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RESUMO

Um dos métodos de prevencao da artrite encefajiera (CAE) é a separacdo e sacrificio
de animais soropositivos, levando assim a perdamnuheais com alto valor genético. Neste
contexto, o uso de biotécnicas reprodutivas sumgrocuma alternativa para o resgate e
utilizacdo do material genético desses animais. &Rt motivo é que se faz necessério a
realizacdo de pesquisas para se avaliar a sustdptle dos gametas e embrides e ainda os
parametros reprodutivos de fémeas caprinas acamsetidm o CAEV. Sendo assim, 0s
objetivos da presente pesquisa foi o de realizadissn molecular e ultra-estrutural de
espermatozoides caprinos de animais infectadogsah@iente e experimentalmente e ainda
em espermatozoides infectadosvitro; caracterizar a ocorréncia de degeneracdo, e ainda
presenca do virus da artrite encefalite caprinaiseeptibilidade dos foliculos ovarianos,
espermatozoides e embrides caprinos ao mesmo; dlfmio avaliar a recuperagdo de
embrides na producén vivo de embrides de fémeas caprinas naturalmente adi@stcom o
CAEV submetidas a um protocolo de superovulac@senninacdo artificial e coleta de
embrides. Para isto, o experimento foi divido e@s &tapas, na primeira delas, submeteu-se
quatro fémeas soropositivas para o CAEV e duasdémegativas (grupo controle) a um
protocolo de superovulagcédo. Observou-se no gruptémeas positivas para o CAEV um
namero maior de estruturas recuperadas (ooOcitasbei@es) do que no grupo controle. Na
segunda etapa, foi pesquisada a presenca do CAEVespermatozodides de machos
naturalmente e experimentalmente infectados, ardas técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e microscopia eletronica de trégsssin. Posteriormente, foi testada a
susceptibilidade de espermatozdides caprinos as,viealizando-se para isto a técnica de
swim upe a infeccéan vitro dos mesmos, em trés tempos distintos (30, 60 ari20tos),

em seguida foram submetidos ao teste de PCR e soapia eletronica de transmissao. De
todas as amostras testadas, apenas uma antesndaugvioi positiva na PCR. Em amostra
oriunda de animal que havia sido infectado expeartaimente, foi visualizada uma particula
viral do CAEV na regido da peca intermediaria nterior de vacuolos. Foi observada a
presenca de vacuolos também na porcao da pecaétidria, porém, sem particula viral no
seu interior em amostra oriunda de animal infectadturalmente. Na Ultima etapa do
experimento, foram analisados espermatozoéidesi@ifoé ovarianos através das técnicas de
imunohistoquimica e microscopia eletronica de trassao, antes e apods infecgéovitro
com o CAEV e ainda embrides caprinos produzidosgivo oriundos de cabras negativas e

positivas para o CAEV, os quais foram submetidosardlise ultra-estrutural. Na



imunohistoquimica das amostras seminais, obsemamsnomarcacdo positiva em amostras
de animais infectados naturalmente, artificialmestem amostras infectadas vitro. Nas
amostras de tecido ovariano observou-se a imun@ag@ocna regidao do estroma. Na analise
ultra-estrutural, observou-se espermatozoide coeragbes degenerativas e foliculos e
embrides integros. Por todos estes achados obserpade-se concluir que: A infeccéo pelo
CAEV nao influencia na recuperacdo de embrides @meés caprinas infectadas
naturalmente; Espermatozoéides caprinos podem $ertados pelo CAEV; E os foliculos

ovarianos nao sao susceptiveis ao mesmo.

Palavras-chavebiotécnicas; CAEV; espermatozéides; foliculos; afds.



10

ABSTRACT

One method of prevention of caprine arthritis ehediis (CAE) is the separation and
sacrifice of seropositive animals, thus leadingpsses of animals with high genetic value. In
this context, the use of reproductive biotechnolegyerges as an alternative to the purchase
and use of genetic material of animals. For thasoa it is necessary that the conduct of
research to evaluate the susceptibility of gameted embryos and the reproductive
parameters of female goats affected with CAEV. Thius objectives of this research was to
perform molecular analysis and ultrastructural s@ozoa of goats from naturally and
experimentally infected animals and also in speom@d infected in vitro, to characterize the
occurrence of degeneration, and presence of thes weaprine arthritis encephalitis and
susceptibility of ovarian follicles, spermatozoadambryos at the same goats, and finally
evaluate the recovery of embryos in vivo productidrembryos of female goats naturally
infected with CAEV undergo a protocol of superowala, artificial insemination and
collection of embryos. For this, the experiment Wasded into three stages, the first of them,
put up four females seropositive for CAEV negatared two females (control group) to a
protocol of superovulation. It was observed in treup of females positive for CAEV a
greater number of structures recovered (oocyteeariyos) than in the control group. In the
second step, was investigated the presence of CiAEpermatozoa of males naturally and
experimentally infected, through the techniquespolymerase chain reaction (PCR) and
transmission electron microscopy. It was subsedydested the susceptibility of goat
spermatozoa to the virus, making up for that swprthe technique of in vitro and infection
of them in three different times (30, 60 and 120wies), then were tested with the PCR and
transmission electron microscopy. In all samplestety only one before the swim up was
positive in PCR. In samples derived from animakt thad been experimentally infected, was
viewed a viral particle of CAEV in the region of adpiece inside vacuoles. Was observed also
the presence of vacuoles in the portion of the el but no viral particles in its interior in a
sample derived from naturally infected animal.He tast step of the experiment, we analyzed
spermatozoa and ovarian follicles through the teples of immunohistochemistry and
transmission electron microscopy, before and aftevitro infection with CAEV and goat
embryos produced in vivo from positive and negatpeats to CAEV, the which were
submitted to ultrastructural analysis. In immunadeiemistry of seminal samples, positive

immunolabeling was observed in samples from anindlscted naturally and artificially
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infected samples in vitro. Samples of ovarian gsa@s observed in immunolabeling in the
stroma. In ultrastructural analysis, we observegederative changes in sperm and embryos
and whole follicles. For all these findings candiserved that: The CAEV infection does not
influence the recovery of embryos from females radlyl infected goats, spermatozoa goats

can be infected by CAEV, and the ovarian folliclesre not susceptible.

Keywords:biotechnology; CAEV; spermatozoa; follicles; emksyo
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1 INTRODUCAO

A criacdo de caprinos no Brasil tem crescido bastaas Ultimos anos como um ramo
econdmico rentavel. Dentre varios aspectos, a eeqgio de caprinos no nordeste brasileiro
destaca-se também pelo seu efetivo, pois, de apaokemente 9,5 milhdes de animais, 91,4%
sdo explorados nessa regido (IBGE, 2007). Estenlneba composto, em sua maioria, por
animais sem raca definida (SRD), os quais sao tesiizados por uma elevada adaptabilidade
as condi¢des ambientais (OLIVEIRA; LIMA, 1994).

Este vem sendo melhorado geneticamente ao longamms com a introducdo de
animais exoticos de alto valor zootécnico, porénma®rtacdes destes animais sem adequada
supervisao levou a introducdo de novas doencasebasihos nativos (ASSIS; GOUVEIA,
1994), podendo algumas dessas patologias intederfiorma direta ou indireta no aspecto
reprodutivo dos caprinos.

Dentre os agentes virais causadores de enfermidedts espécie, temos o virus da
artrite encefalite caprina (CAEV), um virus do génkentivirus da familia Retroviridae
(HAASE, 1986), subfamilia Lentivirinague pode provocar nos caprinos artrite cronica
progressiva, mastite, pneumonia em animais adwtdsucoencefalomielite em animais
jovens (CORK et al., 1974). Podendo levar a peedasdmicas por causar morte de animais
jovens, diminuicdo da producao lactea e perda de ges adultos devido as dificuldades de
locomocéo. E a perdas indiretas importantes comessaalorizacdo dos rebanhos, reposicao
precoce de animais, despesas com medidas de eoattmrreiras comerciais para produtos
(matrizes, reprodutores e sémen) (FRANKE, 1998HHMNRO et al., 2001).

Um dos métodos de prevencdo da artrite encefaipeira (CAE) € a separacéo e
sacrificio de animais soropositivos (OIE, 1996Yyaledo assim a perdas de animais com alto
valor genético. Neste contexto, o uso de biotésnieprodutivas surge como uma alternativa
para o resgate e utilizacdo do material genéticesate animais. Dentre as técnicas
promissoras para esta finalidade, podemos desdacaeminacéo artificial e a fecundagéo
vitro (FIV), no entanto, pouco se sabe do risco da itn&assio de agentes patogénicos pelo
sémen, e odcitos podendo estes ser fonte de emteadaencas, com repercussées graves na

producao e na comercializacdo de rebanhos (ANDR#&DALI., 2003).

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), exempdar génerd_entivirus ja foi
identificado em espermatozéides e embrido de hum@BACCETTI et al., 1998). Em
caprinos, ja foi detectada a presenca do DNA pral-dio CAEV no sémen (ANDRIOLI et al,
1999; TRAVASSOS et al., 1999; ALI AL AHMAD et al2008a), e em células dmmulus
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oophorus (ALI AL AHMAD et al., 2005), mas ainda ndo se sabeatamente em qual
componente seminal este pode estar presente oodee gstar no o0cito e se 0 material
genético desses animais pode ser utilizado comraega nas biotécnicas de inseminacao

artificial e fecundacam vitro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Foliculos Ovarianos

Para poder entender os riscos de transmissdo dgepat pelo 04cito é necessario
conhecer o foliculo ovariano o qual constitui adadie estrutural e funcional do ovario,
contendo o odcito, cercado por células da granulosa membrana basal e células da teca
associadas e organizadas sobre a membrana baslN'@INDT; SMITZ, 2001; WU et al.,
2001). O foliculo ovariano sustenta o crescimentoaturacdo do odécito (CORTVRINDT,;
SMITZ, 2001) e de acordo com o grau de evolucace meddividir em: pré-antrais ou nao
cavitarios e antrais ou cavitarios (FIGUEIREDOIetz001).

Os foliculos pré-antrais representam cerca de 98%agpulacdo folicular ovariana
(SAUMANDE, 1991) e estédo subdivididos de acordo apseu estagio de desenvolvimento
(Fig. 1). Os foliculos primordiais apresentam o imdenvolto por uma Unica camada de
células da granulosa de formato pavimentoso oulastlda granulosa pavimentosas e
cuboidais. O foliculo primario, que caracterizanizio da fase de crescimento, apresenta uma
Gnica camada de células da granulosa de formatioacélicundando o odécito. Ja o foliculo
secundario, apresenta uma zona pellcida evideptesseli mais de uma camada de células da
granulosa de formato cubico circundando o o6citd(BHOF et al., 1994). Quando ha o
acumulo do liquido folicular, na denominada cavelahtral, o foliculo € denominado
terciario, que posteriormente, evolui para o fdbquré-ovulatorio ou de De Graaf (GEORGE
et al., 1998).

R s,
ppi ke
AN
}%é;;i‘: 3&% 55#‘.

L
L ¥

Primordial Primario Secundario Terciario -Bwéilatorio

Fig. 1- Desenho esquematico mostrando os folical@sianos em suas diversas fases de
desenvolvimento (Fonte: Adaptado de HAFEZ; HAFEX4A).



23

O desenvolvimento folicular normal para que o twoseja capaz de sofrer fertilizacao
e desenvolvimento embrionario depende de uma fAwessnplexa de interagbes hormonais
dentro do foliculo. Estas interacdes criam um anibigonadotrofinico inconstante durante o
desenvolvimento do oécito. Em qualquer fase duraste desenvolvimento, o foliculo
normalmente pode continuar o seu desenvolvimentonmais freqientemente, sofrer o
processo de atresia (WU et al., 2001).

