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RESUMO

A artrite encefalite caprina (CAE) € uma doenca viral multisistémica que ocorre em caprinos,
causada pelo lentivirus de pequenos ruminantes (CAEV). As medidas preconizadas para o
controle do CAEV estdo baseadas na identificagdo dos animais infectados por meio de testes
soroldgicos. O objetivo deste estudo foi melhorar a eficiéncia das medidas de controle através
da associagao de testes indiretos (imunodifusdo em gel de agar-IDGA) e diretos (nested-PCR)
para o diagndstico do CAEV. O IDGA foi realizado nos animais ao nascimento antes da
colostragem, no dia da infecgdo experimental e durante 12 meses pos-infecgdo. Durante um
periodo de 12 meses, o perfil de eliminacdo do DNA pré-viral do CAEV no sémen e sua
presenga no sangue, foram monitorados em um grupo de nove animais experimentalmente
infectados. Nao foram observados sinais clinicos da CAE durante o periodo experimental (PE).
Ao final do PE, um animal infectado (1/9) permaneceu soronegativo pelo IDGA. Quando
submetido a prova de PCR de sémen este mesmo animal apresentou resultados positivos. A
soroconversao tardia parece ser uma caracteristica da infecgdo pelo CAEV, a qual pode
interferir diretamente nos programas de erradicagédo e estudos epidemiolégicos baseados em
métodos sorolégicos para a identificagdo de caprinos infectados. Os resultados demonstram
que os bodes eliminam o DNA proé-viral do CAEV de maneira intermitente no sémen ejaculado.
Nao foi observada relacdo entre a presenca do DNA pro-viral do CAEV no sangue e sua
eliminacdo no sémen. Os resultados sugerem que as praticas classicas de manejo
preconizadas para o controle, sdo insuficientes para a erradicagao da CAE e que a PCR pode
ser uma ferramenta eficiente para minimizar o risco da utilizacdo de reprodutores falso
negativos pelo IDGA na reproducéo.

Palavras-Chave: caprino, lentivirus, sémen, LVPR, PCR, soroconversao tardia
ABSTRACT

Caprine arthritis-encephalitis (CAE) is a multisystemic viral syndrome in goats caused by small
ruminant lentivirus (CAEV). The control measures prescribed for CAEV control are based on the
indentification of infected animals through a suitable serological test. The aim of this work was to
improve the CAE control measures through the association of indirect (agar gel
immunodiffusion-AGID) and direct (nested-PCR) assays to CAEV diagnosis. AGID was
performed at birth before colostrum, at day of infection and throughout 12 months pos infection.
We studied the viral shedding in a group of nine experimental infected males over a year by
following the proviral load by nested-PCR in semen and blood. During the experimental period
(EP) no clinical signs of CAE were observed. Throughout the EP one animal (1/9) remained
AGID-seronegative to CAEV. When the semen samples were submitted to PCR, that same
AGID-seronegative animal showed positive results. Delayed seroconversion appears to be a
feature of CAEV infection wich may have direct implications for eradication programs and
epidemiologic studies that rely on serologic methods to detect infected goats. Our results
suggest that the bucks show intermittent shedding of proviral DNA into ejaculated semen. No
significant relationship was found between the presence of proviral CAEV DNA in blood and the
detection of proviral CAEV DNA in ejaculates. We conclude that the classical management
practices recommended for CAEV control are insufficient in CAEV eradication programs and that
PCR may be a useful tool for decreasing the risk of breeding AGID false negative animals.

Keywords: Goat, lentivirus, semen, SRLV, PCR, delayed seroconversion

11



1 — INTRODUGAO

A artrite-encefalite caprina (CAE) é uma
doenga viral que esta disseminada
mundialmente, especialmente em paises de
caprinocultura leiteira desenvolvida. E uma
sindrome mutlisisttmica que apresenta
infeccdo  persistente, curso lento e
progressivo, causado pelo lentivirus de
pequenos ruminantes (CAEV). Animais
adultos apresentam com frequéncia, sinais
de artrite, mastite e pneumonia; animais
jovens podem apresentar uma
leucoencefalomielite.

O tratamento nao é efetivo e até o momento
nao foi desenvolvida uma vacina de eficacia
comprovada. Como conseqléncia, outras
medidas profilaticas s&o adotadas para
diminuir ou eliminar os danos causados pela
doenga, tais como a redugédo da produgéo
de leite, o descarte prematuro e a perda de
potencial genético de animais infectados
pelo CAEV. A principal via de transmissao
do CAEV ocorre verticalmente, de cabras
infectadas para suas crias por meio da
ingestdo de colostro e leite contaminados.
As medidas profilaticas estdo baseadas na
identificacao de animais infectados por meio
dos testes sorologicos disponiveis, que
permitam a segregacdo ou descarte de
animais infectados, e o fornecimento aos
cabritos lactantes, de colostro e leite
termizados (tratados a 56 °C por 60 min)
oriundos de cabras soronegativas.

Entretanto, mesmo com o rigoroso controle
do aleitamento adotados nos programas de
controle atualmente, este ndo tem sido
totalmente efetivo na erradicagédo do CAEV
nos rebanhos leiteiros infectados. Outras
vias que ndo a ingestdo do colostro e leite
contaminados pelo virus podem estar
envolvidas na transmissao do virus. Estudos
demonstraram a soroconversao em fémeas
negativas para o CAEV no intervalo de 100
a 140 dias apés o acasalamento com
machos infectados, sugerindo a
possibilidade de transmissao venérea ou por
contato com excregdes ou secrecdes
contaminadas. Recentemente, o CAEV foi
detectado no sémen de caprinos infectados,
sugerindo o potencial risco de transmisséo
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para as fémeas através da monta natural ou
inseminagédo artificial (IA). Este fator é
agravado pela abrangéncia da A,
possibilitando que o sémen contaminado de
um reprodutor infectado, seja utilizado em
inUmeros rebanhos e em varios paises,
ampliando os riscos de disseminagao da
CAE. Este fator é particularmente importante
para a industria da IA, pela imposi¢cao de
barreiras sanitarias ao comeércio
internacional de sémen.

No Brasil, as importagbes de caprinos de
alta linhagem genética leiteira de paises
endémicos para o CAEV no inicio da década
de 80, possibilitaram a introdugéo da doenga
até entdo exdtica no pais, noticiada
inicialmente no Rio Grande do Sul e
posteriormente em  diversos estados
brasileiros. A hipétese de transmissao
venérea ressalta a importancia do estudo
sobre a possibilidade de veiculagdo do
lentivirus caprino pelo sémen e sua
consequéncia nos programas de controle da
CAE. Ainda é escassa a literatura versando
sobre a presengca do CAEV no sémen,
assim como os fatores relacionados a
din&mica viral no trato genital.

Os testes laboratoriais para o diagnéstico da
CAE incluem o isolamento do Vvirus,
deteccdo de 4acidos nucléicos e de
antigenos virais em células e tecidos, assim
como provas sorologicas.

O teste sorolégico mais amplamente
utilizado para o diagnéstico da CAE é a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA),
recomendado pela OIE (Organizagao
Mundial de Saude Animal) (OIE, 2004).
Entretanto, como o IDGA tem sensibilidade
analitica pior que testes imunoenzimaticos,
Ou seja, ela necessita de uma concentragao
maior de anticorpos especificos para dar um
sinal, consequentemente parece subestimar
a incidéncia da infecgéo, especialmente em
animais com idade inferior a seis meses, ou
Nnos casos em que ocorra a soroconversao
tardia, caracteristica observada na infecgao
pelo CAEV.

A ocorréncia de resultados falso-negativos
decorrentes da soroconversao tardia pode



impedir a precocidade e a precisdo do
diagnostico sorolégico de animais
infectados, permitindo a estes atuarem
como reservatérios da infecgdo para o
rebanho. As praticas classicas de manejo
recomendadas para o controle e a utilizagao
das provas de diagnéstico disponiveis de
maneira isolada, tem se mostrado
insuficientes no éxito de programas de
erradicacao do CAEV. Embora
apresentando maior complexidade e custo
comparado aos testes sorolégicos, o
diagnostico por meio da PCR pode ser
adequado a algumas circunstancias,
funcionando como contra prova frente aos
testes sorolégicos, e permitindo  maior
precocidade na identificagdo de animais que
apresentem soroconversao tardia.

A associagdo do diagndstico soroldgico e
molecular pode potencializar a eficiéncia dos
programas de erradicacdo da CAE, e
minimizar o risco da utilizacdo de
reprodutores falso - negativos (pela prova de
IDGA), além de gerar informagdes sobre a
dindmica viral no sangue, sémen e da
resposta sorolégica frente a infecgdo pelo
CAEV.

