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Resumo

A artrite encefalite caprina ¢ uma doenga infecciosa multissistémica causada por um Lentivirus. Os principais sinais clinicos sao
leucoencefalomielite, pneumonia intersticial cronica, artrite e mastite indurativa intersticial. Alguns animais podem ser diagnosticados
como negativos quando submetidos a testes sorologicos na fase inicial da doenga. Nesses casos o teste molecular da nested-PCR
apresenta-se como uma técnica diagnostica confidvel. Neste estudo 33 amostras de tecidos de cérebro, pulmao, glandula mamaria e duas
amostras de liquido sinovial provenientes de 12 animais da espécie caprina com artrite e mastite indurativa foram analisadas pela técnica
de nested-PCR para a deteccao do virus da CAE. O resultado do cDNA foi obtido através da amplificagao do gene pol. Em duas amostras
de cérebro, uma de pulmao, duas de glandula mamaria e duas de liquido sinovial de quatro animais, foram detectadas a presenga do cDNA
viral.

Palavras-chave: CAE, diagnostico, 6rgdos, reagdo em cadeia da polimerase

Abstract

The caprine arthritis encephalitis is a multisystemic infectious disease caused by a Lentivirus. The major symptoms are
leukoencephalomyelitis, chronic interstitial pneumonia, arthritis and hardening interstitial mastitis. Some animals may be diagnosed
negatives when submitted to serological tests in the early phases of the disease. On these cases nested-PCR test presents itself as a reliable
diagnostic technique. In this study, 33 tissue samples from brain, lungs and mammary glands and two samples of synovial fluid taken from
12 animals presenting arthritis or mastitis, were submitted to nested-PCR. The resultant cDNA was used to the po/ gene amplification. Two
brain samples, one lung sample, two mammary gland samples and two synovial fluid samples from four animals produced visible positive
bands at the ethidium bromide stained agarose gel.
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Introducao

O Brasil possui um rebanho caprino
significativo no contexto pecudrio nacional, com
aproximadamente 9 164 421de cabecas, sendo que
90,6% encontram-se na regido nordeste (IBGE,
2009). Mesmo se tratando de um sistema de criacdao
muito antigo em nosso pais, a caprinocultura, ainda
apresenta uma série de problemas, que dificultam a
producdo econdmica desses animais e necessitam de
urgentes solugdes, visando minorar os grandes
prejuizos que causam a essa producdo agropastoril.

De fundamental importancia dentre esses
fatores, destacam-se as enfermidades infecto-
contagiosas ainda muito comuns nos rebanhos

brasileiros, associadas a outras, ainda consideradas
como emergentes, entre elas merecendo, atualmente,
destaque, a Artrite-Encefalite dos Caprinos (CAE). A
CAE foi definida como uma enfermidade infecciosa,
multissistémica, causada por um virus pertencente
ao género Lentivirus, familia Retroviridae, que
infecta caprinos de todas as idades, independente do
sexo, raca e tipos de producao economica (LARA,
2005).

A doencga ¢é de dificil controle, sobretudo
pela indisponibilidade de wvacinas e pela sua
econdmico. Os prejuizos econdmicos decorrentes
ampla distribuicdo em plantéis de excelente
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qualidade zootécnica e grande valor econdmico. Os
prejuizos econdmicos decorrentes de qualquer uma
das quatro formas clinicas da CAE foram
considerados significativos, principalmente pela
diminui¢ao do periodo de vida produtiva do animal,
diminuicdo gradativa da producdo de leite,
predispondo a glandula mamadria as infecgoes,
causando agalaxia e endurecimento da mama,
desvalorizando comercialmente os animais de
criatorios considerados infectados.

Aslesdes em diversos tecidos como pulmao,
liquido sinovial, cérebro e glandula mamaria de
cabras infectadas, natural ou experimentalmente,
sdo descritas pela evolugdo gradativa da doenga
nestes locais. Entretanto em locais onde ndo ha
favorecimento da transcricdo viral, a célula do
hospedeiro permanece latentemente infectada,
porém sem a manifestacdo patologica viral
(ANGELOPOULOU et al., 2008). As alteragdes
histopatologicas na glandula mamaria evidenciaram
infiltragdes perivasculares por células
mononucleares, por linfoproliferacdo e hiperplasia
dos foliculos linféides que muitas vezes evoluem
para calcificagdo e necrose dos alvéolos
(GONZALES et al., 1987; PERK, 1988;
CHEEVERS e etal., 1993; GREGORY etal. 2006).