A atresia € um processo fisiolégico, de duracdeatdsecida, que pode ocorrer por
via degenerativa e/ou apoptotica em mamiferos, cdarmobém em outras espécies
(JOHNSON, 2003). Aproximadamente 99,9% dos folisyboesentes no ovario tornam-se
atrésicos durante seu crescimento e maturacdo (QARR al., 1990). Os foliculos pré-
antrais sofrem comumente uma atresia conhecida cdondipo A, onde as alteracdes
degenerativas ocorrem primariamente no odcito. dafabiculos antrais sofrem mais
freqientemente, a atresia do tipo B, sendo negpairagsiras alteracdes ocorridas nas células
da granulosa (FIGUEIREDO et al., 2001). Se o féddi@antral ndo for exposto a um ambiente
gonadotrofinico apropriado na fase terminal, as&rse iniciara quase que imediatamente. Os
foliculos que regridem séo invadidos por céluldlamatorias, e a area previamente ocupada
por eles acaba sendo preenchida por tecido conjurdi o foliculo é entdo substituido por
uma cicatriz ovariana, conhecida como corpo ag€t/NNINGHAM, 1993). Independente
da fase na qual ocorre, e apesar de ser um fenbnanl, a atresia reduz de maneira
significativa 0 numero de odcitos potencialmentelé@weis, diminuindo, conseqtientemente, a
producao de odcitos viaveis durante a vida repregute um animal (FIGUEIREDO et al.,
2001).

2.2 Fisiologia reprodutiva da fémea caprina

Dentre os aspectos da reproducao da fémea capripaberdade, a estacionalidade
sexual, bem como as caracteristicas do ciclo es#ial pontos importantes a serem
considerados no entendimento do processo repradutiv

Para que se inicie a atividade ciclica reprodu@vnecessario que a fémea caprina
passe por um processo denominado de puberdade, éstmutilizado para definir o inicio da
vida reprodutiva. Do ponto de vista pratico, udméa atinge a puberdade quando é capaz de
liberar gametas e de manifestar uma sequéncia etang¢ comportamento sexual, ou seja,

capaz de apresentar o primeiro estro clinico segdé&l ovulacdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).



24

Nas fémeas caprinas, a idade da puberdade éealimmariavel e depende, dentre
outros fatores, da heranca genética dos animaidNEAQEZ-STAGNARO, 1984). Esta fase
reprodutiva pode variar de 119 dias de idade ad&MDLOKWU; IGONO, 1982; KHAN et
al., 1981). Em racas caprinas locais do NordesteBigsil (Canindé, Marota, Moxotd e
Repartida), a puberdade pode ocorrer por volta3éfsdias de idade (SIMPLICIO et al.,
1990).

A cabra apresenta um ciclo reprodutivo do tipwagsou seja, periodos limitados de
receptividade sexual, onde o inicio do estro remtaso inicio do ciclo estral. A duracdo do
ciclo estral na cabra é, em média, de 21 dias, qumdeariar de 17 a 25 dias. O estro é o
periodo do ciclo estral no qual a fémea aceita atapelo macho e, na espécie caprina, tem
duracdo média de 30 horas (CHEMINEAU et &b92). A ovulacdo na fémea caprina, em
geral, ocorre no terco final do estro (CAMP et H983), mas tem sido descrita a ocorréncia de
ovulacdo apds o término desse periodo (RIERA, 1982)

A fémea caprina é classificada como poliéstristaconal, ou seja, possui um
potencial de apresentar varios estros em estacéesnidnadas. Esta estacionalidade é
influenciada por determinados fatores, tais commaperiodo, a nutricdo e efeitos sociais. Os
sinais fotoperiddicos séo traduzidos em efeitosistema reprodutivo através de alteragdes no
padrdo de secrecdo de melatonina, a qual é sexrptdd glandula pineal, resultando em
alteracdes na liberagéo pulsatil de GnRH pelo Alpoto (MORI; OKAMURA, 1986).

A disponibilidade de nutrientes € um reguladmdfamental da funcéo reprodutiva da
cabra, pois uma severa desnutricdo € capaz der deska a atividade reprodutiva em
detrimento de outros fatores (RONDINA, 1998). Emasacaprinas fotorefratarias, a subita
disponibilidade de boa nutricdo pode induzir estrmvulagcdo. Em fémeas ciclicas, o
melhoramento da nutricdo aumenta a taxa de ovulgdocidéncia de nascimentos multiplos
sem afetar a incidéncia de estros ou o comprimeiatociclo estral (HENNIAWATI,
FLETCHER, 1986).

Os principais fendbmenos responsaveis pelo dedeanesento da atividade reprodutiva
sdo: os efeitos macho e fémea, além da interagheaféémea (WALKDEN-BROWN;
RESTALL, 1996). A inducédo da atividade reprodutoialica e fértil em fémeas aciclicas,
decorrente da subita introducdo dos machos (afaicho), foi documentada em caprinos por
véarios autores (RESTALL, 1992; WALKDEN-BROWN et,al993). A estimulacao direta da
atividade reprodutiva, fémea-fémea, tem sido eslmdamplamente na espécie caprina
(WALKDEN-BROWN; RESTALL, 1996), apresentando umaew&da importancia, onde
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cabras em estro sdo capazes de induzir estro eraspustacionalmente, anovulatorias
(WALKDEN-BROWN et al., 1993; RESTALL et al., 1995).

2.2 Sémen

No macho € preciso entender a composicdo do sé&neeu comportamento
reprodutivo para se avaliar a relevancia da comagéio seminal.

O sémen é o produto da ejaculacdo de um reprodstmrdo composto por
espermatozoides, células responsaveis pela fecimabas Ovulos das fémeas, as quais sao
produzidas nos testiculos, e por uma fracdo ligdel®ominada plasma seminal, produzida
pelas glandulas acessoOrias (CORTELL, 1981) e peloslidimos do sistema genital
masculino. Tendo a sua composicdo variando segasdespécies (EVANS; MAXWELL,
1990).

Os espermatozoides sao formados a partir do delsénento de células germinativas
presentes no interior dos tubulos seminiferos (HAFBAFEZ, 2004). A estrutura do
espermatozoide é formada por cabeca, colo, peeamatiaria e flagelo, sendo este ultimo
subdividido em peca principal e peca terminal (E)}gBARTH; OKO, 1989).

A cabeca do espermatozoide é formada principakrggib nicleo. Entre a membrana
plasmatica e a por¢do anterior do nucleo existerasaoma, uma estrutura de dupla camada
de membranas que contém enzimas (hialuronidas®sirzr) responsaveis pela destruicdo do
cumulus oophoruse da zona pelicida do odcito durante a fecunda@GaARDEN;
FUQUAY, 1997).

O colo é a regido que liga a cabeca a peca intkénee que como o flagelo, tem em
sua constituicdo, dois microtibulos centrais cidagdos por nove microtabulos duplos, que é
a constituicdo especifica dos flagelos. Circundaedta estrutura, existem outras nove
formacOes: as fibrilas densas externas. Revestingdeca intermediaria, existe uma bainha
mitocondrial e uma bainha fibrosa, enquanto quéagefo é revestido apenas pela bainha
fibrosa (MIES FILHO, 1987). A movimentacdo da cas#ada pelo deslizamento entre os
microtubulos, cuja energia para tal € proveniest@ima bainha de mitocéndrias que recobre
a peca intermediaria (BARTH; OKO, 1989).
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Fig. 2- Representacdo esquematica das partes dntegrde um espermatozéide. (Fonte:
Adaptado de HAFEZ; HAFEZ, 2004)

O plasma seminal € a por¢éo fluida do sémen, pocada durante a ejaculacdo e
formada por uma mistura de liquidos secretadosspelandulas sexuais acessorias
(vesiculares, bulbouretrais e prostata), pelosiéipmbs e pelos ductos deferentes (EVANS;
MAXWELL, 1990).

O plasma seminal atua como veiculo para os espeztides serem transportados do
trato genital do macho, ativa a sua motilidade gp@rciona um meio rico em nutrientes e
tamponado, necessério para manter a sobrevivéosiagpermatozoéides apos sua deposicao
no trato genital feminino (EVANS; MAXWELL, 1990). ddmalmente, apresenta pressao
osmoética semelhante ao sangue e possui pH neUdREUI et al., 1995).

O plasma seminal contém uma variedade de comgétuibioquimicos, alguns dos
quais sao relativamente especificos dentro do nwmoande regulacdo da funcdo do
espermatozoide, entretanto as exatas funcfbes dEmtgsonentes seminais no controle da
motilidade espermatica, ainda ndo estdo bem ell@sddSTREZEZEK et al., 1992). O



27

contato com o fluido seminal desencadeia eventegapatorios nos espermatozdides para a
fertilizagdo (MULLER et al., 1997), pois os consitites do plasma seminal sdo conhecidos

por modular uma variedade de funcdes espermati@®sETE et al., 1994).

2.2 Fisiologia reprodutiva do macho caprino

Dentre os aspectos da fisiologia reprodutiva dohmac aparecimento da puberdade e
os fatores que influenciam a producéo espermdaicas principais enfoques para um melhor
entendimento da atividade sexual nesta espécie.

Sendo os testiculos os principais 6rgados do amagahital masculino, estes tém duas
funcdes essenciais: a espermatogénese e a prodogéonal (THIBAULT; LEVASSEUR,
1992). Sendo a puberdade no bode associada a ugantearaumento na secrecao de
testosterona, na espermatogénese e no comportasextal. De 30 a 40 dias apos o
nascimento, o crescimento dos testiculos e dosdapiols do caprino jovem se processa em
um ritmo acelerado até a idade de 140 a 150 diadN@E, 2001). Embora o cabrito ja seja
capaz de fecundar a partir do momento que comegsp@matogénese, sO0 deve ser usado
como reprodutor a partir dos 8 ou 9 meses (RIBEIFDY).

Além dos testiculos, o aparelho reprodutor dos weaaprinos € constituido pelo
epididimo, glandulas acessérias e 0 pénis, sendes esnportantes no transporte,
armazenamento, producdo de plasma seminal e cégapactivamente (HAFEZ; HAFEZ,
2004).

Os machos caprinos também possuem uma caracterigdculiar de elevada
importancia para 0 acasalamento, que € a presiscglandulas odoriferas. Estas glandulas
sdo também denominadas como glandulas de Schietzaizadas atras do ponto de inser¢céo
dos chifres, e que produzem um odor caracterigtioolor hircino, que aumenta na estacao de
monta, estimula o comportamento sexual da fémedN@E&) 2001).

Dentre os fatores que influenciam a producdo espi@rannesta espécie, sabe-se que
em rebanhos de reproducgéo estacional, o volumgadalado é maximo na estacédo sexual e
diminui durante a primavera/verdo, alcancando dmidma estacdo nado-sexual. Tais fatores
refletem as variacdes estacionais na producaeeibo do plasma seminal pelas glandulas
acessorias as quais estdo ativadas quando os divdisstosterona estdo altos na estacdo
sexual e quiescentes quando os niveis de testogtesido baixos durante a estagdo néo-
sexual. Por outro lado, bodes de rebanhos tropigaendo alimentados adequadamente, nao
apresentam variacdes estacionais quanto a espgédnase ou ao comportamento sexual
(CHEMINEAU et al., 1991).
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De acordo com Nunes (2001), varios estudos commovajue altas temperaturas
afetam a qualidade seminal, esse efeito deleténo® principalmente como resultado de um
aumento na temperatura testicular que provoca eeggides especificas com o surgimento de
alteracOes espermaticas em momentos criticos s@sedo ciclo espermatogénico.