O objetivo deste estudo foi monitorar a
presenca de anticorpos (frente ao CAEV) no
soro e do DNA pro-viral no sangue; e
descrever o padrao de eliminagao do CAEV
(DNA pro-viral) no sémen de reprodutores
caprinos experimentalmente infectados.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. Etiologia

A artrite encefalite caprina (CAE) é uma
enfermidade  distribuida  mundialmente
causada pelo virus da artrite-encefalite
caprina (CAEV) (Peterhans et al., 2004). Em
conjunto com outros virus que infectam os
ovinos (maedi-visna), bovinos (virus da
imunodeficiéncia bovina), felinos (virus da
imunodeficiéncia felina), equinos (virus da
anemia infecciosa equina), simios (virus da
imunodeficiéncia simia) e humanos (virus da
imunodeficiéncia adquirida) pertence ao
género Lentivirus que compdem a familia
retroviridae (Callado et al., 2001). A infecgéo
pelo CAEV apresenta uma evolugao lenta,

caracterizada por artrite crénica, mamite e
pneumonia intersticial, sintomas comumente
observados em animais adultos (Narayan et
al., 1980). Nos animais jovens, com menos
de seis meses de idade, observa-se
esporadicamente sinais neuroldgicos
provocados por encefalomielite (Cork et al.,
1974).

O genoma é composto de duas moléculas
idénticas de RNA, lineares, de cadeia
simples, nado complementares e de
polaridade positiva com tamanho de
aproximadamente 10 Kb. O genoma do
CAEV é formado pelos genes estruturais
(g9ag, pol e env), os quais sao traduzidos em
proteinas estruturais, regulatorios (tat e rev)
e auxiliares (vif, vpr/vpx, vpu e nef) e por
duas LTR (long terminal repeats —
sequiéncias longas repetidas) localizadas
nas extremidades 5’ e 3’ do genoma; e que
contém toda a informagéo essencial para o
inicio e término da transcrigao (Saltarelli et
al., 1990). O RNA gendmico, através da
transcriptase reversa, origina o DNA pro-
viral, que se integra ao genoma da célula
hospedeira, sendo entdo denominado de
provirus.

2.2. Histoérico

Relatos sugerem que o  primeiro
reconhecimento clinico da CAE tenha
ocorrido na Suica em 1959, onde foram
observados sinais de artrite crdonica em
caprinos adultos (Stinzi et al., 1964). Na
india, foram descritas alteracdes
respiratérias semelhantes a Maedi em
caprinos (Rajya e Singh, 1964), enquanto no
Japao autores relataram  alteracbes
histopatoldgicas de poliartrite crénica em
caprinos (Nakagawa et al., 1971). O indicio
de que a enfermidade era causada por um
virus, foi confirmado pela microscopia
eletrbnica, por meio da visualizagcdo de
particulas virais semelhantes as do virus
Maedi-Visna, em células do plexo cordide
caprino (Weinhold, 1974).

A infeccdo de caprinos caracterizada por
artrite progressiva em adultos e
encefalomielite desmielinizante em cabritos
foi primeiramente relatada por Cork et al.
(1974), apdés a ocorréncia de um surto de
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leucoencefalomielite nos Estados Unidos em
animais de um a quatro meses de idade.
Estudos virolégicos e epidemioldgicos
revelaram que um mesmo virus estava
relacionado tanto a causa de sinovite e
artrite cronica proliferativa em animais
adultos, quanto a leucoencefalomielite em
cabritos (Cork et al., 1974; Clements et al.,
1980). O reconhecimento da CAE como
uma infeccdo viral de ocorréncia mundial
ocorreu em 1980, apds a identificacdo do
agente, classificado como um lentivirus da
familia Retroviridae, denominado CAEV
(Crawford et al., 1980; Narayan et al., 1980).

2.3. Epidemiologia

A CAE esta presente na maioria dos paises
e continentes que exploram a caprinocultura
como atividade econbmica, entretanto
observa-se uma maior prevaléncia nos
rebanhos de paises que apresentam um alto
nivel de tecnificagdo (Rowe e East, 1997).
Nos rebanhos infectados, a doencga
geralmente promove perdas econémicas em
conseqiéncia a diminuigdo da produgao
leiteira e vida util das cabras, descarte
precoce e involuntario de animais de alto
valor zootécnico, e despesas com a adogéo
de programas de controle e/ou erradicacéo
(Peterhans et al., 2004).

Particularmente na Europa, e em paises
como Estados Unidos e Canada, estudos
em rebanhos leiteiros relatam a prevaléncia
da CAE entre 30 a 80%, indices
considerados altos quando comparados aos
encontrados na Africa e América do Sul,
entre 0-10% de rebanhos infectados
(Crawford e Adams, 1981; Adams et al,
1984; East et al., 1987; Phelps e Smith,
1993; Rowe e East, 1997). A Islandia, Nova
Zelandia e Australia estdo atualmente livres
das lentiviroses de pequenos ruminantes
(Thomar, 2005).

No Brasil, a doenga foi primeiramente
relatada por Moojen et al. (1986) no Rio
Grande do Sul. Posteriormente ao primeiro
relato,b, a CAE foi detectada em varios
Estados da Federagado, entre eles: Bahia
Cearda, Espirito Santo, Goias, Maranhao,
Minas Gerais (Yorinori et al., 2003), Para,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro
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e Sao Paulo (Assis e Gouveia, 1994;
Gouveia, 2003) Em paises que importam
ragas exoticas leiteiras para o melhoramento
genético dos rebanhos nativos, observa-se
uma prevaléncia baixa ou a nao ocorréncia
do CAEV em animais de ragas nativas,
particularmente nos rebanhos sem o prévio
contato com os exemplares de racas
exoticas. A prevaléncia da enfermidade é
maior em rebanhos de exploragao intensiva
e tecnificada, particularmente naqueles em
que os plantéis sdo compostos por
individuos de racgas leiteiras especializadas
(Smith e Sherman, 1994). Destaca-se a
relevincia do papel epidemiologico de
reprodutores caprinos soropositivos para
CAE na disseminacdo da doenga em
rebanhos nativos, visto que com freqiéncia
observa-se a introdugdo de reprodutores
leiteiros de racas exéticas em rebanhos
nativos livres da CAE, sem o prévio
monitoramento do estado sanitério destes
reprodutores quanto a presenca do CAEV
(Andreoli e Gouveia, 2001).

2.4. Transmissao

O CAEV replica-se preferencialmente em
células do sistema monocitico-fagocitario,
ou seja, em mondcitos no sangue e
macrofagos nos demais tecidos, sendo a
medula 6ssea o principal reservatorio de
células infectadas. O reservatério viral e
importante fonte de infecgdo nos rebanhos,
sao os animais infectados que transmitem o
agente por meio de secreg¢des ou excrecdes
que contenham células do sistema
monocitico-fagocitario. Entre os caprinos, a
principal via de transmissdo ocorre das
cabras para os filhotes pela ingestdo de
colostro e leite contaminados pelo CAEV
(Adams et al., 1983; Blacklaws et al., 2004).

A transmissdo também pode ocorrer pelo
contato direto entre animais (urina, saliva,
secregdes respiratéria e fezes), assumindo
uma maior importancia em rebanhos com
densidade elevada. O equipamento de
ordenha mecanica contaminado pelo leite de
animais infectados, torna-se um vetor
eficiente de disseminagdao do CAEV quando
manejado de maneira inadequada (Adams
et al., 1983). Foi detectada a presenca do
CAEV em células e fluidos dos tecidos



reprodutores masculinos e femininos, no
entanto, a transmissao venérea ainda n&o
foi comprovada (Andrioli et al, 1999; Ali Al
Ahmad et al., 2006; Andreoli et al, 2006 Ali
Al Ahmad et al., 2008). Foi observado em
pequenos rebanhos de criagdo mista
(caprinos e ovinos), a transmissao natural
interespecifica da cepa classificada como
subtipo A4 do lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR) (Shah et al., 2004).

2.5. Resposta imunolégica

O CAEV ¢ introduzido no organismo do
animal susceptivel geralmente por via oral,
onde macrofagos infectados ou particulas
virais livres sdo absorvidos. Em seguida o
virus infecta células do sistema monocitico-
fagocitario, produzindo a infeccao
persistente no hospedeiro. As respostas
imunolégicas (celular e humoral) possuem
intensidade variada e sao ineficientes contra
a replicagdo viral. A primeira resposta
humoral é detectada em torno da terceira
semana e esta principalmente dirigida contra
a proteina do capsidio; por volta da quinta
semana sao produzidos anticorpos contra as
demais proteinas (nucleocapsideo, matriz,
transmembrénica e de superficie).

Os anticorpos passivos adquiridos pela
ingestao persistem em niveis detectaveis no
soro de cabritos até aproximadamente seis
meses (Mackenzie et al., 1987). Quando a
resposta imune se desenvolve, o0s
anticorpos permanecem por toda a vida do
animal, apesar de sua concentragao variar
em diferentes periodos (Perk, 1990). Os
anticorpos neutralizantes sdo produzidos em
quantidades limitadas, tardiamente e séo de
baixa afinidade, de modo que nao impedem
o ciclo de replicagdo, porém favorece a
persisténcia do estimulo antigénico. Além
disso, a presenga de acidos siadlicos na
superficie da particula viral dificulta a agao
de anticorpos neutralizantes, e a alta
mutabilidade do agente em variantes
antigénicas, funcionam como mecanismo de
escape da resposta celular e humoral
(Knowles et al, 1990; Cheevers et al.,
1993).

