrado;  

8. Cuidadosamente adicione na coluna 500uL do Buffer AW1 sem encostar na borda. Feche a 

tampa e centrifugue novamente a 6000xg (8000rpm) durante 1 minuto. Transfira a coluna para 

um novo tubo coletor e descarte o que contém o filtrado; 

9. Cuidadosamente, adicione 500µL do Buffer AW2 sem encostar na borda. Feche a tampa e 

centrifugue a alta rotação (20000xg; 14000rpm) durante 3 minutos; 

10. Recomendado: transferir a coluna para um microtubo de 2mL (não oferecido) e descartar o 

antigo com o filtrado. Centrifugar em alta rotação durante 1minuto; 

11. Transfira a coluna QIAamp Mini spin para um tubo de icrocentrofuga de 1,5mL (não 

oferecido) e descarte o tubo de coleta com o filtrado. Cuidadosamente abra a coluna QIAamp 

Mini spin e adicione 200uL do Buffer AE ou água destilada. Encubar a temperatura ambiente 

durante 1 minuto e centrifugar a 6000xg (8000rpm) durante 1 minuto.  

Nota: As amostras devem ser armazenadas até o momento das análises em temperatura -20 ºC 

ou -80 ºC. 
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Protocolo 4 

QIAamp® Cador® Pathogen Mini Kit  (50 amostras) - Qiagen®  

 

1. Pipetar 20µL de proteinase K em um tubo de 2mL (não oferecido); 

2. Adicionar 200µL de fluído da amostra na solução de proteinase K;  

Nota: para volume inferior ajustar para 200µL de PBS ou 0,9% de cloreto de sódio. 

3. Adicionar 100µL Buffer VXL. Feche a tampa e leve ao vortex durante 15 segundos;  

Nota: para amostras “cell-free”, assegure-se da concentração 1µg carrier RNA foi adicionado a 

100µL do Buffer VXL. 

4. Encubar durante 15 minutos à 20-25oC;  

5. Centrifugar rapidamente o tubo para remover as gotas da tampa; 

6. Adicionar 350µL Buffer ABC na amostra e misture exaustivamente por pulso de vortex; 

7. Centrifugar rapidamente para remover as gotas da tampa; 

8. Transferir a solução lizada para uma coluna Qiamp® Mini Kit de 2mL com tubo. Feche a 

tampa e centrifugue a 6000x g (8000rpm) durante 1 minuto. Transferir a coluna para um novo 

tubo coletor e descarte o primeiro coletor contendo o filtrado; 

9. Adicionar 600µL Buffer AW1 e centrifugue a 6000x g (8000rpm) durante 1 minuto. 

Transfira a coluna para um terceiro tubo coletor, dispensando o que contém o filtrado; 

10. Adicionar 600µL AW2 e siga o passo 9; 

11. Centrifugar a coluna com um novo tubo coletor durante 2 minutos a 20000x g ou 

14000rpm; 

Nota: certifique-se que toda a solução foi filtrada 

12. Transfira a coluna para um tubo de microcentrífuga de 1,5mL e descarte o tubo coletor 

oriundo do passo 11. Adicionar 50 – 150µL Buffer AVE no centro da membrana. Feche a 

tampa e encube durante 1 minuto a temperatura ambiente; 

Nota: para melhor concentração final de DNA/RNA pode-se encubar durante 5 minutos a 

temperatura ambiente antes da centrifugação final 

13. Centrifugar a 20000x g (14000rpm) durante 1 minuto; 

Nota: para melhorar a concentração final de DNA/RNA pode-se centrifugar 2 vezes o mesmo 

material. 
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Proto colo 5 

Concentração viral de líquido do lavado uterino – PEG 40% 

 

Material: 

- Pool de sobrenadante de células ED infectadas com vírus; 

- Solução PEG 40%; 

- Solução sacarose 10% em tampão TRIS-HCl 75mM + EDTA 1mM 7,4; 

- Solução tampão fosfato 10mM pH 7,2; 

- Éter etílico;  

- Tampão fosfato 10mM pH 7,2 +EDTA 10 mM + PMSF 1mM (inibidor de protease); 

- Centrífuga Sorvall rotor 5534; 

- Ultracentrífuga 

Nota: Transformar unidade g para rpm de acordo com o raio dos rotores que serão utilizados.  