A escassez de alimentos também pode influenciatagirente na libido do animal,
provocar perda de peso crOnica e consequentemé@ntauttdo no peso testicular e da
concentracdo de espermatozoides por ejaculado (MUJRED1).

Outro fator de extrema importancia que pode &mit desempenho reprodutivo dos
machos e fémeas sdo as enfermidades que podefferintde forma direta ou indireta no
aspecto reprodutivo dos caprinos, dentre os ageirss causadores de enfermidades nesta
espécie, temos o virus da artrite encefalite (CAEBSAndo assim, torna-se necessaria uma
abordagem mais detalhada para se compreender aamga dos prejuizos econdémicos que

podem decorrer da infeccdo de um rebanho por ésie v

2.5. Artrite Encefalite Caprina (CAE)

2.5.1 Agente Etioldgico

O CAEV é um virus pertencente a familia RetroveidedlAASE, 1986), subfamilia
Lentivirinaequecompartilha caracteristicas genéticas, morfolégécpatolégicas com outros
lentivirus, incluindo o virus maedi-visna (MVV). dguientemente CAEV e MVV séao
denominados de lentivirus de pequenos ruminanté®Rl), por possuirem caracteristicas
patogénicas, epidemioldgicas e organizacdo gen&eitalhantes (BANKS et al., 1983).

O virus da CAE é envelopado, de formato esféritemmecomo material genético uma
fita simples de RNA. Ele é resistente a radiac@@vibleta e sensivel a solventes lipidicos,
formaldeido, ribonuclease, e pH abaixo de 4,2, desul infectividade destruida a 56°C
quando submetido a um tempo minimo de uma horaH|IRZEE, 2003).

A estrutura do envelope viral € composta por un@adcamada de lipideos, onde se
encontram inseridas diversas glicoproteinas cadifis pelo virus. Por ter esta natureza
lipidica, o virus tem estrutura heterogénea, podeed denominado assim de pleomorfico. O
capsideo viral é composto de uma ou mais protei@@sguais se encontram repetidas
inUmeras vezes, arranjadas de tal forma a comstitai envoltério protetor ao redor do
material genético. O capsideo, juntamente com elepg, possui duas funcbes basicas:
proteger o material genético no ambiente extragelelintroduzir o material genético nas
células do hospedeiro. (KREUTZ, 2001).
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A primeira fase da infeccdo viral € a ligacdo daipala viral com moléculas da
superficie celular. As proteinas virais que promovessa interacdo ligam-se, de forma
especifica a determinados componentes celularesmdeados receptores, encontrados em
apenas alguns tipos de células, o que determitrapsmo celular do virus. Logo apoés esta
ligacdo, a particula viral penetra na célula, seadosdo da particula viral com a célula
hospedeira, necesséria para permitir a liberacdomdeterial genético viral dentro do
citoplasma ou nucleo, onde ird iniciar o processaaplicacdo viral e expressado dos genes
virais (KREUTZ, 2001).

Dentro da célula, o genoma de RNA retroviral o@gaor transcricdo reversa, o DNA
resultante (provirus), que apresenta duas reg&resinais ndo-codificantes, as repeticdes
terminais longas ou “LTRS”. Entre estas duas regédremas estdo os gemngg, enve pol
codificantes de proteinas estruturais, além dosgyanessoriomt, vif e rev, codificantede
proteinas reguladoras. gg@negag codifica um precursor que € subseqientemditado em
trés proteinas principais: matriz, capsideo e wgealpsideo. O germol codifica as proteinas
de atividade enzimatica: transcriptase reversaegase, integrase. O geeav codifica as
glicoproteinas de superficie e transmembranariengelope (HIRSH; ZEE, 2003).

Apés a replicagdo do material genético do virusyreca montagem da particula viral
e a liberagcdo do virus da célula infectada poraomento, ou apds a destruicdo celular
(KREUTZ, 2001).

2.5.2 Epidemiologia

No inicio da década de 80, importacdes de caprdegacas leiteiras exoticas,
procedentes de distintos paises da Europa (Fr8nggg, Alemanha, Holanda, Inglaterra) e da
América do Norte (Estados Unidos e Canadd) foratasfecom o objetivo de introduzir
material genético para melhorar a producdo de H#® racas nativas brasileiras. Nessas
importacdes, realizadas sem a adequada superfos&ambém introduzido o CAEV (ASSIS;
GOUVEIA, 1994).

O CAEV tem sido identificado em diversos paisesn goevaléncias mais elevadas
naqueles em que a caprinocultura é mais tecnificgd, 1996), causando perdas
econdmicas decorrentes da diminuicdo da vida pr@detda producao leiteira. No Brasil, a
CAE foi inicialmente identificada sorologicamenta ploojenet al (1986) em cabras no Rio
Grande do Sul. No mesmo estado, registraram petejpa vez o isolamento (HOTZEL et
al., 1993) do CAEV no Brasil e posteriormente emiés sorologicas do virus foram
relatados em diferentes estados do pais (CALLAD&.e2001).
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No Ceara, o primeiro registro dessa infec¢do onogre animais de ragas leiteiras no
municipio de Sobral (PINHEIRO et.all989). Em levantamento realizado em rebanhos
leiteiros na regido metropolitana de Fortaleza (@Ejificou-se soroprevaléncia de 40,7% de
animais positivos para LVPR (MELO; FRANKE, 1997)nlos principais entraves para o
controle da CAE tem sido a pouca informacao potepdos produtores, o que tem limitado a
implantagdo e avaliagdo de medidas profilaticapnasriedades (PINHEIRO et al., 2001).

2.5.3 Patogénese

O reservatorio e a fonte de infeccdo deste lensvgdo os animais infectados, de
ambos os sexos, de varias racas e idades. Estgadeemcaracteriza por causar artrite cronica
progressiva, mastite, e mais raramente pneumonianamais adultos e leucoencefalomielite
em animais jovens (CORK et al., 1974). A forma miaigortante da doenca € a artritica, que
geralmente é observada em animais com mais denoéges de idade (CRAWFORD;
ADAMS, 1981). Por outro lado a forma de maior digado econdmico é a mamaria, devido
ao comprometimento da producéo leiteira e predis@os infec¢bes secundérias da glandula
mamaria (SMITH et al., 1988).

Como o virus € excretado no leite, a transmiss@e paorrer por via digestiva, pela
ingestao de colostro e leite contaminados de férapBgmas, bem como por fezes, saliva,
secrec¢Oes respiratoria e urogenital (HIRSH; ZEB320Entretanto, acredita-se que outras
rotas de infeccao vertical estejam envolvidas aastissao do CAEV (EAST et al, 1993),
uma vez que ja foi descrita a soroconversdo deitcalecém-nascido alimentado com

colostro artificial, indicando a possibilidade déeccao intra-uterina (ADAMS et al., 1983).

ApOs a introdugdo do virus no organismo dos aningsite ira infectar as células do
sistema monocitico-fagocitario, produzindo a infexc persistente do hospedeiro
(NARAYAN, 1990; CALLADO et al.,, 2001). Estas célslasdo os tipos celulares
predominantemente infectadiwsvivo. Porém, ja foi detectado a presenca do DNA pratvir
em células daumulus oophorude foliculos terciarios (ALI AL AHMAD et al., 2005 um
aumento na taxa de degeneracdo de foliculos owearipré-antrais de animais infectados
naturalmente (RICARTE, 2005).

Este lentivirus é capaz de desenvolver mecanismies ppdem nao estimular a
resposta imune humoral intensa, pelo fato das a=linfectadas ndo estarem produzindo
antigenos virais (HIRSH; ZEE, 2003). A infeccadoradf@ente persistente e assintomatica,

pode causar afeccdo multissistémica, de evoluc@alngente crdnica, com agravamento



31

progressivo das les@es levando a perda de pesbilelade até a morte (CALLADO et al.,
2001).

Esta infeccdo e/ou soropositividade néo estdo atoriggmente relacionadas com a
presenca de sinais clinicos, uma vez que apenasd@s¥animais infectados apresentam
sintomatologia da CAE (WILKERSON et al., 1995).

2.5.4 Diagnostico

Pelas caracteristicas da doenca e por nao existingas clinicos patognomaonicos,
torna-se necessario o auxilio de testes laboretayise permitam seu diagnéstico (ABREU et
al., 1998).

O diagnostico laboratorial pode ser realizadorpeio da deteccdo de anticorpos (Ac)
no soro, isolamento viral ou deteccdo do DNA puaviela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e ainda por imunomarcacéo através de técmoa® a imunohistoquimica, que
permite a detecgdo imunoldgia de antigenos virgisgmtes no tecido e em cultivos celulares
(ALMEIDA, 2003). Os principais testes sorologicasmegados para deteccdo da infeccéo
pelo lentivirus caprino sdo a imunodifusdo em geladgarose (IDGA), Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e “Imuno Western BIGRUTKOSKI et al., 2001).

Dentre estes, o teste laboratorial para diagnosieoinfeccdo pelo CAEV mais
difundido e recomendado pelo OIE (Escritério Inémional de Epizootias) é o de IDGA. Ele
€ executado como um teste de triagem na rotinalwnhos, devido ao custo relativamente
baixo, a sua alta especificidade, além da pratieidde execucdo e leitura (HARKISS;
WATT, 1990).

A imunohistoquimica, técnica essencialmente qualitacujo objetivo fundamental é
0 encontro e localizagcédo topografica de antigemsstacidos (BRASILEIRO FILHO et al.,
2000), é de grande valia para deteccdo de céhilastadas em tecido de 6rgaos especificos
do organismo animal (ARAUJO, 2004), auxiliando mssd estudo da patogenia de virus
como o CAEV (GUEDES et al., 2001).

A microscopia eletrénica de transmissdo também peele utilizada para o
diagndstico, uma vez que possibilita a observagivions em espaco intracitoplasmatico.
Outra vantagem desta técnica € a possibilidadeetbetdr sinais de degeneracao provocados
pelo virus, como presenca de vacuolizacdo do esdoph e aumento do tamanho das
mitocondrias e nucleo, sendo esta técnica muitteatie para diagnosticar lentivirus (LEE et
al., 1996).
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O teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCRlz&do no diagndstico de
alguns lentivirus, com o intuito de se detectar MADpro-viral dos mesmos. Permitindo a
identificacdo por amplificacdo de parte do acidoléigo viral especifico de células e tecidos
de um animal infectado (PINHEIRO, 2001). E ainda teste caro, porém possui alta
sensibilidade e especificidade o que da uma maiguranca para o diagnoéstico do CAEV
(RIET-CORREA, 2001).

2.5.5 Controle

Os programas de controle ou erradicacéao da infqu@adGAEV tém sido adotados em
varios paises, geralmente de adesao voluntariaalas no teste peridodico dos animais. A
separacdo ou eliminacdo dos positivos, associadess@aale certas praticas de manejo para
prevencdo da disseminacdo do agente (OIE, 1998 separar crias imediatamente apds o
nascimento, evitar o contato com secrecoes e igoiEmmdos adultos, administrar colostro
termizado de méaes néo infectadas ou de fémeasdswn ainda, alimentar as crias com
substitutos do leite (GOUVEIA et al., 1996), contrem para reducao da incidéncia do
CAEV.

Vale ressaltar que as praticas de manejo adotadasmante nos programas de
controle podem dificultar futuras intervencdes d®ECpois a separacdo e eliminacdo dos
animais soropositivos, pode contribuir para a seledle animais que respondem a infeccéo
com baixos titulos ou que soroconvertem tardiamemtainda de amostras virais pouco
indutoras de resposta humoral (CALLADO et al., 2001

Na tentativa de criar novos métodos de controlevitare perdas de animais
soropositivos para o CAEV de alto valor genéticarias biotécnicas vém sendo testadas e
utilizadas na reproducéo animal. Dentre estas poseaitar a inseminacao artificial e
transferéncia de embrides. Porém, pouco se sabesdo da transmissdo de agentes
patogénicos pelo sémen, podendo este ser umademetrada de doencas. Sendo assim, faz-
se necessario um levantamento dos riscos de tres@mnile patdgenos através do sémen e do

embrido.