A replicagéo viral geralmente é limitada por
determinados fatores, entre eles esta a

restricdo da replicagdo mediada pelo
interferon,  produzido pelos linfécitos
ativados durante sua interagcdo com os
macroéfagos infectados. O interferon inibe a
maturagdo dos mondcitos, retardando a
maturagdo viral (Zink et al., 1987). Na
infeccdo persistente, existe ainda uma
restricao génica nos monacitos,
processamento incompleto da glicoproteina
de superficie com interrupgéo do ciclo viral
(Chebloune et al., 1996 a e b).

A disseminagdo do virus provavelmente
ocorre pela via hematogénica. Nos tecidos-
alvo, tais como sindvias, intersticio
pulmonar, plexo cordide e ubere, a ativagao
da replicagdo viral, juntamente com a
maturagdo dos macrofagos, induzem a
formagéo das lesbes linfoproliferativas que
caracterizam a CAE. A base do
desenvolvimento das lesdes parece ser a
infeccdo dos macrofagos. Em resposta ao
virus, a formagado de imunocomplexos e a
replicagdo litica nos macréfagos podem ser
as causas das lesdes desencadeadas (De
La Concha-Bermejillo, 1997). Outra resposta
a infecgao persistente dos macréfagos, seria
a apresentacao do antigeno aos linfécitos T,
promovendo a cascata de respostas
celulares que levariam a proliferacdo de
células inflamatérias mononucleares. Ainda
€ sugerido, principalmente no caso da
artrite, que a infecgdo dos macréfagos
poderia torna-los menos ativos na fagocitose
de debris celulares presentes na articulagao,
resultando no seu acumulo e na persisténcia
e evolugdo crbnica da artrite (Wilkerson et
al., 1995).

2.6. Patogenia

O desenvolvimento das lesdes depende do
tropismo dos 6rgédos alvo por células do
sistema monocitico-fagocitario, de fatores
que induzem a maturagado e diferenciagédo
celular, regulagdo positiva da expresséo viral
e produgéo celular. Outro fator importante é
a liberagdo a partir de células lesadas de
fatores quimiotaticos que atraem células
inflamatérias (Legastelois et al., 1996). A
producdo persistente e interagcdo entre
antigenos virais e os anticorpos, formando
imunocomplexos, representam uma das
bases imunopatologicas para a evolugao
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das lesdes (Knowles et al, 1990). E
provavel ainda, que infecgdes oportunistas
possam induzir a secrecdo de fatores
celulares que modulem a replicagédo e
expressdo da infeccdo. Finalmente, a
freqiiéncia e severidade das lesbes parece
estarem associadas ao genoma do
hospedeiro (De La Concha-Bermejillo et al.,
1995) e a amostra viral (Cheevers e
Mcguire, 1988).

A infeccdo pelo CAEV, persistente e
geralmente assintomatica, pode causar
afeccdo multissistémica, de evolugéo
crénica com agravamento progressivo das
lesdes, perda de peso e debilidade até a
morte. Do ponto de vista clinico e
anatomopatolégico a expressio da infecgéo
pelo CAEV pode ser classificada em quatro
formas béasicas: nervosa, artritica,
respiratéria € mamaria (Narayan e Cork,
1985).

A forma mais importante em caprinos é a
artritica, principalmente observada em
animais com mais de oito meses de idade.
As alteragdes nas articulagdes carpianas,
como aumento na consisténcia e volume,
sao observadas com maior freqiéncia
(Crawford e Adams, 1981). A apresentagéo
pulmonar é rara e de pouca gravidade nos
caprinos, quando presente os sinais sao
tosse, dispnéia apdés esforgo fisico,
taquipnéia, macicez pulmonar e
comprometimento do estado geral (Narayan
e Cork, 1985). A forma nervosa & menos
frequente e geralmente acomete cabritos de
um a quatro meses de idade, ou mais
raramente em caprinos mais velhos, em
associagdo a forma artritica (Cork et al.,
1974).

A forma mamaria é frequente e tem grande
impacto econdmico, devido ao
comprometimento da producao de leite e
predisposicdo a infecgdes secundarias da
glandula mamaria (Leitner et al., 2009). As
cabras afetadas apresentam mamite aguda
ou crdnica. A aguda é observada no inicio
da lactogénese, pelo endurecimento ndo
edematoso do 6rgao com produgéo baixa de
leite ou mesmo agalactia. A crbnica instala-
se durante a lactagdo com assimetria e
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endurecimento da glandula mamaria e com
producao de leite normal.

2.7. Diagnéstico

O diagnéstico da infecgdo pelo CAEV pode
ser realizado pela observagdo dos sinais
causados pelo acometimento dos tecidos
nervoso, articular, mamario e pulmonar.
Contudo, observa-se que apenas 35% dos
animais infectados apresentam sinais
clinicos da doenga (East et al, 1987;
Wilkerson et al., 1995). Apos a infecgéo, os
animais produzem anticorpos frente ao
CAEV, e a soroconversao pode ocorrer no
intervalo de semanas a varios meses. A
doenga clinica é raramente observada antes
dos dois anos de idade, salvo os casos de
encefalite acometendo animais jovens
(Narayan e Cork, 1985). A sorologia é a
abordagem diagndstica mais comumente
utilizada na deteccdo da infeccdo pelo
CAEV. Varias técnicas de diagnoéstico estédo
disponiveis para este proposito, dentre elas:
a imunodifusdo em gel de agar (IDGA)

(Pinheiro et al, 2005), ensaios
imunoenzimaticos (ELISA),
radioimunoprecipitagao (RIPA),

radioimunoensaio (RIA) e western blotting
(WB) (De Andres et al., 2005) e dot blotting
(Pinheiro et al., 2006).

O teste sorolégico mais comumente utilizado
para triagem de rotina é o IDGA, sendo o
teste recomendado pela OIE por questdes
regulatérias. O IDGA basea-se na detecgéo
de anticorpos ao antigeno do
nucleocapsideo (p25) e do envelope viral
(gp135). Um estudo relatou ao testar 218
amostras de campo, uma sensibilidade e
especificidade diagnéstica de 91% e 100%,
respectivamente, obtidas por IDGA
confrontadas com o RIPA (Knowles et al.,
1994).

Os ensaios imunoenzimaticos podem ser
categorizados de maneira ampla,
considerando-se a forma de apresentagéo
dos antigenos utilizados, seja pelo virus
completo, ou proteinas recombinantes, e os
denominados ELISAs competitivos,
baseados no uso de anticorpos monoclonais
(De Andres et al., 2005). Nos testes que
utilizam o virus completo como antigeno, os



valores de sensibilidade diagnéstica variam
de 92 a 100%, e para especificidade
diagnostica, estes variam de 93 a 100%
(Celer et al., 1993). Os testes de ELISA tém
apresentado uma maior sensibilidade
analitica quando comparados ao teste de
IDGA, e alguns estudos demonstraram que
a detecgdo da soroconversdao em estagios
mais precoces da infecgado foi obtida pelo
ELISA (Saman et al.,, 1999). Os testes de
RIPA, RIA e WB séo considerados como
complementares e nédo tém sido aplicados
como testes de triagem na rotina devido a
complexidade das técnicas e o maior tempo
de realizagdo demandado.

Varios estudos descrevem o uso da reagao
em cadeia pela polimerase (PCR) na
detecgado do CAEV em sangue e tecidos (De
Andres et al, 2005). Nestes estudos,
observa-se que a variagdo das amostras de
campo e a baixa carga viral in vivo sao os
principais  obstaculos encontrados na
padronizagdo das provas de PCR para o
diagnéstico da CAE. As sequéncias alvo
estdo baseadas no genoma completo, e
incluem os genes LTR, gag, pol e env. As
regibes dos genes LTR e pol séao
consideradas mais conservadas
comparadas ao gene gag, enquanto a
regido do env apresenta a maior
variabilidade. Entretanto, estudos
descreveram PCRs com iniciadores
desenhados a partir de regides dos genes
gag e pol e observaram que os resultados
baseados no gene gag foram superiores
(Zanoni et al, 1990). Na maioria dos
estudos, as células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) s&o utilizadas na
extracdo do DNA alvo. Utilizando esta
abordagem Rimstad et al. (1993)
detectaram o DNA do CAEV em 25
amostras de sangue de 30 cabras
soropositivas. Em 81 caprinos
soronegativos, 0s mesmos autores
encontraram vinte animais positivos pela
PCR, sendo que destes, dez
soroconverteram em  estagios  mais
avancados da infeccdo (Barlough et al.,
1994). Foi desenvolvido um “Double-nested
PCR” utilizando iniciadores para regides dos
genes gag e pol na mesma reagao de
amplificagdo. Os resultados demonstraram
que a PCR apresentou sensibilidade e

especificidade diagndstica de 94,7 e 87,5%,
respectivamente, estas relativas ao teste de
ELISA p28 recombinante (Rimstad et al.,
1994). Travassos et al. (1998) observaram
que iniciadores para a regidao do env
detectaram 14/15  (93,2%)  caprinos
infectados, enquanto os iniciadores
baseados no gene gag detectaram 9/15
(60%). O estudo mostrou que a PCR
baseada em sequéncias do gene env pode
ser eficiente em detectar animais infectados
apesar da maior variabilidade presumida
para esta regido do genoma.