Estudos para a detec¢do do virus da CAE
pelatécnica de PCR tém sido realizados em amostras
clinicas (ELTAHIR et al., 2006; LIMA et al., 2004).
Algumas vantagens deste método sdao a alta
sensibilidade e especificidade, a rapidez dos
resultados que podem ser obtidos entre um e dois
dias, além da possibilidade de detectar proteinas ou
acido nucléico em amostra na qual o virus nado
permanece viavel (OIE, 2009). Desta forma, tendo
em vista arelevancia do virus da CAE (CAEV) como
agente causador de enfermidade multissistémica em
caprinos e de perdas econdmicas delas decorrente, o
estudo das técnicas que facilitem o diagndstico desse
microrganismo reveste-se de grande importancia. O
objetivo deste estudo ¢ detectar, pela técnica
molecular nested-PCR, a presenga de DNA pro-viral
do virus da CAE em amostras de 6rgdos e liquido
sinovial de cabras infectadas naturalmente com ou
sem sintomas da enfermidade.

Material e Métodos
O experimento estd de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal da

“Comissdo de Etica no uso de animais” da Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo protocolado sob o n°
1326/08 e foi aprovado “ad referendum”.

Para a pesquisa de DNA pro-viral (cDNA)
através da amplificagdo do gene pol foram utilizadas
33 amostras de tecido cerebral, pulmonar e mamario,
e duas amostras de liquido sinovial provenientes de
12 cabras soropositivas para CAE que apresentavam
oundo artrite ou mastite.

O método utilizado para extracdo do cDNA
das amostras de liquido sinovial e 6rgdos foi o
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1). Os
fragmentos dos referidos 6rgdos foram pesados e
macerados separadamente dois gramas e realizada a
suspensao a 20% com PBS anterior a extragao.
Foram incubados 20uL de amostra por 30 minutos a
56°C, em 150uL de TNE (Tris HCI 10mM, EDTA
10mM e NaCl 10mM, pH 8,0) acrescidos de 20uL de
SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sdédio) e 10puL de pK
(Proteinase K). A extracdo constituiu na realiza¢ao
de trés lavagens consecutivas com UltraPure™
Buffer-Saturated Phenol (Invitrogen), UltraPure™
Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1)
(Invitrogen) e Cloroformio 100% respectivamente,
centrifugadas a 12000 g por quatro minutos cada em
temperatura entre 18°C e 22°C. O produto da
extracao foi armazenado a -20°C, até sua utilizagao
no nested-PCR. O controle negativo foi feito com
agua DEPC enquanto que o controle positivo,
realizado com amostra padrdo de DNA pro-viral
CAEV Cork derivada de cultivo de células de
membrana sinovial de caprino infectado.

Os cDNAs obtidos foram utilizados para

amplificacdo de uma regido conservada do gene pol,
empregando-se primers senso e anti-senso (P1 - 5'
DSA AGA RAA ATT ARA RGG 3" ¢ P2 — 5'ATC
ATC CAT RTATAT BCCAAATTG3’,onde B=C,
GouT; D=A, G ouT; R=A ou G; e S=C ou G), nas
posigdes 2198 -2215e2672 - 2650 respectivamente,
para amplificar fragmentos de tamanhos de 475pb na
PCR (LEROUX et al., 1995); e para a segunda
amplificacdo da regido mais interna do gene,
empregou-se primers senso ¢ anti-senso (PN1 —
5"GGAAAD GCACCY CCACATTG 3" e PN2 5’
CCTAATAAT RTY GGACCATG 3" onde D=G, A
ou T; Y=C ou T; e R=A ou G) para amplificar
fragmentos de tamanhos de 278pb na nested-PCR.
Os primers foram sintetizados no DNA synthesizer
(Life Technologies, Inc. Gibco BRL, University of
Kentucky, CA, USA).
As reacdes de amplificagdo dos cDNAs foram
realizadas no termociclador Gene Amp“ PCR
System 9700 (Applied Biosystems).em um volume
total de 50uL contendo uma mistura de reagentes
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(50mM KCI; 10mM Tris HCI (pH 8,0); ImM EDTA;
SmM MgCl,; 0,1% Triton X (pH 8,0); 50% glycerol
(v/v); 20uM cada dATP, dGTP, dTTP e dCTP; ¢ 1U
de Taq Polymerase). Os primers foram usados a uma
concentracdo de 10uM cada. As amostras foram
primeiramente desnaturadas a 95°C por 5 minutos e
depois sujeitas a 35 ciclos de amplificacdo.
Desnaturagao foi realizada a 95°C por 45 segundos,
hibridizagao a 55°C por 45 segundos e extensao a
72°C por 45 segundos. A extensao final foi realizada
a 72°C por 8 minutos e as amostras foram mantidas a
4°C até a sua retirada do termociclador. Os
fragmentos de DNA amplificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1,2% com
tampao TBE (Tris Borato 0,09M e EDTA 0,002M
pH 8,0), corados com brometo de etidio,
visualizados em luz ultravioleta com o auxilio de
transiluminador e registrado fotograficamente com
auxilio do fotodocumentador (BIORAD"). A corrida
eletroforética foi desenvolvidaa 80V.