2.6. Formas de Contaminacédo do Sémen

Na inseminacdo artificial (IA), o potencial de s#iminacdo de enfermidades é

relevante, pois o0 numero de fémeas que podem nmecebmen contaminado é



33

expressivamente maior, caso ndo sejam rigorosarasegtedas as normas técnicas e sanitaria

para o processamento do sémen (ANDRIOLI et al.3R00

O sémen pode infectar-se por microrganismos pested dos testiculos, epididimo,
glandulas anexas, da uretra ou do prepucio, oaidgENos podem ganhar acesso ao sistema
reprodutor, pelo sangue e liquidos tissulares easa@dos para este sistema, nas bacteremias
ou viremias, ou no caso de qualquer inflamacaonfec¢do nestes 6rgdos. Além disso, o
sémen pode contaminar-se no meio externo, por egemesentes no ambiente, na pele do
reprodutor, nos materiais utilizados na coleta enippdacdo do sémen, caso nao sejam
adequadamente esterilizados, e no caso da congelaghesmo erpelletspode ocorrer no
nitrogénio liquido a partir de outras amostras pdlets contaminados (HARE, 1985;
THIBIER; GUERIN, 2000).

E ainda fatores como lesdes, inflamacdes e infaco@eorgdo reprodutor podem
desencadear maior fluxo de células sanglineaoom#men, juntamente com 0s patdgenos, e
ainda outros fatores como o estagio da doencataal@smunolégico ou nutricional e a
associacdo com outras enfermidades (CONCHA-BERMEJIlet al., 1996; PINHEIRO,
2001).

2.7. Formas de Contaminagéao do Embrido

Para que ocorra a transmisséo de um patégen@siavembrido é necessario que ele
esteja presente dentro do odcito, em associacdwesmo aderido a zona pelucida (ZP), ou
que esteja presente nos fluidos no qual os embrgss recolhidos, manipulados,
criopreservados ou transferidos (SINGH, 1987; WRALH, 1995).

Outro fator importante na transmisséo de agerdesmbrido é a patogenia da doenca,
especialmente quanto a predilecdo do patdégenoado @enital. Agentes carreados pelo
sangue podem, também, ganhar acesso ao trato |gewmitaentando o risco no caso de
gualguer hemorragia uterina o que ocorre, inevitagete, durante a colheita de embrides.
No caso de outros agentes de doencas que tém egdalilpor pele ou visceras, a
probabilidade de contaminacdo do embrido é remotiyvia, tais agentes, ocasionalmente,
produzem infeccdes generalizadas, e mesmo aszadal podem causar contaminacdo dos

meios, das solucdes e do equipamento (ANDRIOLL g2@03).
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2.8. Influéncia do CAEV no trato reprodutivo de capinos

Anteriormente se acreditava ser o alvo da infeat&ovodo CAEV, apenas as células
do sistema monocitico-fagocitario. Sendo as praisigormas de infeccdo do rebantso,
ingestao pelo recém-nascido de colostro e leittaoanados de fémeas enfermas, bem como
por fezes, saliva, secrecdes respiratoria e urteddNARAYAN, 1990). Entretanto, acredita-
se que a rota de infeccéo vertical esteja envavigatransmissao do CAEV (EAST et al
1993), uma vez que ja foi descrita a soroconvedsécabrito recém-nascido alimentado com
colostro artificial, indicando a possibilidade déeccao intra-uterina (ADAMS et al., 1983).

Tentando-se elucidar o risco de transmissdo do CAIel6 trato reprodutivo,
Travassos et al. (1999) testaram, atraves da sgédeid®CRhesteda presenca do DNA pro-
viral no sémen de machos caprinos naturalmentetades com o CAEV e verificaram
positividade em oito de 15 amostras examinadasaltesdo o risco de transmissdo da
enfermidade pelo sémen. Em outro experimento, Ahdfinheiro (2001), observou que a
injuaria testicular e a lavagem do sémen séo fatguesinfluenciam a presenca do CAEV no
mesmo, onde em 50% e 53,6% das amostras de asintengetidos a injuria testicular e a ndo
lavagem do sémen, respectivamente, foram posifiges o PCRhested,enquanto que este
namero foi de 21,4% e 17,9% para o grupo dos asimdo submetidos a injaria e
submetidos a lavagem, respectivamente.

Mais recentemente Ali Al Ahmad et al. (2008a) olbaeam a presenca do lentivirus
caprino em amostras de células sangiineas, céibasspermaticas presentes no ejaculado e
no plasma seminal de animais infectados com o CAEyJe né&o foi observado em amostras
contendo apenas espermatozoides. Esses achadoanswegpresenca do CAEV no sémen de
forma transitoria e associada a presenca das sdigladefesa e ndo aos espermatozoides,
necessitando ainda o estudo da susceptibilidadeeslegametas a este virus para se poder
utiliza-los com seguranga em biotecnologias repreas.

Em estudos realizados com células do trato repradute fémeas, Lamara et al.
(2001; 2002) testaram a possibilidade de replicad@oCAEV in vitro em células da
granulosa, e em células epiteliais de oviduto,geffpamente, as quais proporcionaram uma
replicagdo eficiente deste virus. PosteriormenieniFet al. (2003) verificaram a presenca
deste virus em meios de lavagem de cabras infectesd@las como doadoras de embrifes. Ja
Ali Al Ahmad et al. (2005), verificaram a preserd@aDNA pro-viral do CAEV em células da
granulosa, mas ndo no odcito de foliculos antraicabras infectadas naturalmente, estes

mesmos autores utilizando técnicas moleculares @PBRnestede a RT-PCR verificaram
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que células embrionarias sdo susceptiveis e pévassso CAEV (ALI AL AHMAD et al.,
2006). Porém, foi verificado recentemente que eiabrilivre do CAEV, apds terem sido
transferidos para mées infectadas e separados someato das mesmas, ndo Soro
converteram, indicando que a biotecnologia de teaéscia de embrides pode ser utilizada
com seguranca nestes animais (ALI AL AHMAD et 2008b).

Apesar de muitos trabalhos ja terem sido deserdadvientando-se avaliar a presenca
e/ou susceptibilidade de células do trato repredutie fémeas e machos ao CAEV, ainda
falta a elucidacdo dos provaveis receptores destes, uma vez que se sabendo quais séo
esses receptores, tornaria mais facil a avaliagdsudceptibilidade de qualquer célula a este
tipo de virus, o que poderia levar a nova formandmejo do material genético destes
animais, descartando as células susceptiveis &antlo somente aquelas que néo
apresentassem risco de contaminacao, uma vez dgegcarte de um animal de elevado valor
zootécnico poderia acarretar um atraso para o matento genético e perdas econémicas

drasticas para um rebanho.

2.9 Influéncia de outros virus no trato reprodutivode animais domésticos

Varios trabalhos vém sendo desenvolvidos comtoié se elucidar novas rotas de
infecc@o dos virus e dentre os agentes viraistgct®los apos infecc@o vivo ouin vitro em
células do trato reprodutivo de animais doméstiéos-se o CAEV (TRAVASSOS et al.,
1999; ANDRIOLI-PINHEIRO, 2001; LAMARA et al., 2002002; FIENI et al., 2003; ALI
AL AHMAD et al., 2005; 2006), o Virus Maedi Visn& OQNCHA-BERMEJILO, 1996;
ROMERO et al.,, 2004), o Virus da Imunodeficiéncelia (O’'NEIL et al., 1995; 1996;
JORDAN et al., 1996; 1998; ), Virus da Imunodeficid Bovina (GRADIL et al., 1999),
Virus da Diarréia Viral Bovina (BROWNLIE, 1990; BAR, 1995), Herpes Virus Bovino do
tipo 1 (GUERIN et al., 1989; 1990; VANROOSE et 4997; GROM et al., 2006), Virus da
Arterite Equina (MITTELHOLZER et al., 2006; RAZ at., 2006) e o Circovirus Porcino do
tipo 2 (BOGDAN et al., 2001; PENSAERT et al., 200dgmo pode se observar no Quadro
(abaixo). Estes virus podem estar presentes no reegrodutivo sem causar nenhum dano
aparente ou provocando alteragbes como a degeoedac§ametas, podendo dificultar a
fecundagéo, provocar abortos e causar inflamag6esato reprodutivo (RICARTE, 2005;
PENSAERT et al., 2004).
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Quadro - Patdgenos virais detectados no trato reprodutivardmais domésticos indicando

risco de transmissao venérea e/ou vertical.

Patogeno Espécie Localizacao Referéncias
LVPR Caprina | Sémen, ovario, Concha-Bermejilo, 996;
(Lentivirus de e Ovina | oviduto e células| Travassos et al., 1999; Andrioli-
Pequenos Ruminantes embrionarias Pinheiro, 2001; Lamara et al.,
— CAEV e MVV) 2001; 2002; Fieni et al., 2003;
Romero et al., 2004
Ali Al Ahmad et al., 2005; 2006
VIF Felina | Vagina, utero e | O'Neil et al., 1995; 1996; Jordan
(Virus da sémen al., 1996; 1998
Imunodeficiéncia
Felina)
BIV Bovina Sémen Gradil et al., 1999
(Virus da
Imunodeficiéncia
Bovina)
BVDV Bovina | Feto, secrecdese Brownlie, 1990; Baker, 1995
(Virus da Diarréia sémen
Viral Bovina)
BHV Bovina | Ovario, oviduto, Guerin et al., 1989 ; 1990;
(Herpes Virus Bovino Utero, embrides ¢ Vanroose et al., 1997,
sémen Grom et al., 2006
EAV Equina Sémen Mittelholzer et al., 2006; RAZ et
(Virus da Arterite al., 2006
Equina)
PCV Suino Utero e feto Bogdan et al., 2001; Pensaert et

(Circovirus Porcino)

2004
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2.9.1 Virus Maedi Visna (MVV)

Lentivirus de pequenos ruminantes € a denominagda ao virus da artrite encefalite
caprina (CAEV) e ao virus Maedi Visna (MVV), porgsoirem caracteristicas patogénicas,
epidemioldgicas e organizacao gendmica semelhfBeddKS et al., 1983).

Assim como o CAEV, ja se indicou a possibilidaddgrdasmissao deste virus pela via
uterina, uma vez que ja foi realizado o isolameiatdVV de cordeiros obtidos por cesariana
(CUTLIP et al., 1981).

Esta via de transmisséo foi confirmada com a détedp DNA proé-viral do MVV em
leucécitos de cordeiros, antes da ingestao detcol(BRODIE et al., 1994), porém segundo
0S autores, esses animais podem ter se contammaaalzasiao do parto com células presentes
no sangue das maes enfermas. O mesmo também, ¢etidtado no sémen de ovinos
experimentalmente infectados com o MV\Bricela ovis({CONCHA-BERMEJILO, 1996).

E mais recentemente, Romero et al. (2004) verdivaa presenca do MVV em células da
granulosa e odcito pela técnica de P@Rible-nestecem ovelhas naturalmente infectadas,

tendo o teste demonstrado a presenca do virussapas&eélulas da granulosa.

2.9.2 Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)

Este € um virus RNA, pertencente a familia Retida@, génerd_entivirus que
acomete entre 1 e 20% dos felinos domésticos daouavando o animal a um quadro
imunoldgico de hipergamaglobulinemia e linfopergatte outros (WILLETT et al., 1997).