A presenca do CAEV em amostras de leite,
fluido sinovial, sémen e fluido uterino foi
detectada pela PCR. Reddy et al. (1993)
detectaram o virus em 8/8 amostras de leite
e em 5/5 amostras de fluido sinovial de
caprinos infectados, enquanto 18/20
amostras de PBMCs foram positivas.
Rimstad et al. (1993) encontraram 17/72
amostras de leite e 24/72 amostras de
sangue positivas, usando iniciadores da
regido gag. Leroux et al., (1997) utilizando a
técnica de RT-PCR semi-nested detectaram
a presenga do CAEV em 9/9 amostras de
leite de cabras infectadas. Em geral, os
resultados destes estudos mostram que as
provas de PCR tendem a ser menos
sensiveis que os testes de ELISA, embora a
PCR apresente maior eficiéncia na detecgao
da doenga antes da soroconversao. Estudos
recentes demonstraram por meio da PCR, a
presenga do CAEV no sémen (Travassos et
al., 1998; Andrioli et al., 1999; Ali Al ahmad
et al., 2008; Peterson et al., 2008), no trato
genital e fluido uterino de cabras (Andrioli e
Gouveia, 2001; Fieni et al., 2003; Ali Al
Ahmad et al., 2005).

Os resultados levantados sugerem que a
associagao entre os testes soroldgicos e a
PCR podem potencializar a deteccdo do
CAEV em animais infectados. Como
exemplo, na erradicagdo em nivel de
rebanho, a PCR poderia ser utilizada para
testar amostras de animais soronegativos.
Em programas de reproducdo, o teste de
amostras de sangue e sémen de animais
soronegativos ao IDGA ou ELISA pode
diminuir o risco da utilizagdo de reprodutores
falso-negativos.
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2.8. Sorologia intermitente e

soroconversao tardia

Estudos sugerem que apos a
soroconversdo, 0s niveis de anticorpos
produzidos contra o CAEV pelo sistema
imunolégico tendem ao limiar maximo,
detectado geralmente na terceira semana
pos-infecgdo, declinando em seguida até
atingirem um patamar estavel (Adams et al.,
1980; Cheevers et al., 1988). Contudo,
outros autores observaram respostas com
perfis intermitentes da produgdo de
anticorpos, mensurados pelos testes de
IDGA, ELISA e WB e observados em
animais monitorados em diferentes periodos
(Rowe et al., 1992; Rimstad et al, 1993;
Hanson et al, 1996). Esses estudos
mostram flutuagées independentes para
anticorpos contra a p25, p16, pl14 e
proteinas do envelope por periodos de
semanas ou mesmo meses. As razdes para
tais flutuagbes entre resultados positivos e
negativos ainda permanecem obscuras.
Uma justificativa plausivel seria a redugao
dos niveis de anticorpos a um patamar
abaixo do limiar de deteccdo do testes
utilizados. Alternativamente, a interagao
biolégica entre cepas do virus de campo
altamente variaveis e o genoma do
hospedeiro pode contribuir para tal
flutuagdo. Diferencas biolégicas entre as
amostras mantidas em laboratério usadas
para infeccdo experimental e infecgdes
naturais foram observadas em relacdo a
producdo de anticorpos, onde as infecgbes
experimentais apresentaram titulos mais
elevados, enquanto as infecgdes naturais
tenderam a titulos menos consistentes
(Klein et al., 1985).

A flutuagdo na produgdo de anticorpos
também foi observada em estudos
realizados por outros autores, onde 1/10 e
2/10 animais monitorados apresentam
intermiténcia no perfil da resposta por
anticorpos. Hanson et al. (1996) observaram
que os anticorpos contra p28 ou gp 135
flutuaram entre positivo e negativo em 5/19
animais, enquanto que em outros 5/19
animais os anticorpos desapareceram
completamente usando o teste de IDGA. A
perda de anticorpos pode também ocorrer
com o aparecimento dos sinais clinicos, mas
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podem estar presentes em animais com
doencga subclinica como demonstrado pelo
estudo de Houwers e Nauta (1989), que
utilizaram o teste de WB. Seja qual for a da
razdéo e extensdo deste fendbmeno, a
flutuacdo ou mesmo perda de anticorpos
representam um importante entrave ao
diagnéstico e por sua vez ao controle e
erradicacado da infecgao pelo CAEV.

2.9. Profilaxia

As primeiras tentativas de imunizagdo de
pequenos ruminantes frente as lentiviroses,
basearam-se na utilizagdo de virus
atenuado, entretanto, este tipo de
abordagem nao obteve sucesso. As
imunizagbes por meio de clones, virus
geneticamente modificados ou plasmideos
recombinantes, séo alternativas
recentemente utilizadas em detrimento a
imunizagao classica (Reina et al., 2009). Na
imunizagdo  de  caprinos, respostas
significativas dos linfécitos Th1 auxiliares e
protecdo frente ao CAEV, foram obtidas
com a utilizagdo de vacinas de plasmidios
recombinantes, codificantes para o gene
env. Resultados semelhantes foram
observados frente & mesma vacina,
associada ou ndo aos plasmidios
codificantes para os genes tat, interferon
(IFN)-y ou interleucina (IL)-12 (Hotzel e
Cheevers, 2003). Entretanto, a imunizagéo
com peptideos gag contendo epitopos de
células T parece resultar no aumento da
carga proé-viral apdés o desafio (Nenci et al.,
2007). A imunizagdo utilizando o CAEV
geneticamente modificado, com a delecéo
dos genes vif, tat e da dUTPase resultaram
na redugdo da carga viral e das lesbes
(Harmache et al., 1998; Zhang et al., 2003).
A infeccdo de animais com o virus ou DNA
pré-viral com delecdo do gene tat, resultou
em infeccdo persistente em cabras, mas
conferiu protecao apés o desafio (Harmache
et al., 1998). As estratégias de imunizagao
utilizadas até o momento tém conferido uma
protecao consideravel, mas ainda
apresentam eficiéncia limitada e ndo podem
ser aplicadas de forma satisfatéria em
condigdes de campo com os procedimentos
atualmente disponiveis.



2.10. Estratégias de controle

Apds a erradicagdo do lentivirus ovino
(Maedi-Visna) na Islandia (Peterhans et al.,
2004), esquemas de controle semelhantes
foram adotados nos paises europeus,
incluindo a Noruega, Finlandia, Bélgica,
Dinamarca, Franca, Holanda, Suécia, Suica,
assim como nos Estados Unidos e Canada
(Nuotio et al, 2003). A redugdo da
prevaléncia da CAE ocorre na diminuicdo da
incidéncia da manifestacdo clinica da
doenga, evitando as perdas nos parametros
produtivos de animais adultos e jovens.
Além disso, contribui para o bem-estar e
prolongamento da vida produtiva do rebanho
(Reina et al., 2009). A obtencao da condigéo
de livre de CAEV em rebanhos e centrais de
inseminacao artificial tem como objetivo
garantir uma maior seguranga no transito de
animais e sémen, agregando um maior valor
ao produto comercial pela minimizagdo do
risco de disseminacdo da doenga entre
rebanhos.

O diagndstico precoce é essencial para a
prevengdo e o controle da infecgdo pelo
CAEV e nao deve ser baseado apenas na
observagdo de sinais clinicos, uma vez que
estes podem ocorrer somente em estagios
avangados da infeccdo e ndo séao
especificos aos lentivirus de pequenos
ruminantes (De Andres et al, 2005). A
determinacdo da prevaléncia da doenga
deve ser o procedimento inicial de
norteamento de um esquema de controle
e/ou erradicacdo da CAE (Peterhans et al.,
2004). Os testes sorolégicos, associados a
PCR como técnica confirmatéria, podem ser
aplicados para consolidar a condicdo do
rebanho (Modolo et al., 2009). Os rebanhos
precisam ser monitorados com freqiéncia,
por periodos nao inferiores a doze meses,
iniciando-se o rastreamento da doenga nos
animais com idade igual ou superior a seis
meses (Reina et al., 2009).

Ao iniciar-se um esquema de controle, é
importante considerar a prevaléncia da
doenga, o tipo de exploragdo e os
procedimentos de manejo adotados em
cada rebanho. Apds os resultados do
rastreamento, é importante que os rebanhos
sejam classificados de acordo com a

soroprevaléncia, por exemplo, alta (>70%),
intermediaria (40-69%), baixa (10-39%),
muito baixa (1-9%) e negativa (Reina et al.,
2009). A proxima etapa é determinar as
estratégias mais eficientes e econémicas
que possibilitem a redugdo gradual da
prevaléncia em diregdo a completa
eliminacdo da infeccdo do rebanho. Em
rebanhos positivos, medidas restritivas
devem ser adotadas o mais precocemente
possivel. Entre estas medidas estdo o
bloqueio do transito de animais, exceto para
0 abate; a comercializagdo de produtos de
origem destes rebanhos deve estar sob
controle veterinario; e deve ser evitado o
contato de animais positivos com rebanhos
de propriedades limitrofes (Nuotio et al.,
2003; Peterhans et al., 2004).