Procedimento: 

1- Congelar e descongelar a amostra 3 x em temperatura -80ºC;  

2- Centrifugar o sobrenadante a 8000g durante 30 minutos (clarificação); 

3- 480mL de sobrenadante é acrescido de 120mL de solução PEG 40% e deixado a 4C durante 

18horas. A concentração final de PEG deve ser 8%;  

Nota: Usar béquer ou erlenmeyer tampado.  

4- Centrifugar a 12000g durante 1hora; 

5- Ressuspender o sedimento em Tampão fosfato 10mM pH 7,4 (mais ou menos 10mL); 

6- Depositar a suspensão em colchão de sacarose 10% (mais ou menos 1:10); 

Nota: Cuidado para não misturar, deve escorrer pelas paredes do tubo.  

7- Centrifugar a 3600g durante 2horas a 4 ºC; 

Nota: verificar capacidade dos tubos e rotor.  

8- Ressuspender o sedimento em Tampão fosfato de sódio 10mM pH 7,4 + EDTA + PMSF 

(mais ou menos 4mL) e misturar com 10 volumes de éter etílic (40mL); 

9- Incubar durante 2horas a 4C sob agitação; 

10- Remover o éter com auxílio de pipeta;  

10-Armazenar a suspensão resultante a -20C até a realização dos testes.  
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Protocolo 6 

PCR Nested – “double round” 

Fieni, 2010 

 

Duas etapas para a amplificação de PCR foram utilizadas para detectar a sequência do gene 

GAG da CAE. Na primeira etapa, a detecção viral foi realizada via a amplificação do fragmento 

localizado entre o nucleotídeo 393 e nucleotídeo 1291, utilizando o par de “primers” externo GAG 

EX5 (5’- GAA GTG TTG CTG CGA GAG GTC TTG -3’) e GAG EX 3 (5’- TGC CTG ATC CAT 

GTT AGC TTG TGC - 3’). Imediatamente após a primeira etapa iniciou-se a segunda, amplificando 

o fragmento localizado entre o nucleotídeo 524 e nucleotídeo 1036, com o uso do “primer” GAG 

IN5 (5’- GAT AGA GAC ATG GCG AGG CAA GT - 3’) e GAG IN3 (5’- GAG GCC ATG CTG 

CAT TGC TAC TGT - 3’).  

Para a primeira etapa, 10 µL de DNA foi adicionado a 40 µL da solução de amplificação ou 

“Mix 1”: 5 µL de tampão de reação (10X) (670 mM Tris-HCl (pH 8.8), 160mM (NH4)2SO4 ,0,1% 

TWEEN-20); 5 µL de MgCl 2 (50 mM); 1 µL de dNTP (25mM de cada oligonucleotídeo trifosfato: 

dATP, dGTP, dCTP, dTTP); 0,25 µL TAQ Polymerase (Promega); 1,0 µL de cada primer GAG EX5 

e GAG EX3 e 26,75 µL de água livre de DNase e RNase. Para a segunda etapa, 5 µL da primeira 

reação foi adicionada a 45 µL do “Mix 2”, contendo os mesmos reagentes do “MIX 1”, exceto o 10 

µL tampão de reação (5X) contendo o tampão “loading”, primers GAG IN5 e GAG IN3. 

Para cada round, seguiu-se a desnaturação inicial à temperatura de 94oC durante 5 min, as 

amostras foram submetidas a uma série de 35 ciclos compreendendo, 30 seg da fase de desnaturação 

a 94oC, a fase de hibridização 55 oC durante 30seg e da fase de extensão a 72 oC por um min e meio. 

A fase de extensão final foi realizada a 72 oC durante 5 min.  

Produtos amplificados foram visualizados usando gel de agarose 1,5% na eletroforese contendo 

brometo de etídeo em tampão TBE (1x): 15 µL da fração amplificada foi adicionada por poço no gel. 