O FIV ja foi isolado do sangue (YAMAMOTO et al.,8%), da saliva (MATTEUCCI
et al.,, 1993), fluido cérebro-espinhal (YAMAMOTO at, 1988), leite (SELLON et al.,
1994; O'NEIL et al., 1995) e lavados vaginais (OINEet al., 1995, 1996).
Experimentalmente, o FIV demonstrou ser capaz desaptar transmissao horizontal por via
parenteral, oral, ou exposi¢éo retal (ENGLISH etZ093; MOENCH et al., 1993; SELLON
et al., 1994). Ja tendo sido citada também a tresém pelo utero (O'NEIL et al., 1995,
1996).

Em 1996, Jordan et al. verificaram a soroconvedsfémeas as quais haviam sido
inseminadas com o sémen de machos positivos pafdvVo Em 1998, Jordan et al.
conseguiram verificar, de forma experimental, agnaissdo horizontal deste virus através do
sémen, a partir de entéo, este virus é utilizadeddeas suas similaridades morfoldgicas e

bioquimicascomo modelo experimental, no estudo da possivestngssdo venérea do Virus
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da Imunodeficiéncia Humana (HIV), bem como pardizagéo de pesquisas no campo de
diagnostico molecular, tentando aperfeicoar e tomais preciso o diagnéstico para o
lentivirus humano (JORDAN et al., 2002).

Todos os trabalhos realizados com o FIV tiveraande importancia para demonstrar
gue até o momento nao é viavel utilizar o matey@iético dos animais acometidos por este
virus em biotecnologias reprodutivas, uma vez @s® irepresenta um grande risco de
contaminacdao, principalmente dos animais destinadeproducdo, mas vale a pena ressaltar
a importancia das pesquisas realizadas até ermi@oegtas elucidaram a transmissao venérea
da doenca, e serviu como modelo para pesquisadaiW, fato este que deve ser seguido
para outras enfermidades viricas que acometem hebade animais de producdo com
freqUéncia, para se averiguar a viabilidade ecoo@®mhé se criar novos metodos de controle e

novas tecnologias para o aproveitamento do matggradtico dos mesmos.

2.9.3 Virus da Imunodeficiéncia Bovina (BIV)

Baseado nas caracteristicas imunolégicas, biogagmie genéticas, o BIV é
classificado como um lentivirus pertencente a famietroviridae (Garvey et al., 1990;
Gonda et al., 1994). Como outros lentivirus, nadgéoin vivo este tem tropismo por células
do sistema monocitico-fagocitario (CARPENTER et 4P92). J& tendo sido relatada a
provavel transmissao deste pelo sémen, uma ven fuelo seminal é rico em células como
linfécitos, mondcitos e macrofagos, alvos da indec@VOLFF, 1995).

Em experimento realizado por Gradil et al. (199®)yos com idade de 18 a 24 meses
de idade foram inoculados por via intravenosa cona $suspensado contendo BIV-FL112
(SUAREZ et al., 1993). Apés 14 semanas foram coéetaamostras de sangue e sémen dos
animais infectados experimentalmente, as quaisnfa@abmetidas ao teste de PGEsted
Todas as amostras sanguineas e seminais foranva®sio teste, demonstrando assim o risco
de transmissao pelo sémen. Estes achados servalartiepara os profissionais da area de
mercado de germoplasma, os quais deveriam buseas mecnologias para a rotina dos seus

laboratorios a fim de diagnosticar e prevenir oaide transmissao de patdgenos pelo sémen.

2.9.4 Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV)

O virus da Diarréia Viral Bovina € um dos princgppatogenos de bovinos e causa

perdas econdmicas significativas para a pecuavimdem todo o mundo (BAKER, 1995). O
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BVDV pertence a familia Flaviviridae, géndPestivirus,(HORZINEK, 1991). O BVDV tem
distribuicdo mundial e a prevaléncia de anticorgdoega a atingir 70 a 80% dos animais e até
80% dos rebanhos na América do Norte e em alguissgpauropeus. Os pestivirus sao virus
pequenos (40-60nm), envelopados e contém uma niléleu RNA linear, fita simples,
polaridade positiva, de aproximadamente 12,5kb cgmeoma (COLLETT et al.,, 1989;
HORZINEK, 1991).

Embora identificado originalmente de casos de dogastroentérica, o BVDV é um
virus frequentemente associado com fendmenos ngprod (BAKER, 1995). As
consequéncias clinico-patolégicas e epidemioldgieasfeccdo de fémeas bovinas prenhes
sdo marcantes. Em muitos rebanhos onde a infecc@odémica, falhas reprodutivas
representam 0s sinais mais evidentes e por vesesnicos da presenca da infeccdo. A
infeccdo antes ou apds a cobertura ou inseminagi@ia pode resultar em perdas
reprodutivas como infertilidade temporaria, retoawocio, mortalidade embrionéaria ou fetal,
abortos, mumificagcdo, méa formacdes fetais, bem conmascimento de bezerros fracos e
inviaveis (BROWNLIE, 1990; BAKER, 1995).

Este virus ja foi detectado em tecidos de fetogtathos, leucocitos de animais
acometidos, sémen de touros pertencentes a cemeraiseminacado artificial e em células do
encéfalo. A infeccdo fetal entre os dias 40 e 1@0gdstacdo freqlentemente resulta na
producdo de bezerros imunotolerantes, persistentemi@fectados com o virus. Estes
bezerros geralmente sdo soronegativos, podemis@anhente normais, e excretam o virus
continuamente em grandes quantidades em secrec@srecdoes (BROWNLIE, 1990;
BAKER, 1995). Por isso, sao considerados o pontw€lda epidemiologia da infeccéo e a
sua identificagcdo e descarte constituem-se em wtagaenciais para o controle e/ou
erradicacdo do BVDV dos rebanhos (DUBOVI, 1992).

De especial interesse sdo os estudos que detecataorpos anti-BVDB em outras
espécies, como em suinos (ROEHE et al., 1998)incegfCASTRO et al., 1996) e bubalinos
(PITUCO et al., 1997). Embora o papel de outrag@ep de animais domésticos e silvestres
na epidemiologia do BVDV ainda ndo seja conhecagumas espécies silvestres tém

merecido especial atencdo em programas de combdtréao.

2.9.5 Herpes Virus Bovino (BHV)

O BHV do tipo 1 é um agente etioldgico que demeandiferentes sindromes clinicas
como rinotraqueite, vulvovaginite pustular e bafarstite (GIBBS e RWEYEMAMU, 1997).
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Pode ser transmitido de forma direta por contatm @mimais infectados ou através de
aerossois (AFSHAR e EAGLESOME, 1990). Tendo sidseolado um aumento crescente
nas pesquisas para se verificar a possivel tras&maeste virus através do trato reprodutivo.

Em estudo experimental, doadoras foram inoculadas @ BHV-1, e posteriormente
esse virus foi encontrado em associacdo com opat@sios, fluido folicular, células da
granulosa, corpo luteo, e fluido ovidutal (GUERINad, 1990). No mesmo experimento,
observou-se que o desenvolvimento de odcitosifadibs de ovarios infectados com o virus
foi consideravelmente reduzido quando comparado oduitos fertilizados oriundos de
ovarios de vacas negativas utilizadas como gruptrae.

Guerin et al. (1989) utilizando a técnita vitro-in vitro, examinaram o efeito da
introducdo do BHV-1 em sistema de maturacao pamanfiacéan vitro de odécitos. O virus
foi detectado em od6cito e meios de lavagem. Obseseoque 0 mesmo altera o potencial de
fertilizacdo dos espermatozoides, pois pode caausdggeneracdo de organelas internas do
odcito. Levando os autores a concluirem que a nonggdoin vitro dos oocitos pelo BHV-1
resulta em absorcdo do virus pela zona pellcidaue agarreta uma interferéncia em
mecanismos intracelulares dificultando a fusdogiosetas.

Vanroose et al. (1997) demonstraram que a subdef#tde de embrides livres de
zona peldcida ao BHV-1 depende do seu estagio siendelvimento. Os odcitos e zigotos
foram refratarios a infec¢cdo, demonstrando uma msugceptibilidade em estdgios mais
avancados de desenvolvimento como em estagio decélalas.

Recentemente, Grom et al. (2006) detectaram maleoehte o BHV-1 em sémen
inoculado artificialmente e em sémen de touros cdatcédo latente os quais estavam, sendo
tratados com dexametasona, o que indica uma pbssamsmissdo deste virus pela
inseminacao artificial, porém para averiguar a cidede desta afirmacdo ainda sé&o
necessarios estudos observando a possivel sorosaavelas fémeas inseminadas e o

nascimento das crias oriundas de inseminac¢oegiaiifcom material de touro contaminado.

2.9.6 Virus da Arterite Equina (EAV)

Este virus é um prot6tipo da familia Arterivirida®rdem Nidovirales (CAVANAGH,
1997), sendo associado a infec¢gbes contagiosae@lonos, podendo 0S mesmos serem
infectados por contato com aerossois, sendo eggamais comum, como também pela via
venérea. Pode provocar uma infeccdo subclinica mmags adultos imunocompetentes e
abortos em fémeas prenhes (TIMONEY & MCCOLLUM, 2D00
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Poucos trabalhos foram desenvolvidos tentanddus@lar a presencga deste virus nos
orgaos reprodutivos, mas recentemente, Raz e2@6]) verificando os efeitos de sémen de
animais positivos para o EAV na fertilidade de fésjeobservaram a soroconversao de
fémeas, quadros de endometrites, descargas nasaiE&@ias apds a inseminacdo com o
sémen de machos infectados.

Corroborando com estes achados, Mittelholzer. ¢2@06) conseguiram isolar o EAV
em cultivo de células a partir de amostras semira&isados que confirmam a presenca do

virus no sémen dos animais infectados e o risécademissdo do mesmo pela rota venérea.

2.9.7 Circovirus Porcino (PCV)

Semelhante a outros virus de suinos como o da g@si@ classica, virus da sindrome
respiratéria e reprodutiva suina, enterovirus por@ o virus da doenca de Aujeszky, o
Circovirus Porcino tipo 2 esta associado com falepsodutivas, recentemente foi adicionado
a lista de virus com transmissédo transplacentterajo sido isolado de tecido uterino de
porcas acometidas. Este virus pode provocar a ra@x@ulséo do feto ou a sua mumificacao
no utero materno, de onde também ja se consegisolamento viral (BOGDAN et al.,
2001).

O PCV nao foi detectado no sémen de machos aaeetmas em infecgbes
experimentais de porcas observou-se que este @awvoa viremia nos animais e demonstrou
replicacdo em tecidos fetais, provocando abortomomificagdo. Demonstrando assim que
0s animais sexualmente maduros sdo a parcela otargetida pelo virus (PENSAERT et al.,
2004).

Nesse caso em especial, a rota da infeccdo ndweé@émea, mas a vertical, o que
poderia ser solucionado com um manejo intensivardaalacdes das porcas, com isolamento
dessas, limpeza intensiva das baias e cuidadasion#is para se evitar qualquer estresse e,
consequentemente, o acometimento dos animais @dquer enfermidade infecciosa, pois
uma vez que o circovirus porcino infecte uma pg@estante estara em risco o feto e a mée,

comprometendo assim todo o0 processo reprodutiviagao.