Resultados

A deteccdo do cDNA foi possivel em duas
amostras de cérebro (amostras 09 e 107), duas de
glandula mamaria (amostras 10 e 103), duas de
liquido sinovial (amostras 07 ¢ 177) e uma de
pulmao (amostra 08) de um total de 33 amostras
analisadas pela técnica de nested-PCR. Na figura 1 a
imagem do gel de agarose apresenta a formagao de
banda positiva no tamanho esperado para nested-
PCR para as amostras de liquido sinovial (amostra
07), pulmao (amostra 08), cérebro (amostra 09)
glandula mamaria (amostra 10). Na Figura 2 a
imagem do gel de agarose apresenta a formagao da
banda positiva no tamanho esperado para nested-
PCR para as amostras de glandula mamaria (amostra
103) e cérebro (amostra 107).

Discussao e Conclusao

Embora haja estudos intensos sobre o
CAEYV, ainda persistem demandas por pesquisas
aplicadas, como o desenvolvimento de protocolos de
técnicas de diagnodstico mais eficientes, bem como
de pesquisas basicas, que possam fornecer subsidios
para o conhecimento do CAEV, sua biologia e
relag@o com o hospedeiro na natureza.

Ouso da PCR em rotina de diagnostico deve
atender a certos requisitos basicos, como a rigorosa
observancia dos procedimentos para evitar falsos
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positivos, o barateamento dos testes e simplificagdo
dos protocolos, além da validagdo de sua capacidade
de amplificar fragmentos conservados do genoma de
amostras existentes na populagio alvo (CASTRO et
al., 1998). 8

Figura 1: Eletroforese em gel agarose 1,2% corado com
brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.
Orificio 1: padrdo de peso molecular de 100 pb DNA
Ladder. Orificio 2: controle negativo. Orificios 3 ¢ 4:
controle positivo, 278 pb (nested-PCR) (amostra padrao
CAEYV Cork). Orificios 5 a 9: amostras negativas. Orificio
10: amostra 07 liquido sinovial positiva. Orificio 11:
amostra 08 pulmdo positiva. Orificio 12: amostra 09
cérebro positiva. Orificio 13: amostra 10 glandula
mamaria positiva.
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Figura 2: Eletroforese em gel agarose 1,2% corado com
brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.
Orificio 1: padrao de peso molecular de 100pb DNA
Ladder. Orificio 2: controle positivo 475pb e 278pb
(nested-PCR) (amostra padrdo CAEV Cork). Orificio 3:
controle negativo agua DEPEC. Orificio 4: amostra
negativa. Orificio 5: amostra 103 glandula mamaria
positiva. Orificio 6 e 7: amostras negativas. Orificio 8:
amostra 107 cérebro positiva.

Segundo Rimstad et al. (1993) e Chebloune
et al. (1996) a PCR tem ainda se apresentado como
potencial alternativa na identificagdo de animais
com sorologia negativa ou dubia. A utilizacdo da
PCR pode agregar mais informacgdes quanto ao
diagnodstico, porém sempre associado a outras
técnicas diagnodsticas. Por exemplo, em um
programa de erradicacao da doenga num rebanho, a
PCR pode ser utilizada para testar animais
soronegativos. Em programas de reproducao, a PCR
pode ser utilizada para testar amostras de sangue ou
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sémen de reprodutores negativos ao teste ELISA
(ANDRES etal.,2005).