O controle da CAE néo esta requerido por lei
na maioria dos paises. Contudo, sua
efetividade depende do esforgo conjunto
entre as associagdes de criadores e o0s
governos locais (Peterhans et al., 2004).

O Brasil possui uma populagéo de caprinos
heterogénea em relagdo a soroprevaléncia,
assim como a variedade das ragas,
condigdes ambientais e caracteristicas de
manejo. Esses fatores sdo alguns dos
obstaculos para a implementagdo de uma
politica ou estratégia de controle de
referéncia. Uma medida importante é o
estabelecimento de um laboratério de
referéncia nacional em cada pais para
realizar e coordenar as acbes e O
rastreamento da doenca. A este laboratério
cabe a responsabilidade de estabelecer os
critérios de identificagdo e monitoramento da
doenca, distribuicdo da informagao sobre a
adequacao das ferramentas de diagndstico,
estratégias de rastreamento e manejo dos
rebanhos infectados. Outra atribuicédo
importante ao laboratorio de referéncia seria
a participacdo na elaboragdo da legislacéo
que rege os programas de controle e
erradicagdo, assim como as medidas
restritivas ao comércio de animais, produtos
e fornecimento da documentagdo de
certificacdo sanitaria dos rebanhos (Reina et
al., 2009).

O abate sanitario de rebanhos infectados
pelos LVPR e sua reposigdo com animais
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livres foi uma estratégia efetiva de controle
da epidemia na Islandia (Blacklaws et al.,
2004). Esta medida pode ser aplicada com
eficiéncia em rebanhos com baixa
prevaléncia ou em areas com um numero
relativamente baixo de animais (< 1 milh&o).
Paises como a Polbnia, Suica, Bélgica e
Malta sdo exemplos. Obviamente, o abate
sanitario ndo pode ser uma medida
sistematicamente aplicada em rebanhos
com alta prevaléncia, ou paises que
possuam um expressivo numero de animais,
como Franga, Espanha, Grécia e Brasil com
1, 2, 5 e 9 mihobes de caprinos,
respectivamente (Reina et al.,, 2009). Além
disso, esta medida poderia incorrer na perda
completa de ganhos genéticos obtidos pelos
programas de selegdo e melhoramento
genético. O descarte direcionado de animais
soropositivos, com ou sem sua progénie,
tem sido aplicado com relativo éxito
(Blacklaws et al., 2004). Utilizando esta
estratégia a prevaléncia em alguns paises
foi reduzida de 30% a 0% em periodos entre
2-7 anos (Peterhans et al., 2004). Quando a
reposicao de animais infectados por animais
livres ndo é um procedimento viavel, ou
prevaléncia no rebanho ¢ alta, uma medida
alternativa seria a segregacdo, com a
criacdo de um rebanho positivo e outro
negativo. Esta medida se aplicada com
critério e monitoramento rigoroso, pode
controlar a infecgdo dentro de um periodo
relativamente curto (Reina et al., 2009).

O isolamento dos recém-nascidos permite a
conservagdo dos ganhos genéticos. Os
filhotes devem ser concebidos por meio de
cesariana ou retirados de suas méaes
imediatamente apdés o parto, impedindo o
contato fisico entre mae e cria (Nuotio et al.,
2003; Blacklaws et al., 2004). E relevante
que os neonatos recebem colostro e leite
nao contaminados pelo CAEV, ou recebam
0 aleitamento com sucedaneos de leite de
cabra (Berriatua et al., 2003). A reintrodugéo
de animais jovens ao rebanho (entre a
desmama e a primeira lactacdo) expbe os
mesmos ao risco de nova infecgdo. E
prudente a formagdo de um novo rebanho
ou a ampliagdo do rebanho nao infectado.
Em sequéncia, o monitoramento sorolégico
deve ser realizado periodicamente.
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O risco de transmissao pelo contato sexual
ainda nao foi comprovado, embora estudos
tenham demonstrado a presenca do CAEV
no sémen (Travassos ef al., 1998; Andrioli et
al., 1999; Ali Al Ahmad et al., 2008; Peterson
et al., 2008). O uso do sémen processado
para a |A parece apresentar um risco
menor, embora estudos mais especificos
sejam requeridos para que este seja
determinado e assim considerado nos
esquemas de controle. Em programas
reprodutivos, a associagao dos diagnosticos
sorolégico e biomolecular de amostras do
sangue e sémen de doadores nas centrais
de IA e dos reprodutores nas propriedades,
pode ser Uteis no controle da infeccdo pela
via sexual, uma vez que nao existem relatos
sobre a transmissdo da fémea para o
macho. Contudo, os procedimentos
classicos de manejo recomendados para o
controle da CAE nao tém considerado o
risco da introdugdo do CAEV no rebanho
pelo sémen e/ou reprodutores infectados.
Este fator tem maior importancia em
rebanhos livres ou mesmo naqueles em
fase de erradicagdo, considerando-se a
possibilidade de reintrodugdo do virus
carreado pelo sémen de animais falso-
negativos no rastreamento  soroldgico
(Modolo et al., 2009).

2.11. Presenga do retrovirus no sémen

Pouco apés a descrigdo dos primeiros casos
de infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) no homem, foi levantada a
hipétese de transmisséo pelo sémen (Gupta
et al., 2000). Nas ultimas décadas, iniumeros
estudos foram realizados no tema, no
entanto, muitas questdes sobre a infecgao
pelos retrovirus no trato genital masculino
permanecem sem resposta. No homem, o
sémen de individuos soropositivos para o
HIV ainda representa a principal via de
transmissdo da doenga (Le Tortorec e
Dejucg-Rainsford, 2007). No virus da
imunodeficiéncia felina, um lentivirus que
infecta felinos domésticos e selvagens, foi
relatada a detecgao do agente em células
nao-espermaticas do sémen (Jordan et al.,
1995).

Em ovinos observaram a eliminagdo do
MVV no sémen, e que esta, tinha maior



significancia em reprodutores co-infectados
com Brucella ovis (De La Concha-Bermeijillo
et al., 1996). Dus Santos et al. (2007) ao
avaliar amostras congeladas de sémen de
touros, encontraram a presenga do genoma
do virus da leucose bovina (BLV). Andrioli et
al. (1999) detectaram a eliminagao do DNA
pro-viral do CAEV em amostras de sémen e
encontraram variagdo na detecgdo do CAEV
em amostras de sémen lavado e néo
lavado, em caprinos naturalmente
infectados, expostos ou ndo a trauma
testicular.

Travassos ef al.(1998) relataram a presenga
do CAEV no sémen de reprodutores
caprinos experimental e naturalmente
infectados. Recentemente, alguns autores
demonstraram a presenga do virus no
sémen e no trato genital de caprinos (Ali Al
Ahmad et al., 2008; Peterson et al., 2008).
Nos caprinos nao foi relatada a transmissao
venérea do CAEV. No entanto, com base
nos resultados de suas pesquisas, esses
mesmos autores levantaram a hipétese do
risco de transmissdo do lentivirus caprino
pelo sémen (Travassos et al., 1998; Andrioli
et al., 1999; Andrioli et al., 2006; Ali Al
Ahmad et al., 2008; Peterson et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Doze caprinos machos procedentes de
criatérios comerciais foram utilizados (11
soronegativos e um soropositivo para o
CAEV), com 10 meses de idade ao inicio do
experimento, sendo das ragas Alpina (3),
Toggenburg (5) e Saanen (4). Os animais
selecionados nao apresentavam
manifestagbes clinicas da enfermidade,
sendo a presenga ou nao da infecgao
investigada pela IDGA e PCR nested de
amostras de sangue. Os animais foram
mantidos em sistema intensivo na Fazenda
Modelo da Escola de Veterinaria da UFMG,
localizada no municipio de Pedro Leopoldo
(MG). Cada animal foi alojado em baia
individual e alimentado com capim elefante
e feno de graminea, sendo suplementado
diariamente com 800g de rag&o balanceada
(18% de proteina bruta), mistura mineral e
agua. Os animais foram divididos em quatro

grupos experimentais.

a) Grupo A: Quatro animais
soronegativos, infectados experimentalmente
com o sangue de um animal naturalmente
infectado (soropositivo). Nos animais deste
grupo, aliquotas de 2 mL do sangue de um
animal positivo para CAEV pela PCR e
IDGA, serviram como espécime infectante
(sem titulo conhecido) inoculado em quatro
animais soronegativos.

b) Grupo B: Cinco animais
soronegativos, os quais foram infectados
experimentalmente com o CAEV. Nos
animais deste grupo foi realizada a
inoculagdo de cultura de células sinoviais
infectadas com a amostra padrao Cork
(titulo infectante de 10° TCIDso/mL),
suspensa em 2 mL de meio de cultura.

c) Grupo C: Um animal naturalmente
infectado, soropositivo pelo teste de IDGA e
positivo pelo teste de PCR de amostra de
sangue.

d) Grupo D (controle): dois caprinos
soronegativos que foram inoculados com 2
mL de suspensao de cultura de células
sinoviais nao infectadas.