Vale ressaltar, que por ndo terem cura, a prindgaha de controle de algumas
enfermidades viricas de animais domésticos é dfisaxrdos animais acometidos, levando

assim a graves perdas econémicas e de materidlagené



42

3 JUSTIFICATIVA

Como a rota de infec¢édo vertical do CAEV ainda eéta totalmente elucidada e a
principal forma de controle do CAEV é a separac@a@ificio dos animais positivos, isto
pode levar a perdas de animais de alto valor gendtia tentativa de reduzir estas perdas, o
uso de biotécnicas reprodutivas como a inseminagfificial e fecundacaan vitro de
embrides, surgem como alternativas para o resgatéizacdo do material genético desses
animais. Sendo que para a utilizacdo dos gametagmdeas e machos infectados com o
CAEV, faz-se necessario averiguar a presenca dasveE a susceptibilidade dos
espermatozoides e odcitos infectados naturalneeint@itro com o CAEV, para se verificar a

seguranca da utilizacéo dessas técnicas em arsoraigositivos para o CAEV.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

O virus da Artrite Encefalite Caprina é capazrdedtar espermatozoides, foliculos

ovarianos e embrides caprinos.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar os gametas e embrides caprinos quantosepeca e susceptibilidade ao virus

da Artrite Encefalite Caprina.

5.2 Objetivos Especificos

= Pesquisar a presenca do CAEV e possiveis sinatkegeneracdo provocados por
este em espermatozoéides, foliculos ovarianos, aat embrides oriundos de caprinos
infectados;

= Pesquisar a susceptibilidade vitro dos espermatozoides, foliculos ovarianos e
o0citos ao virus da artrite encefalite caprina;

= Pesquisar a recuperagdo embrionaria na producéivo de embrides em fémeas
caprinas naturalmente infectadas com CAEV,

= Testar e padronizar a técnica sl@im upna espécie caprina para separacao de

espermatozoides dos demais tipos celulares presemtgEmen.
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6. CAPITULO 1

Possibilidades de Aplicacéo de Biotecnologias Rephativas em Animais de Producéo

Acometidos com Agentes Viricos

Possibility of Application of Reproductive Bioteablingies in Animals of Production with
infection with Viral Agents

Periodico: Revista Brasileira de Reproducéo Ani(Rablicado em janeiro de 2008)
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Possibilidades de aplicacéo de biotecnologias rephativas em animais de producéo
acometidos por agentes viricos

Possibility of application of reproductive bioteahiogies in production animals infected with

viral agents

Aracely Rafaelle FernandesRicarte" Suzana Aparecida Costa déraujo*, Tania
Valeska MedeirosDantas, Edmara ChavesCostd, Jean Berg Alves d&Silva?, Maria

Fatima da SilvaTeixeira
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Resumo
As biotécnicas reprodutivas sdo empregadas cortuibarde potencializar o aproveitamento
do material genético dos animais com melhores desehos. No entanto, quando um
reprodutor € acometido por algum agente virico, utoraaticamente descartado da
reproducéo, o que representa grande perda de ahafenético. E necessario, antes do uso de
qualquer biotécnica, que seja confirmada a auséheipatdogenos, utilizando-se algumas
técnicas moleculares no auxilio do diagnédsticot&dni dos gametas, evitando, assim, a
veiculacdo de patdégenos por meio dessas técnidgetiOu-se neste trabalho fazer um
levantamento bibliografico e apontar perspectivasutllizacdo dos gametas de animais

acometidos por agentes viricos, empregando difesdnbtecnologias reprodutivas.
Palavras-chave biotecnologias, reproducéo, agentes viricos.

Abstract
Reproductive biotechnologies have been used watintention of exploiting genetic material
of more productive animals. However, when a virgemt infects a sire, the animal is
automatically discarded from the process, whichregpnts great loss of genetic material. It

has been seen that these biotechnologies may ldewken gametes are proved to be free of
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viral agents using molecular techniqgues to make diegnose, preventing, by this way,
propagation of infectious agents. The objectivéhe study was to do a bibliographic survey
and to show how germplast of animals infected bal @gents could not be discarded using

different reproductive biotechnologies.

Keywords:biotechnologies, reproduction, viral agents.

Introducao

Ao longo de centenas de anos, o homem tem prazuaeotencializar o
aproveitamento do material genético dos seus neghanimais domésticos, no intuito de
obter descendentes com caracteristicas semelt@anteslhores do que as dos seus genitores
(Hafez e Hafez, 2004). Dentre as biotecnologideatias com maior freqiiéncia na producéo
animal, destacam-se a inseminagéao artificial, asteméncia de embrides e a fecundaicéo
vitro. Além dessas, existem técnicas que apresentampwrggectivas para aplicagdo em
larga escala no futuro, como a manipulacdo de a®aiiclusos em foliculos ovarianos pré-
antrais (MOIFOPA), a transgénese e a clonagem ¢iigno et al., 2001).

Porém, para que o animal expresse melhor seu gesém produtivo e reprodutivo, é
necessario que ele tenha um bom manejo e que bgtejae enfermidades, uma vez que o
acometimento de um reprodutor por agentes infegsipsde impedir sua utilizacao para fins
reprodutivos, além de leva-lo a morte, acarretasilns prejuizos econémicos e perda de
material genético de qualidade (Andrioli et al. 020 Com o objetivo de reduzir essas
consequeéncias, as biotecnologias reprodutivas wéginslo como uma alternativa para o
resgate e a utilizacdo do material genético dessesais.

Dentre as biotécnicas, a transferéncia de embviéimssendo utilizada com seguranca
em animais acometidos por algumas enfermidadestiné®ntagiosas. Apos varios estudos, a
Sociedade Internacional de Transferéncia de Emb(i&d S) sugeriu a utilizagdo de algumas
técnicas padronizadas na manipulacdo dos emb@a8eguais poderiam reduzir o risco de
transmissao de enfermidades, demonstrando setéesiaa, na atualidade, a que apresenta
um menor risco de transmissdo de patdgenos qugpld@ada com material genético de
animais enfermos (Guerin et al.,, 1997). Desse npetencial biotecnoldgico, surge a
necessidade de se realizarem pesquisas aprofuntadass demais biotécnicas no intuito de
se averiguar a possibilidade de utilizacdo dessasicas com seguranca nesses animais.
Sendo assim, o objetivo do presente estudo for fazelevantamento bibliografico sobre o

risco de transmisséo de patdégenos pela reprodugéaliar a possibilidade de multiplicacdo
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de material genético dos animais de elevado valotéznico, acometidos por enfermidades
infecto-contagiosas, utilizando diferentes biotéogias reprodutivas.

Utilizacdo de material genético de animais com inégbes viricas em biotecnologias
reprodutivas

Os virus sd@o capazes de infectar, tanto o homemmg ©s animais. Para que consigam
infectar um determinado tipo celular é necessatie g célula possua receptores para o
mesmo, 0 que determina a patogenia do virus (Kra0t).

Atualmente, com o advento da biologia molecukam se descoberto de uma forma
mais precisa a patogenia de varios microrganismdguns virus que anteriormente
imaginava-se infectar apenas um tipo celular tématstrado predilecdo também por células
do trato reprodutivo. Devido ao tamanho dos virids ®ia forma de infeccdo, esses sao de
dificil controle, diagndstico e tratamento. Poresssspectos, é que a principal forma de
controle de varias enfermidades viricas € a separ@gacrificio dos animais acometidos nos
rebanhos, o que pode levar a um atraso no melhatamgenético e graves perdas
econdmicas.

Neste sentido, a utilizacdo de gametas de aniataetidos por agentes viricos nas
diferentes biotecnologias reprodutivas, surge coma alternativa para se evitar a perda de
material genético de animais de alto valor zoot&crCada biotécnica tem seus entraves, mas
vale ressaltar aqui algumas possibilidades paea sstaplicando as mesmas com seguranca

em animais enfermos.

2.1.1. Inseminacao Artificial (1A)

A inseminacdao artificial consiste em, ap0s a ol@erdo sémen, deposita-lo no trato
genital da fémea a ser inseminada (Silva, 19H89)a técnica pode ser utilizada como um
meio alternativo quando da impossibilidade de zegho de monta natural, devido a
problemas anatdbmicos e comportamentais, ou aindandp da utilizacdo do sémen
congelado (Feldman & Nelson, 199@ssa biotécnica apresenta ainda como vantagens a
possibilidade de utilizacdo por tempo indefinidalisseminacdo mais rapida do material
genético de machos, bem como a reducdo de custesstresse com transporte de animais
(Silva et al., 2001).

Levando-se em consideracdo que a transmissédo dgepat pelo sémen é bastante
relevante, uma vez que na IA varias fémeas saaninggdas com um unico ejaculado,

principalmente quanto a possibilidade de introdud@movas cepas de microrganismos mais
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virulentas em um rebanho inteiro (Andrioli et &003). Desta forma a utilizacdo de sémen
requer um cuidado redobrado, visto que, este padeositaminado de varias formas.

O sémen pode ser infectado por microrganismos gemtes dos testiculos,
epididimo, glandulas anexas, da uretra ou do prepdcg os patégenos podem ganhar acesso
ao sistema reprodutor, pelo sangue e liquidosldiesiextravasados para este sistema, nas
bacteremias ou viremias, ou no caso de qualquaniatdo ou infecgdo nestes 6rgaos. Além
disso, 0 sémen pode contaminar-se N0 meio extparoagentes presentes no ambiente, na
pele do reprodutor, nos materiais utilizados (c#8w sejam adequadamente esterilizados) na
coleta e manipulagéo do sémen, e no caso da cgageli® mesmo ermelletspode ocorrer
no nitrogénio liquido a partir de outras amostmpalletscontaminados (Hare, 1985; Thibier
& Guérin, 2000).

Fatores como lesdes, inflamacdes e infeccdes rém deprodutor podem desencadear
maior fluxo de células sangliineas para o sémetamante com 0s patdégenos, assim como 0
estagio da doenca, o estado imunolégico ou nut@tice a associacdo com outras
enfermidades (Concha-Bermejillo et al., 1996; Pirth&001).

Atualmente, o comércio de sémen € mais procuradqudaem relacdo ao de animais,
em virtude do desenvolvimento das técnicas de @égpvacdo desses materiais associado a
vantagens como praticidade, economia e aspectisrgas do comércio de germoplasma.
Porém, as pesquisas sobre o risco de dissemina;@ofdrmidades via sémen ndo foram
totalmente elucidadas para as diferentes enferregjagndo essa uma necessidade atual, para
um melhor controle no avanco das enfermidadesagirprincipalmente aquelas de carater

crénico, onde o aparecimento de sintomas é tafdidr{oli et al., 2003).

Pelo fato de ter se observado que alguns virus cosnéentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR), apresentam-se no sémen de forteanitente, ou seja, apenas alguns
ejaculados apresentam o patégeno (Concha-Bermejith, 1996; Andrioli-Pinheiro, 2001),
uma alternativa para se estar utilizando o matgealtico destes animais seria o de testar
aliquotas de sémen através de técnicas moleculaes sensiveis como a PCR e utilizar
apenas as amostras seminais negativas para o pat@&@gndo esta conduta recomendada até
mesmo para aqueles reprodutores tidos como sanli@syez que este pode estar com alguma
virose de carater cronico e ainda nao ter soroctideee conseqientemente demonstrado

sinais clinicos (Andrioli et al., 2003).
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2.1.2. Transferéncia de Embrides (TE)

A transferéncia de embrides é uma biotécnica qumiferecolher embrides de uma
fémea doadora e transferi-los para fémeas receptma a finalidade de completarem o
periodo de gestacdo. Sua importancia basica ga@acdo animal, consiste na possibilidade
de uma fémea produzir um nimero de descendentés suierior ao que seria possivel obter
fisiologicamente durante sua vida reprodutiva. Ramaelhoramento zootécnico, ela é um
importanteinstrumento porque acelera e confere maior precig@@rocesso de selecao
animal (Reichenbach et al., 2001).