Varios protocolos de PCR foram
desenvolvidos para detectar o DNA pro-viral. Estas
metodologias incluem PCR multiplex em diferentes
regides, semi-nested PCR (ELTAHIR et al., 2006),
double-nested PCR (BARLOUGH et al., 1994),
nested PCR (GREGORY et al., 2009), real time PCR
e real time RT-PCR (RAVAZZOLO et al., 2006) ou
combinagdes de ambos procedimentos que ¢ uma
técnica mais sofisticada, embora o PCR tende a ser
uma técnica menos sensivel que a técnica de ELISA
devido a baixa carga viral na fase apds a
soroconversdo no animal, porém consegue-se
detectar animais infectados antes da soroconversao
(ANDRES etal., 2005).

Também se deve afirmar que ha sucesso com
esta técnica de detectar o virus ou parte dele na sua
grande diversidade de variagao (ZHANG et al.,
2000). Um método que seja altamente sensivel,
especifico e capaz de detectar todas as variantes do
virus mesmo presente em baixa concentrag¢do, sao
pré-requisitos fundamentais para o sucesso do
controle e erradicagdo das lentiviroses (PEPIN et al.,
1998).

Para confirmar a amplificacdo de parte do
gene pol do virus da CAE, foram sequenciadas e
disponibilizadas no GenBank as amostras de liquido
sinovial 07 e 177 (HQ696616 ¢ HQ696631), de
pulmao 08 (HQ696617), de cérebro 09 e 107
(HQ696618 e HQ696625) e de glandula mamaria 10
e 103 (HQ696619 e HQ696624), respectivamente.
Portanto, pode-se afirmar que as bandas positivas
localizadas na altura de 475pb e 278pb confirmam a
adequagdo do nested-PCR respectivamente para
detectar o CAEV em amostras de o6rgaos e liquido
sinovial de caprinos infectados pelo referido virus.
Com relagao a técnica utilizada observou-se grande
sensibilidade na técnica de nested-PCR por
amplificar uma regido mais interna no produto do
PCR concordando com Gil et al. (2006) e Gregory et
al. (2009).

Pode-se suspeitar de que o processo de
armazenamento das amostras de 6rgaos dos animais
em freezer a -20°C tenha contribuido para a grande
negatividade diagnostica encontrada ja que ¢
possivel a degeneracdo do material genético do
virus, tornando-o inviavel. Segundo Angelopoulou
et al. (2008) alguns animais infectados com o virus
Maedi Visna ndo apresentavam sinais clinicos nem a
presenca do DNA pro-viral nos o6rgdos alvo;
sugerindo uma patogenicidade reduzida causada em
parte por uma dele¢do especifica da regido R do
genoma viral. Pode-se talvez levantar a mesma
hipétese de que os animais apresentassem infecg¢ao
poruma estirpe viral com patogenicidade reduzidae,

portanto resultado negativo a técnica utilizada,
necessitando assim, maiores estudos nesse sentido
para averiguar se a delecdo e a patogenicidade
reduzida ocorre também com o virus da CAE.
Clements e Zink (1996) também referem que mesmo
quando o DNA viral estd integrado ao genoma
celular, a célula pode permanecer tanto latentemente
infectada com pouca ou nenhuma expressao viral ou
ativamente infectada produzindo particulas virais.

A presenga do virus da CAE em o6rgaos pode
ter implicagdes na disseminagdo e controle da
doengca. O mais importante ¢ aumentar o
conhecimento sobre a manifestagdo do virus em
geral, na espécie ovina, (LEROUX et al., 1995), sua
proximidade entre o virus Maedi Visna infectando
caprinos (CASTRO et al., 1999) ¢ também em
humanos pela reatividade cruzada com HIV tipo 1
(TESORO-CRUZ etal., 2003 e LOUIE et al., 2003).
Através da deteccdo por PCR e nested-PCR nos
orgaos estudados e liquido sinovial provou-se a
presenca nestas regides do virus da Artrite e
Encefalite Caprina onde as formas clinicas da
enfermidade s3o desenvolvidas: artrite cronica,
pneumonia progressiva aguda, mamite indurativa e
leucoencefalomielite.
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