Todos 0s animais infectados
experimentalmente foram inoculados pela
via intravenosa, utilizando-se a veia jugular.
Os animais foram monitorados por meio de
sorologia (IDGA) e PCR de amostras de
sangue e sémen por um periodo de 12
meses.

3.2. Coleta de amostras de sémen e
sangue

O sémen (1-2 mL) de cada animal foi
coletado por vagina artificial modelo curto,
na presenga de fémeas em estro. Para cada
grupo experimental de caprinos machos foi
utilizada uma fémea negativa para o CAEV.
As fémeas foram monitoradas mensalmente
por IDGA e PCR, para avaliagdo da
auséncia de infecgdo. As coletas foram
realizadas semanalmente, durante 12
meses. A cada coleta de sémen era
realizada a coleta de duas amostras de
sangue distintas de cada animal. As
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amostras de sangue foram obtidas por
venopungdo da veia jugular, utilizando-se
tubos a vacuo (4 mL) com anticoagulante
(EDTA 10ul/mL de sangue) para pesquisa
da presenga do virus no sangue por PCR e
outra sem anticoagulante, para pesquisa de
anticorpos no soro por IDGA. Imediatamente
ap6s o final da coleta, as amostras eram
encaminhadas a Escola de Veterinaria da
UFMG (EV-UFMG) para serem testadas por
PCR (sangue e sémen) no Laboratério de
Retrovirologia Animal (Retrolab) e por IDGA
(soro) no Laboratério de Sanidade de
Ovinos e Caprinos (LASOC).

3.3. Imunodifusdo em gel de agarose
(IDGA)

As amostras de soro de cada animal foram
testadas por IDGA frente a antigeno
comercial (Kit IDGA-CAE, Biovetech, PE,
Brasil) para detecgéo de anticorpos anti-p28
e gp135. Foram utilizados 20 puL de
soro/antigeno, aplicados em gel de agarose
a 1% em tampao de base borato. A leitura
dos testes foi realizada em luz indireta sobre
fundo escuro, em intervalos de 24, 48 e 72
horas apods a aplicacdo dos soros teste e
controle, sendo considerada definitiva a
Ultima leitura (Gouveia et al., 2000).

3.4. Extracao do DNA pré-viral a partir de
amostras de sangue

Para a PCR (utilizou-se as células
mononucleares do sangue periférico
(PBMC), que foram obtidas pela
centrifugacdo em gradiente de densidade.
As amostras de sangue em EDTA foram
centrifugadas a 400 x g por 10 min a
temperatura  ambiente  (25°C).  Apods
centrifugacdo, a camada formada pelos
leucécitos foi retirada por pipetagem e
diluida em 1 mL de PBS (0,01M POy, 0,15M
NaCl, pH 7,2). Esta camada foi vertida sobre
4 mL de Histopaque (densidade 1,077,
Sigma, Sao Paulo, Brasil) e centrifugado por
30 min a 500 x g. As células da interfase,
composta por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) foram
recuperadas e lavadas por duas vezes em
PBS, para posterior extragdo do DNA obtida
com Kit de extragdo de acidos nucléicos
(Biosystems, PR, Brasil) de acordo com as
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recomendacgdes do fabricante, e
quantificadas por espectrofotometria.

3.5. Extracao do DNA pré-viral a partir de
amostras de sémen

Para extragado do DNA pro-viral as amostras
de sémen foram filtradas, individualmente,
em coluna de Sephacryl S-400', segundo
Santurde et al. (1996) e em seguida, foram
incubadas a 56°C por 45 min em solucéo
contendo 200l de Chelex 100% a 5%, 2uL
de proteinase K> (10 mg/mL) e 7uL de DTT
1M. Apds centrifugagédo por 10 s a 700 x g
os tubos foram colocados em banho de
agua fervente por 8 min e em seguida foram
centrifugados por trés minutos a 700 x g
(Walsh et al, 1991). O material foi
acondicionado em geladeira até sua
utilizagao na prova de PCR.

3.6. Reagdao em cadeia pela polimerase
(PCR nested)

Controles positivo e negativo foram
preparados a partir de monocamadas de
células de MSC sendo ou n&o inoculadas
com amostra do CAEV Cork de referéncia.
As suspensobes celulares foram obtidas por
tripsinizagdo das monocamadas. Depois de
centrifugadas (400 x g por 10 min) e
submetidas a duas lavagens com 10 mL de
PBS (0,01M POy, 0,15M NaCl, pH 7,2), as
células foram ressuspendidas em tampéo
hiperténico (0,32M sacarose; 10mM Trizma
hydrochloride, pH 7,5; 5,0mM MgCl; 1,0%
Triton X 100), para lise do citoplasma
durante alguns minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, o material foi
centrifugado (400 x g por 10 min), sendo o
sedimento lavado com PBS (0,01M POQ,,
0,15M NaCl, pH 7,2) e ressuspendido em
250 pL de tampéo de PCR (10mM Tris.HCI,
pH 8,0; 50mM KCI; 1,0mM MgCly; 5%
glicerol; 0,05% Tween 20) e tratado com
100ug de proteinase K/mL, durante 60 min a
56°C. Finalmente a proteinase K foi
inativada termicamente (100°C por 10 min) e
as amostras acondicionadas em geladeira e,
posteriormente em congelador a -20°C.

! Pharmacia, Uppsala, Sweden
2 Sigma, EUA C- 7901
% Gibco / BRL, EUA



Foram utilizados dois pares de iniciadores
derivados a partir das seqléncias das
regides gag da amostra padrdo CAEV-Cork
(Saltarelli et al., 1990). A reagdo de PCR
nested foi realizada segundo metodologia de
Barlough et al. (1994), com algumas
modificagdes, para a regido gag. Foram
utilizados os iniciadores externos GAG1 (5' -
CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3!,
nucleotideos 953 a 975) e GAG2 (5'-
TCCTACCCCC ATAATTTGATCCAC -3,
nucleotideos 1249 a 1226) resultando na
amplificagdo de um fragmento de DNA de
297 pares de bases (pb). Os iniciadores
internos GAG 3
(5'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAAT
G-3' nucleotideos 997-1024) e GAG4 (5'
ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3'
- nucleotideos 1181 a 1154) foram utilizados
na segunda amplificagdo, resultando em um
fragmento final de 185 pb .

Iniciadores para amplificagdo do quarto exon
do gene da p-actina humana foram
utilizados como controle interno da reagao,
para a avaliagdo da integridade do DNA das
amostras. Os iniciadores externos ES30 (5'-
TCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAG -
3’) e ES32 (5- CCAGGGGAAGGCTTGAAG
AGT GCC -3’) foram utilizados no primeiro
ciclo, e os iniciadores internos ES31 (5’- CC
CAGCCATGTACGTTGCTATCC -3’) e ES33
(5- GCCTCAGGGCAGCGGAACCGCTCA -
3’) foram utilizados no segundo ciclo de
amplificacdo (Ali Al Ahmad et al., 2008).

Na primeira amplificagdo, 5uL de DNA
(contendo 0.5-1 ug) foram adicionados a 45
ML de solugdo de amplificagdo, ou “mix1”
contendo: 5 yL de tampao de reacdo 10x
(670 mM Tris/HCI (pH 8.8),160 mM
(NH4),S0O,4, 0,1% Tween-20), 1,5 pL of
MgCl,(50 mM), 1,0 yL de dNTP (25 mM de
cada: dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,2 yL de
TAQ polimerase (5 U/mL, TAQ platinum,
Invitrogen/Sao Paulo , Brasil), 1,5 uL de
cada iniciador GAG EX3, GAG EX5, ES30 e
ES32 (20 mM) e 31,3 pL de agua ultra pura.

Para a segunda amplificacdo, 1 pL da
primeira reagdo foi adicionado a 49 uL da
segunda solucdo, ou“mix2” contendo os
mesmos reagentes da solugdo 1, exceto
que, os iniciadores externos GAG INf1,

GAGIN2, ES31 e ES33 foram substituidos
pelos iniciadores internos
GAGEX3,GAGEX4, ES30 e ES32.

As reacdes de amplificagcao foram realizadas
em termociclador®, no qual cada amostra foi
submetida ao ciclo inicial de desnaturagao
das fitas de DNA (94°C por 3 min). Apos a
primeira fase de desnaturagdo, cada
amostra foi submetida a uma série de 35
ciclos que consistiam em uma fase adicional
de desnaturagéo (94°C por 30 s), seguida
de hibridizagéo (56°C por 30 s), e uma fase
de extensdao (72°C por 30 s). Cada
amplificagdo foi seguida de uma fase de
extenséo final a 72°C por 7 min.