Um pouco diferente do que ocorre com 0 sémen, quagabcorra a transmissao de um
patdgeno através do embrido € necessario que &g gsesente dentro do odcito, em
associacdo ou mesmo aderido a zona pellucida (ZPgue esteja presente nos fluidos no
quais os embrides sao recolhidos, manipuladogreservados ou transferidos (Singh, 1987;
Wrathall, 1995).

Outro fator importante na transmissdo de agentéds @mbrido, é a patogenia da
doenca, especialmente quanto a predilecdo do peidaye trato genital. Agentes carreados
pelo sangue podem, também, ganhar acesso ao émitalgaumentando o risco no caso de
gualguer hemorragia uterina o que ocorre, inevitagete, durante a colheita de embrides.
No caso de outros agentes de doencas que tém egdalilpor pele ou visceras, a
probabilidade de contaminacdo do embrido é rentotiavia, tais agentes, ocasionalmente,
produzem infec¢cdes generalizadas, e mesmo aszadal podem causar contaminacdo dos

meios, das solucdes e do equipamento (Andrioli €2@03).

A TE torna possivel a obtencdo de um grande nuaemias em um curto intervalo
de tempo e tem sido considerada a técnica maigasemua 0 transito internacional de
material genético (Castro et al., 1992; Philpo®93). Isto se deve a utilizacdo das normas
sanitarias da Sociedade Internacional de Transferé&re embrides (IETS) as quais tém o
intuito de minimizar os riscos de transmissdo d&genos, dentre estas normas esta a nao
utilizacdo de embrides com zona pellcida rompides, @sta se caracteriza como uma barreira
natural contra a entrada de patégenos no embrificg técnica adotada é a lavagem dos
embrides, a qual visa retirar por lavagem qualgatdgeno que possa estar aderido a zona
pellucida, podendo se utilizar para isto meios degam que contenham enzimas que

facilitem essa remogao como a tripsina (Pinheid0,12.

Desta forma, a TE pode suprir a necessidade ddardapposicdo dos animais puros

infectados, com obtencdo de crias sadias e martetig qualidade genética do plantel,
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possibilitando a importacdo de material genétiam seguranca, mesmo se utilizando fémeas
contaminadas, obtendo resultados satisfatoriogmimté econdémico, sanitério, reprodutivo e

do melhoramento genético (Andrioli et al., 2003).

2.1.3. Producaan vitro de embrides (PIV)

Essa € uma biotécnica utilizada, alternativamerateg acelerar a produgcédo de animais
geneticamente superiores e impedir, pelo resgatavo de foliculos e cultivan vitro, o
descarte precoce de fémeas geneticamente privikgjiportadores de alteracdes adquiridas
que impedem que a reproducdo ocorra de forma hatwraté mesmo pela transferéncia de
embrides. A PIV consiste nas etapas de colheityragfio, fecundacao de odcitos e cultivo
de zigotos (Goncalves et al., 2001).

Para esta biotecnologia, sdo levados em cons@teraxzs mesmo riscos de
contaminagdo dos espermatozoides e embrides cisati@sormente. Valendo ressaltar que o
espermatozoide pode na ocasido da fecundacao rcpaem dentro do o0cito o patdgeno
consigo, o0 que ira comprometer todo o esforco perduzir embrides em larga escala.

Atualmente, no desenvolvimento das biotécnicastexim controle bem maior de
infecgBes bacterianas, tanto dos préprios gametastg dos meios e solucdes utilizadas na
manipulagdo dos mesmos, uma vez que diversos esfadon realizados obtendo sucesso,
testando se a utilizagdo de antibiéticos nos naosoleta, maturagdo, fecundacéo e cultivo,
0 que levou os profissionais a utilizarem este n&xworriqueiramente para prevenir essas
contaminacoes.

Pensando nisto, Givens et al. (2006), testaratilizagdo de um composto antiviral o
2-(4-[2-imidazolinil] fenil)-5-(4-metoxifenil) furao (DB606) contra o BVDV, na producéo
vitro de embrides bovinos, onde observou-se que aagiiie do antiviral ndo interferiu no
sistema de cultivo dos embrides, tendo sido obhidas taxas de prenhez, nascimento e
viabilidade de neonatos.

Este experimento demonstra a possibilidade deagdo de agentes antivirais como
medida preventiva contra contaminacfes por virugnaios de maturacao, fecundacao e de
cultivo de odcitos, espermatozoéides e embrides pnéadosin vitro. Semelhante ao que ja
ocorre com a utilizacdo de antimicrobianos contatdrias e fungos nas biotecnologias
reprodutivas, os antivirais podem ser também atllis preventivamente em todas as
manipulacdes necessitando para isto a realizacpesipiisas para elucidar a acao efetiva dos

antivirais e avaliacdo dos efeitos citotoxicos dwsmos para as celulas reprodutivas, o que
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pode possibilitar também no futuro a utilizacdo material genético de animais com

enfermidades infecciosas.

2.1.4. Manipulacao de odcitos inclusos em foliculogarianos pré-antrais (MOIFOPA)

A MOIFOPA é uma biotécnica que consiste no isol#meu resgate de foliculos pré-
antrais (FOPAS) a partir de ovérios, seguido dagast de conservacao e/ou cultivo folicular,
visando o crescimento, maturacéo e fecundac&dro dos odcitos previamente inclusos em
FOPAS. As vantagens do emprego atual e futuro destécnica vao desde o aumento da
eficiéncia reprodutiva de animais de alto valortéonico, passando pela utilizacdo de ovarios
de animais portadores de patologias graves de togde/ou Utero, até a recuperacdo de
rebanhos eliminados por problemas sanitarios (Hege et al., 2001).

Recentemente em cabras portadoras do virus da aricefalite caprina, Silva (2006)
observou pela técnica de PCRsteda presenca deste virus nos foliculos pré-antrass d
mesmas, porém, ainda ndo se sabe a localizac&@destt virus no foliculo, se no odcito, ou
nas ceélulas da granulosa, as quais ja demonstreeanpermissivas a este virus vitro
(Lamara et al., 2001).

Para se evitar a contaminacao de foliculos pnéxiarém cultivo, o ideal seria realizar
um teste diagnostico molecular a nivel de ovériaingla assim, mesmo com o resultado
negativo para algum patdgeno, seria mais seguliaaea cultivo dos foliculos isoladamente,

para um unico foliculo contaminado ndo venha a compter os demais.

2.1.5. Criopreservacao

Com intuito de formar bancos de germoplasma anifoalque a técnica de
criopreservacdo de gametas foi desenvolvida. Eestasido protocolada e utilizada para a
preservacdo de material genético como sémen (Sadray, 1998), embrides (Otoi et al.,
1998) e odcitos oriundos de foliculos antrais (Bostcal., 2004; Mochida et al., 2003) e pré-
antrais (Amorim et al., 2003; Rodrigues et al.,£20fe alguns animais domésticos.

O objetivo da preservacao consiste em garantiragueglulas permanecam com uma
baixa taxa metabdlica durante um determinado peréd estocagem, do qual possam ser
resgatadas a fim de continuar o seu desenvolvimemtmal. Entretanto para que isso seja
possivel mesmo apods longos periodos de preservadguns fatores essenciais para a
sobrevivéncia das células devem ser levados enmderagéo, tais como: temperatura, tempo

de preservacao, tipo e concentracdo do crioprodetaire outros (Santos et al., 2004).
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J& foi descrito a possibilidade de contaminagcdandestras seminais criopreservadas
em pelletsatravés do nitrogénio liquido a partir de outramstras depellets contaminados
inseridos no mesmo, o0 que também poderia acontecerembriées ou odcitos (Hare, 1985;
Thibier & Guérin, 2000). A conservacao de mateghético também pode ser feita através
de fragmentos de ovério, sendo esta uma opcaotégitan para conservar as funcdes
gametogénicas e esteroidogénicas, porém estesenagensdo utilizados posteriormente para
transplante, seja para o mesmo animal ou ndo (Samtal., 2004)podendo este fragmento
conter patdbgenos que venham a contaminar outraste@satravés do nitrogénio liquido e

também as receptoras do fragmento transplantado.

Para que isto ndo venha a ocorrer, seria ideal cun amostra antes de ser
criopreservada fosse testada através de técnicianbe sensiveis como a PCR, sendo as
amostras positivas descartadas e somente as rasgptaservadas para poder posteriormente

serem utilizadas com seguranca (Silva, 2006).

2.1.6. Transgénese

O objetivo da biotécnica de transgénese € prodazimais que possuam uma
incorporacdo estavel de fragmento de DNA exdgenguarinhagem germinativa. Existindo
na atualidade para isto varias formas de se olnteanimal transgénico, podendo se utilizar
para isto técnicas como a microinjecdo de genespemucleos de odcitos fecundados,
transferéncia de DNA mediada por espermatozoidesmntkl a fecundacaan vitro,
transferéncia nuclear com células somaticas, bstiwa, dentre outras (Wheeler et al., 2001).

Talvez a transgénese seja a Unica biotecnologiamtaducdo em que a presenca de
um virus possa ser em alguns casos fundamental. pgtque um dos métodos de
transferéncia de genes € utilizando-se retrovirus.

Os retrovirus sdo virus pertencentes a familiaoRieidae, sdo RNA virus os quais
possuem a enzima transcriptase reversa, necegsddasua replicacdo, a qual consegue
promover uma sintese de uma cépia de DNA de fipdadal partir do seu RNA, por agéo de
outra enzima denominada integrase o DNA transéritdegrado de forma estavel ao genoma
da célula hospedeira, comportando-se entdo comogeme celular residente, podendo
permanecer desta forma por longos periodos ou ggossa sua replicacdo com posterior
traducdo de proteinas, montagem da particula girsdida desta da célula por brotamento
(Pecanha et al., 2002).
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Por esta capacidade de traducéo e integragcdmamgecelular € que os retrovirus sao
utilizados como um sistema natural de transferépara introduzir DNA em varios tipos de
células de mamiferos. Tanto retrovirus naturaigntpuaqueles produzidos por engenharia
genética, podem ser utilizados para infectar celda embrides mamiferos. A principal
vantagem da transferéncia de genes, mediada poviras é a facilidade técnica de expor
virus a embrides em varios estadios de desenvah@nBlo entanto, o tamanho da seqiiéncia
de DNA transferida é limitado e o gene inserido é&empre expresso na segunda geracao
(Varmus, 1998).

O controle sanitério nesta biotecnologia é imprekeel, apesar de se utilizar agentes
infecciosos, pois o0 risco de contaminacdo é destartquando se utiliza retrovirus
inespecificos para a espécie utilizada, sendous wiofensivo para os animais transgénicos.

Estudos realizados com o intuito de se averiglaamdade e possibilidade de
utilizacdo do material genético de animais acorostide enfermidades viricas € importante,
para se evitar perdas de material genético degalibdade, pois o descarte de um animal de
elevado valor zootécnico, poderia acarretar unsatp@ara o melhoramento genético e perdas
econdmicas drasticas para um rebanho. Porém, dever $uidados para que através das
biotecnologias ndo se venha a veicular patégerarsg, ipto, a biologia molecular vem cada

vez mais auxiliando no diagnoéstico e controle deremdades viricas nos rebanhos.
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7. CAPITULO 2

Recuperacdo embrionaria em fémeas infectadas conCAEV submetidas a protocolo de

superovulacdo no semi-arido Cearense

Embryonic recovery in females infected with CAE\bsutted to the protocol of

superovulation in the semi-arido Cearense
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Recuperagéo embrionaria em fémeas infectadas conCAEV submetidas a protocolo de

superovulacdo no semi-arido Cearense

Aracely Rafaelle Fernandes Ricart& Alice Andrioli %, Diénes Oliveira Santo§, Isménia
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Resumo

Um dos métodos de controle da artrite encefaligica (CAE) € a separacéo e sacrificio de
animais soropositivos, levando assim a perdas dwai com alto valor genético. Neste
contexto, o uso de biotécnicas reprodutivas sumgrocuma alternativa para o resgate e
utilizacdo do material genético desses animais. d3t# motivo € que se faz necessario a
realizacdo de pesquisas para se avaliar os pac@medprodutivos de fémeas caprinas
acometidas com o CAEV. Sendo assim, o objetivo @sente trabalho foi o de avaliar a
recuperacdo embrionaria na produ@dwivo de embribes de fémeas caprinas naturalmente
infectadas com o CAEV submetidas a um protocolsugerovulacao, inseminacgao artificial
e coleta de embrides. Para isto, submeteu-se afEameopositivas para o CAEV e 2 fémeas
negativas (grupo controle) a um protocolo de supgagdo. Observou-se no grupo de fémeas
positivas para o CAEV um namero maior de estrutoeasperadas (o6citos e embrides) do
que no grupo controle, podendo se concluir quefexgdo por este virus ndo influencia na

recuperacao embrionaria.