Dois poços foram utilizados como controle negativo (água) e controle positivo (membrana sinovial 

caprina), assim como 5 µL do marcador de peso molecular “DNA ladder” 100pb (Jena Bioscience – 

Jena, Alemanha). As bandas marcadas foram entre 1000 e 200pb, sendo que o controle amplificado 

foi de 512pb. Após a separação através da eletroforese, as bandas foram visualizadas usando 

transluminador L Pix (Loccus Biotecnologia – Cotia, Brasil) com luz ultravioleta. 
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Protocolo 7 

Controle interno - β actina 

Ali Al Ahmad et al., 2008 

 

Para a confirmação da presença de DNA ou cDNA foi realizada uma PCR Nested, utilizando-se 

β-actina como controle interno. Para o primeiro “round” 5 µL de DNA ou cDNA foi adicionado a 45 

µL da solução “Mix 1”: 10 µL de tampão de reação (5X); 3 µL de MgCl 2 (25 mM); 1 µL de dNTP 

(10 mM); 0,25 µL TAQ Polymerase (Promega); 1,5 µL de cada primer ES30 (5’ - TCA TGT TTG 

AGA CCT TCA ACA CCC AG - 3’) e ES32 (5’ - CCA GGG GAA GGC TTG AAG AGT GCC – 

3’) e 27,75 µL de água livre de DNase e RNase. Para o segundo “round” 2 µL da primeira reação foi 

adicionada a 48 µL do “Mix 2”, contendo os mesmos reagentes do “MIX 1”, exceto o H2O DNase e 

RNase no vol de 30,75 µL e os primers ES 31 (5’ – CC CAG CCA TGT ACG TTG CTA TTC – 3’) 

e ES 33 (5’ – GCC TCA GGG CAG CGG AAC CGC TCA – 3’) (Ali Al Ahmad et al., 2008). 
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Protocolo 8 

Síntese de cDNA - Promega® 

 

Para a primeira etapa adicionou-se 10 µL da amostra de RNA juntamente com 1 µL de random 

primer, incubou-se a 70ºC/5min. Subsequentemente acondicionou-e o microtubo em gelo e 

adicionou-se o “Mix” de 5 µL MML V Buffer 5X + 5 µL DNTO 10mM + 1 µL Rnasin + 1 µL 

MML V + 2 µL H2O Dnase e Rnase free, incubou-se 65ºC/ 10min.  

 

 

Protocolo 9 

Superovulação 

Protocolo adaptado 

O protocolo utilizado foi: esponjas contendo 60mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) 

(Progespon® - Intervet, Cotia, Brasil) foram inseridas no dia 0 (D0) por via intravulvar, 

permanecendo por sete dias. Após quatro dias (D4), FSH/LH (Pluset® - Hertape Calier Saúde 

Animal – Juatuba, Brasil) na concentração de 5UI/kg (dose máxima 400 UI) foram administradas 

i.m. em seis doses decrescentes, duas vezes ao dia. No dia seis (D6) do protocolo, 37,5 mg de D-

cloprostenol (Prolise® - Arsa, Buenos Aires, Argentina) foi administrado via paravulvar. Quarenta e 

oito horas após, 500UI de hCG (gonadotrofina coriônica humana - Vetecor® 5000UI – Hertape 

Calier Saúde Animal – Barcelona, Espanha) i.m. foi administrada. No dia 10 após o início do 

tratamento hormonal, 0,750 mg de flunexim meglumine (Banamine® - Schering-Plough Veterinária 

-  Alemanha) foi administrado i.m. uma vez ao dia, durante três dias, para evitar a regressão luteal 

precoce. Administrou-se 37,5 mg de D-cloprostenol i.m., seis horas antes da colheita embrionária 

para auxiliar na dilatação cervical das fêmeas. 
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Protocolo 10  

Lavagem de embriões com tripsina  

Stringfellow, D.A. e Seidel, S.M., 1998 

Recomendações para o manuseio sanitário de embriões obtidos in vivo 

1. Fazer cinco banhos com PBS + 50µL de ATB + 0,4% BSA 

2. Duas lavagens com tripsina 0,25% + Hank´s sem Ca e Mg (pH 7,6 ou 7,8) 

3. E por último 5 (cinco) banhos com PBS + 0,4% de ATB + 2% SFB ou 0,4% BSA (para 

inativar a tripsina) 

Obs. 1) A tripsina + Hank´s devem ser preparados no momento do uso  

2) Tripsina deve ser armazena em alíquotas e congeladas 

3) Cada gota de lavagem deve conter 200 µL 

4) De acordo com a terceira edição do Manual da IETS a tripsina por até 5 minutos não diminui 

a viabilidade do embrião.  

  

 