3.7 - Eletroforese

As amostras amplificadas e os controles
positivo e negativo, juntamente com o
marcador molecular (100 bp®), foram
submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,2% em TBE (89 mM Tris, 89 mM
borato e 2 mM EDTA, pH 8,3), corado com
brometo de etidio adicionado ao gel
(0,5ug/mL). Cada amostra (10uL)
juntamente com 2ul de tamp&o de corrida
foram submetidas a eletroforese em cuba
horizontal, com TBE (89 mM Tris, 89 mM
borato e 2 mM EDTA, pH 8,3), por 1 h e 30
min. A visualizagao das bandas de DNA foi
realizada em transiluminador de Iuz
ultravioleta e registradas fotograficamente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando a PCR nested, foram detectadas
bandas de 185 pb que correspondem ao
DNA proviral de CAEV em amostras de
sémen (Fig. 1) in natura e sangue (Fig. 2)
dos reprodutores infectados. Este resultado
demonstra o risco de transmissdo do CAEV
pelo sémen, evidenciando a importancia de
um controle rigoroso quanto a condigéo
sanitaria do sémen caprino comercilizado
pelas centrais de inseminagao artificial e a

4 Programmable Thermal Controller, PTC-100,
MJ Research, Inc, EUA
s 100bp DNA Ladder, Gibco /BRL, EUA
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importagdo de animais de paises endémicos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C+ PM

393 pb
185 pb

Figura 1 - Gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etideo. PCR nested de amostras de sémen de
caprinos infectados com o CAEV, bandas de 185 pb. Controle interno (B-actina endégena), bandas de
393 pb. PM: marcador 100 bp DNA ladder; C+: controle positivo; canaleta 1: amostra animal controle
negativo; canaletas 2, 3, 7, 8, 9: amostras negativas; canaletas 4, 5, 6 e 10: amostras positivas; canaleta
11: agua.

1 2 C+ PM 4 5 6 7 8 9 10 11 12

393 pb

185 pb

Figura 2 - Gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etideo. PCR nested de amostras de sangue de
caprinos infectados com o CAEV, bandas de 185 pb. Controle interno (B-actina endégena), bandas de
393 pb. PM: marcador 100 bp DNA ladder; canaleta 2: agua; C+: controle positivo; canaleta 1, 9, 10:
amostras positivas; canaletas 4, 5, 6, 7 e 8: amostras negativas; canaleta 11: controle negativo canaleta
12: amostra animal controle negativo.

24



No quadro 1 estdo apresentados os resultados da IDGA e PCR durante todo o periodo do experimento.

Quadro 1 - Infecgao pelo virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) detectada pela presenca (+) ou auséncia (-) de anticorpos precipitantes
(IDGA), ou DNA pro-viral (PCR) no sangue e sémen de caprinos infectados, em amostras coletadas periodicamente durante 12 meses.

Dias pos infecgcdo

Animal _Amostra _Grupo 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 265 280 320 365

soro + + + + + + - + + - + + + + - + + + + +
1 sémen C - + - - - - - - - + - - - - - - - - - +
sangue - - + + + + + + + - + + - - + + + + + +
soro - - + + + + + + + + + + + + + + + + + -
2 sémen A - - + - - - - - - + - + + - - - - - - -
sangue - - - + + + - - - - - - - - - -
soro - - - + o+ o+ - - - - - - + - - - + + - -

3 sémen A - - - + - - - - + + - - - - - + - + +
sangue - - - - - + - - - - - - - - - + - - - -
soro - - - - - - - - - - + - + - + + T T T T
4 sémen A + - - + - - - - - + + - + + + - 1t t 1 t
sangue - - - + + + - - - - - - - + + 1- 1- 1- 1-
soro - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5 sémen A - - - - - - + - + + - - - - + - - + +
sangue - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
soro - - - - - - - - - - - + - + + + + + + -
6 sémen B - + + + - + - - + - - + + + - - - - -
sangue - - - - - - - - - - + - - - + + + - + -
soro - - - - - - - - - - - - - - - - + - + +
7 sémen B - - + - + + - - - - - - - - - - + - -
sangue - - - + - + + - + + - - - - + - + +
soro - - - + + + + + + + + - + - - - + - - +
8 sémen B - - - - - - - - - - + - + + - - - + - -
sangue - - - - + - - - - - - - - - - - - + - +
soro - - - + - + - - - - - - - - - - - + - -
9 sémen B + + - - - - - - - - - - - - - - + + - -
sangue - - - + - - - - - - - - - - - - - - -
soro - - - - - - - + - - - - - - - - - - + +
10 sémen B - + - - - + - + - - - - - + - - - - - +
sangue - - - - - + - - - - - - - - - + - + +

C — aturalmente infectado, A — Grupo com infecgdo experimental com CAEV amostra de campo, B — grupo com Infecgdo experimental com amostra padrao

CAEV Cork, t - Morte
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Os resultados dos testes soroldgicos (IDGA)
e de PCR de sangue e sémen dos animais
dos trés grupos experimentais (A, B e C)
foram consolidados na Tabela 1, de forma a
favorecer a analise comparativa dos
resultados individuais. Os animais do grupo

controle apresentaram resultados negativos
em todas as amostras (sangue, soro e
sémen) e testes (IDGA e PCR) durante todo
o periodo de estudo (12 meses) e nao foram
descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Primodeteccgao pdés-infecgdo em sangue e sémen (PCR-nested) e da soroconversao
(IDGA) de caprinos infectados com CAEV amostra de campo (animais 2-5, grupo A e animal 1,
grupo C) e amostra padrdo Cork (animais 6-10, grupo B )

Primodeteccido em dias

Animal Grupo IDGA soro PCR PCR
sangue sémen
1 C 1d 1d 150d
2 A 45d 60d 45d
3 A 60d 90d 60d
4 A 150d 60d 15d
5 A - - 105d
6 B 180d 165d 30d
7 B 240d 60d 45d
8 B 60d 75d 195d
9 B 60d 60d 15d
10 B 120d 90d 90d
Média 91d 66d 75d

4.1. Soroconversdao e perfil sorolégico
pos-infecgao

A soroconversao e o perfil sorolégico dos
machos caprinos foram monitorados por
IDGA em amostras de soro semanais
durante 12 meses (Quadro 1); ao final deste
periodo, 90% (9/10) dos animais (Tabela 1)
tornaram-se  soropositivos, mas néo
apresentaram um padrao na soroconversao,
ao contrario, observou-se grande variagdo
individual (Tabela 1). O animal 1
(naturalmente infectado) produziu anticorpos
em niveis detectaveis por IDGA durante
todo o periodo, salvo alguns poucos
episddios (105, 150 e 225 dias pés infecgao,
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Quadro 1). Técnicas soroldégicas mais
sensiveis, como o ELISA, s&o indicadas
para fases mais avangadas de programas
de controle de LVPR, sendo uteis para
identificacdo de individuos falso negativos
por IDGA, 0s quais séo
epidemiologicamente importantes na
manutengdo de niveis basais de infeccdo
em rebanhos controlados. E provavel que na
infeccdo  natural ocorram  ativacdes
periddicas do virus e circulagdo das
variantes virais entre os animais, e os titulos
tornem-se mais homogéneos e elevados.

No animal 2, os niveis de anticorpos foram
suficientes para a detecgdo continua



durante os 12 meses experimentais (Quadro
1 e Tabela 1). A soroconversao ocorreu
dentro do periodo esperado pela literatura,
entre quatro a oito semanas. Padrédo
semelhante, foi descrito por Adams et al.
(1980), que  observaram apoés a
soroconversao que os niveis de anticorpos
contra o CAEV se elevaram até alcangarem
um limiar, declinando em seguida até a
estabilizagdo. Nos demais individuos
(Tabela 1), ficou caracterizada a ocorréncia
de soroconversao tardia, observada em
maior amplitude no animal 5 (Quadro 1), ndo
sendo a infecgdo detectada pela sorologia
até o periodo proposto de monitoramento do
estudo.

A soroconversao tardia tem sido observada
em outras espécies infectadas pelos
lentivirus. Macacos (Sooty Mangabey
Monkeys) podem portar o virus da
imunodeficiéncia simia indefinidamente sem
soroconverterem. O mesmo foi observado
com o virus da imunodeficiéncia felina em
gatos domésticos e com o virus da
imunodeficiéncia humana adquirida (HIV)
em humanos (Rimstad et al, 1993). Em
caprinos, estudos anteriores descrevem
respostas intermitentes de anticorpos,
medidas pela IDGA, ELISA ou WB
(Mackenzie et al.,1987; Rowe et al., 1992;
Rimstad et al., 1993; Castro et al., 2002). A
soroconverséo tardia pode ocorrer pela lenta
producdo de anticorpos, nao permitindo a
detecgdo do CAEV pelos testes soroldgicos
apés meses ou anos da primoinfecgao
(Brodie et al.,1995).

A menor frequéncia de resultados positivos
por IDGA apés a soroconversao em alguns
individuos pode ter ocorrido pela variagdo no
titulo de anticorpos, o estado fisiolégico do
hospedeiro e a possivel interferéncia dos
diferentes gendtipos dos animais e/ou das
amostras virais empregadas no estudo.

A IDGA possui sensibilidade analitica baixa,
necessitando de uma concentracdo de
anticorpos em torno de 30 pg/mL, para que
0s mesmos possam ser detectados (Frota et
al., 2005). Wagter et al. (1998) afirmam que
a producdo de anticorpos em niveis
detectaveis por IDGA é demorada, podendo

ocorrer até 18 meses apos a detecgao por
PCR ou até mesmo n&o acontecer.

Rimstad et al. (1993) demonstraram que a
soroconversdo tardia acontece, mesmo
utilizando testes com sensibilidade analitica
superiores ao da IDGA, como os testes
imunoenzimaticos. Esses autores
observaram soroconversdo com até oito
meses de acompanhamento dos animais e
afirmam que a soroconversio tardia € uma
caracteristica da infeccdo pelo CAEV com
implicagbes diretas no controle desta
enfermidade.

No entanto, o baixo custo e a alta
praticidade do teste, tornam a IDGA uma
ferramenta importante nas fases iniciais e
intermediarias de programas de controle da
CAE (Pinheiro et al., 2005; 2006). As
informagdes geradas neste estudo sugerem
que os resultados obtidos por IDGA
isoladamente, sejam interpretados com
cautela, principalmente na selegdo de
animais a serem adquiridos pelas centrais
de IA ou por rebanhos livres do CAEV.

4.2. DNA pro-viral do CAEV no sangue e
sémen

Os resultados apresentados no quadro 1 e
na tabela 1 demonstram que o CAEV (DNA
pré-viral) foi eliminado de maneira
intermitente no sémen de todos os animais
infectados e que em 90% (9/10) deles, a
infeccdo foi também detectada no soro
(IDGA) e por PCR do sangue (DNA pré-
viral). Andrioli et al. (1999) também
encontraram variagéo na detecgédo do CAEV
em amostras de sémen lavado e ndo lavado
em reprodutores infectados pelo CAEV
submetidos ou ndo a lesdo testicular. A
presenga do CAEV foi mais frequiente nas
amostras de sémen nao lavado e apds lesao
testicular.

Jordan et al. (1995) observaram que a
presenga do virus da imunodeficiéncia felina
no ejaculado de gatos domésticos variou
tanto entre animais quanto nos varios
ejaculados do mesmo animal. Concha-
Bermeijillo et al. (1996) observaram que a
presenca do MVV em sémen de ovinos co-
infectados com Brucella ovis também néo foi
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constante. Entretanto, o monitoramento do
perfil de eliminacdo do CAEV no sémen por
um periodo de 12 meses ainda ndo havia
sido relatado.

No sangue, o CAEV se encontra associado
aos mondcitos, e uma taxa minima de
replicagéo viral no hospedeiro € requerida
para que o numero de células contendo o
DNA pré-viral em quantidade suficiente,
esteja presente para que ocorra a detecgéo
pela PCR em determinada amostra sangue.
A via de disseminacdo do CAEV da
circulagdo sanguinea para o sémen é
supostamente mediada pelos macréfagos
(Blacklaws et al., 2004).

Ainda no quadro 1 e na tabela 1, observa-se
que foram raros os episédios em que a
presengca do DNA pré-viral foi coincidente
entre as amostras de sangue e sémen.
Peterson et al. (2008) ndao observaram uma
correlagdo entre o nimero mondcitos e/ou
macrofagos no sangue e sémen. Quanto a
sensibilidade analitica do teste, a PCR
identificou as bandas esperadas entre 10*°

10%° TCDI5o/50ul em sobrenadante de
cultivo celular inoculado, quando se
utilizaram os iniciadores externos. Com a
realizacdo da segunda etapa, PCR nested,
utilizando os iniciadores internos, as bandas
esperadas foram obtidas entre 10** a 10™*°
TCDIso/50ul. A PCR nested apresentou
sensibilidade analitica adequada para
identificacao da infecgao e tem sido utilizada
por varios autores para detec¢cdo do DNA
pré-viral do CAEV (Barlough et al., 1994,
Travassos et al., 1998; Andrioli et al., 1999,
2006; Peterson et al., 2008; Ali Al Ahmad et
al., 2008)

A discordancia entre os resultados da PCR
de sangue e sémen pode indicar que nestes
individuos, o pro-virus detectado no sémen
pode ter se origihado em outro
compartimento corporal que ndo o sangue.
A presenca do DNA pro-viral do CAEV foi
detectada pela PCR e hibridizagao in situ em
diversos tecidos, entre eles o epididimo,
préstata, ampola e glandula bulbo-uretral
(Peterson et al., 2008; Ali Al Ahmad et al.,
2008). A presenga do virus em varios
tecidos que contribuem para a produgao do
sémen pode influenciar na intermiténcia da
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eliminacdo do CAEV no ejaculado, como foi
observado nos animais em nosso estudo.
Gupta et al. (2000) ao avaliarem o perfil de
eliminagao viral no sémen de pacientes
portadores do HIV, observaram trés padroes
de eliminagdo: pacientes que nao
eliminavam em nenhum momento,
pacientes com eliminagdo continua e
pacientes classificados como intermitentes.

O padrdao de eliminagdo descontinuo, e
talvez uma variedade de reservatorios
possiveis no tecido reprodutivo masculino,
podem justificar em parte, a auséncia da
deteccdo em alguns individuos nos
diferentes periodos da infecgdo, observados
no presente estudo. No homem, observa-se
que as amostras virais presentes no
ejaculado, originadas dos tecidos
reservatérios do HIV que o produzem,
evoluem de forma  diferente  dos
compartimentos sanguineos ou de outros
sitios anatémicos (Zhu et al., 1996).

Dessa forma, o trato genital pode constituir
um compartimento viral distinto do sangue,
produzindo localmente, particulas Vvirais
submetidas a uma pressdo de selegao
particular. No animal 5 (Quadro 1 e Tabela
1), ndo foi detectada a presenca do CAEV
(anticorpos) no soro e sangue (DNA pré-
viral) durante todo o periodo estudado.
Entretanto, a presenga do CAEV no sémen
foi detectada e ocorreu em padrdo
intermitente, de forma semelhante aos
outros individuos.

Este caso (animal 5), demonstra o risco
potencial de disseminagdo do virus por

animais infectados que  apresentem
soroconversao tardia e/ou resultados
negativos na PCR do sangue,

principalmente em rebanhos submetidos a
programas de controle e/ou erradicagado do
CAEV. Nestes rebanhos, o descarte
continuo de animais sororeagentes pode
provocar uma pressdo de selegdo para
amostras do CAEV que resultem na
soroconversao tardia. (Rimstad ef al., 1993).
Ao mesmo tempo, esses autores ressaltam
a importancia do teste de amostras de
sémen de reprodutores pretendentes ou ja
incorporados aos plantéis das centrais de
IA, assim como na certificagdo da auséncia



do CAEV nas partidas de sémen a serem
adquiridas para inseminagao seja in vivo ou
in vitro.

No caso da importagcado de sémen, deve ser
considerada, a impossibilidade de acesso a
outro tipo de amostra que nao as partidas de
sémen, para avaliacado da condigao sanitaria
do animal de interesse, reforcando a
pertinéncia da submissédo destas amostras a
investigacdo do CAEV pela PCR-nested.
Devido ao fato de uma pequena proporgao
de animais apresentarem resultados
negativos a PCR, o maior custo e
complexidade na execugdo, quando
comparado aos testes  soroldgicos,
provavelmente estes continuardo a serem
usados como testes padrdes nos programas
de controle. Entretanto, o uso de testes
diagnosticos sorologicos e moleculares em
conjunto apresenta-se como uma opgao
mais segura na avaliagdo da condigao
sanitaria dos rebanhos, identificando mais
precocemente a infecgdo em animais
portadores da infeccdo, mas que
apresentem soroconversao tardia.

A PCR-nested de amostras de sémen pode
auxiliar na identificagcdo de individuos
infectados pelo CAEV que apresentem
sorologia negativa, ou nos casos em que as
amostras de sangue e soro ndo estejam
disponiveis para diagnostico. Além disso, a
identificacdo de aliquotas negativas de
sémen pela PCR-nested, oriundas de
animais infectados pelo CAEV, é uma
alternativa para prolongar a vida util de
reprodutores caprinos de alto valor genético.

6. CONCLUSOES

O monitoramento soroldgico pods infecgéo
pelo CAEV aponta para a ocorréncia de
soroconversao variando de precoce a tardia,
com importante significado epidemiolégico.

O perfil sorolégico (anticorpos precipitantes)
pos infecgdo com amostras padrao Cork e
de campo do CAEV é flutuante.

O DNA pré-viral do CAEV esta presente de
forma intermitente em mondcitos
sanguineos de animais infectados.

O DNA pré-viral do CAEV é eliminado de
maneira intermitente no sémen de animais
infectados.

Caprinos que apresentam resultado
negativo nos testes de IDGA e PCR de
sangue, podem eliminar o CAEV no sémen.

Resultados negativos ao teste de PCR-
nested em amostra Unica de sémen nao
garante auséncia do CAEV em amostras
subsequentes.

A ndo deteccdo do DNA-préviral em
mondcitos do sangue ou pelo IDGA nao
garante uma selecdo confiavel de animais
livres do CAEV no sémen

A associagao dos testes diagnoésticos IDGA
para deteccdo de anticorpos precipitantes
anti- p24 e gp135 do CAEV, PCR-nested de
amostras de sangue e, quando for o caso,
de amostras de sémen, é opg¢ao mais
segura para a certificagcdo da condigao
sanitaria individual ou de rebanho e para a
eliminacado do CAEV dos rebanhos
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