Palavras-chave: CAEV, embrides, o0citos, cabras.

Summary
One method of prevention of caprine arthritis-emediis (CAE) is the separation and
sacrifice of animals seropositive, thus leadingpsses of animals with high genetic value. In
this context, the use of reproductive technologgmes as an alternative to the purchase and
use of the genetic material of animals. For thssos is that it is necessary to complete
surveys to assess the reproductive parametersaté govolved with the CAEV. Therefore,
the aim of this study was to assess the recovettyeiproduction of embryos in vivo of goats

naturally infected with the CAEV subject to a superdation treatment. For this, referred to 4
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goats seropositive for the CAEV and 2 goats negat{eontrol group) receiving
superovulation treatment, artificial inseminatiodambryo collection. It was observed in the
group of goats positive for the CAEV a larger numbgstructures recovered (oocytes and
embryos) than in the control group, which may bectaded that the infection by this virus
does not affect the embryonic recovery.

Key words: CAEV, embryos, oocytes, goats.

Introducao

Dentre os aspectos da reproducdo da fémea capripaberdade, a estacionalidade
sexual, bem como as caracteristicas do ciclo es#ial pontos importantes a serem
considerados no entendimento do processo repradutiv

Um regulador fundamental da funcdo reprodutisacdbra € a disponibilidade de
nutrientes e a sanidade do animal, pois uma selesautricio € capaz de cessar toda a
atividade reprodutiva (Rondina, 1998) e o acomaitmede reprodutores por alguma
enfermidade pode colocar a perder toda a prodati@ddo animal. Dentre os agentes
causadores de enfermidades nos caprinos temossdarartrite encefalite caprina, um virus
do génerd_entivirug da familia Retroviridae (Haase, 1986), subfanti@ativirinaeque pode
provocar nos caprinos artrite cronica progressmastite, pneumonia em animais adultos e
leucoencefalomielite em animais jovens (Cork et 4P74). Podendo levar a perdas
econdmicas por causar morte de animais jovensndigiio da producédo lactea e perda de
peso dos adultos devido as dificuldades de locomoda CAE também acarreta perdas
indiretas importantes, como a desvalorizagdo doantes, a reposi¢cdo precoce de animais,
despesas com medidas de controle e barreiras damengara produtos (matrizes,
reprodutores e sémen) (Franke, 1998; Pinheira,2G01).

Um dos métodos de controle da artrite encefalifgica (CAE) é a separacdo e
sacrificio de animais soropositivos (OIE, 1996Yyaledo assim a perdas de animais com alto
valor genético. Neste contexto, o uso de biotésnieprodutivas surge como uma alternativa
para o resgate e utilizacdo do material genéticgsede animais. Pensando nisto, foi que
Ricarte (2005) avaliou a taxa de degeneracao deufos pré-antrais de cabras naturalmente
infectadas com o CAEV, e observou um pequeno domésdesta taxa, mas nao o suficiente
para comprometer a atividade reprodutiva destawnaasi(Ricarte, 2005). Poucos trabalhos
foram desenvolvidos com intuito de avaliar a tagaetuperacédo de embrides e 0 0s sintomas

de manifestacdo de estro em fémeas caprinas @ssgara o CAEV. Por este motivo € que se
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faz necessario a realizacdo de pesquisas parakar @ parametros reprodutivos de fémeas
caprinas acometidas com o CAEV.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho ofode avaliar a recuperacéo
embrionaria e sinais de manifestacdo de estro,rodupaoin vivo de embrides de fémeas

caprinas naturalmente infectadas com o CAEV suli@a&® um protocolo de superovulacao.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido na EMBRAPA Caprin&bral-CE) durante os
meses de outubro e novembro de 2007, onde a peséipipluviométrica anual foi de 821,6
mm, com uma temperatura meédia de 30°C, com 3°42attade Sul, 40°21" de longitude
Oeste e a uma altitude de 69 metros (IBGE, 2007).

Foram utilizadas seis fémeas caprinas da raga-audiana com escore corporal
médio igual a dois, sendo quatro positivas par&B\Cpelo teste de IDGA e duas negativas,
estas Ultimas constituiram o grupo controle. Tatagmeas foram submetidas ao protocolo
de superovulacdo e durante a execucdo do protobmlam realizadas inspecdes das
caracteristicas fisicas e comportamentais dos aniimao dias por semana, iniciando a partir
da colocacdo das esponjas intravaginais. Nest®deeffoi analisada a vulva quanto ao
aumento de volume e hiperemia, se havia a presmgauco e as suas caracteristicas e
quantidade. As fémeas também foram observadasypgetiodo diario de 1h onde observou-
se se estas apresentavam inquietacdo, agitacéauda, ou comportamento de montar ou
deixar-se montar por outras fémeas. AplGs a retidas esponjas as frequéncias de
observacédo dos animais foi a cada 8 horas comamde 1 hora em presenca de um rufido.

Os animais foram alimentados com feno de leucam&entrado composto por farelo
de milho, soja e sal mineral e recebiam daghéibitum

Para o protocolo de superovulagdo as esponjaavaginais impregnadas com
Medroxiprogeterona foram inseridas no dia 0, no9dfai feito uma aplicacdo Unica de PGF
20, (Ciosin ®) e iniciou-se a aplicacdo de FSH (F@itin®) por quatro dias consecutivos,
sendo 2 aplicacdes diarias com intervalo de 12shdta dia 11 foram retiradas as esponjas,
as fémeas foram inseminadas trés vezes com séesen & resfriado tendo um tempo médio
de intervalo entre as inseminacdes de 6 horastengsos de 72, 96 e 120 horas foi aplicado

Banamine® (IM) e 84 horas apoés o inicio do estr@jpticado LH (Lutalise®).
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As coletas de embrido foram realizadas por lapaniat e lavagem dos cornos uterinos
do 5° ao 6° dia ap6s a Ultima inseminacdo artlficsggundo metodologia descrita por
Andrioli-Pinheiro (1993).

Resultados e Discussao

Na observacdo dos aspectos fisicos, observougsetia do 10° dia do protocolo, o
aparecimento de hipertrofia vulvar, concomitanteimeriservou-se também o aparecimento
de hiperemia da mesma, estes achados foram obssreaél 30 horas ap0s a retirada das
esponjas. Estas observagfes foram semelhantesSales et al. (1998), que observaram em
cabras da raca Saanen o aparecimento de hipesrbiperemia vulvar, alguns dos principais
sinais de estro, aos 35 horas apoés a retiradesgasjas.

Com relacdo a presenc¢a de muco vulvar, observouise com aspecto cristalino em
quantidade menor no inicio do estro. As 24 horass ap retirada das esponjas, 0 muco
observado adquiriu um aspecto cremoso e clarogmo final do estro este demonstrou-se
visco¢co e esbranquicado. Nunes et al. (1997), eesor que as caracteristicas do muco
presente na vulva da fémea caprina muda o seutasp®déongo do periodo estral, podendo
variar de cristalino no inicio a viscoso no finalesmo.

O comportamento das fémeas também variaram caringidade do estro e durante
o mesmo. Os sinais comportamentais observados fangmietacdo, balancar de cauda
incessante, balidos frequentes, buscar o machadam@ueixar-se montar por outras fémeas e
pelo macho. Esses sinais ndo foram observados asidocda colocacdo das esponjas
intravaginais, mas comecgaram a ser apresentadosrad apos a retirada das mesmas, tendo
durado um tempo de 30 horas. De acordo com Grarabds(2006), fémeas caprinas podem
apresentar 0s sinais caracteristicos de estro portempo aproximado de 30 horas, o
comportamento pode ser reconhecido observandonasa& em grupo ou isoladas com a
presenca de outro macho, metodologia que foi erapgeegeste experimento.

Com relacdo as estruturas recuperadas com a lavatpeima, nas fémeas positivas
observou-se uma média de embrides recuperadopmaf menor do que de odcitos ndo
fecundados. Estes valores foram diferentes doséacims por Andrioli et al. (2002) que foi
de 11,7 (embrides/fémea) e superiores aos encostraas fémeas do grupo controle, como

pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Média de embrides e odcitos coletado$épeea apds terem sido submetidas ao
protocolo de superovulagéao

Animais Embrides/Fémea Oadcitos/Fémea
Fémeas Positivas 1,75 6,75
Fémeas Negativas 0,5 4,0
TOTAL 1,80 10,75

Esta discrepancia entre os valores de estrutucapeeadas nos grupos das fémeas
positivas e negativas, pode ter se dado pelo fasof@meas do grupo negativo serem mais
jovens do que as do grupo positivo. Segundo Baal.€1993), pode ocorrer uma importante
variabilidade na resposta ovulatéria em fémeasn@wa que nunca tenham recebido um
tratamento hormonal.

Em ambos os grupos observou-se um nimero maiobci®® recuperados, do que de
embrides, diferente dos achados de Andrioli g&I02) que recuperaram cerca de 63,25% de
embrides e 36,75% de odcitos ndo fecundados, poséachados foram compativeis com os
de Freitas et al. (1999), que conseguiram recugenaanimais da raca Saanen 9 o0citos nao
fecundados e apenas 1 embrido, estando este egioedtdmoérula. Este baixo nimero de
embrides recuperados pode ter ocorrido pelo retdal@ico pré-ovulatério de LH, que
segundo Freitas et al. (1997), € um achado comusia Bspécie e podera tornar a fecundacao
de todos os odcitos presentes ineficientes. Naotsio o CAEV o fator envolvido para a

recuperacdo de um baixo numero de estruturas.

Conclusbes

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir ajuefeccdo pelo virus da artrite
encefalite caprina ndo influenciou na recuperagierdbrioes de fémeas caprinas infectadas
naturalmente com o CAEV, porém, sdo necessaribsllras mais esclarecedores quanto a

possibilidade de veiculacéo deste virus pelos &mabri
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Figura 1 — Odcito ndo fecundado recuperado pogkEwvado corno uterino de fémea positiva
para o CAEV.
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Presence of CAEV in goat spermatozoa: molecular ahgis and ultrastructural
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ABSTRACT

Trying to find goat spermatozoa as the presencesasckptibility to the virus caprine arthritis
encephalitis (CAEV), this study aimed to performlecolar analysis and ultrastructural of
spermatozoa from goats experimentally infected alinand naturally and even in infected
spermatozoa in vitro. For this, the experiment eiagded into two phases, the first of them
was investigated in the presence of CAEV spermatosom males naturally and
experimentally infected, that were used for theypwrase chain reaction (PCR) and
transmission electron microscopy. The second ste@e tested the spermatozoa of goats
susceptibility to the virus, and where it's teclu@go swim up and at the same infection in
vitro in three different times (30, 60 and 120 ntew) and then were subjected to the test the
PCR and transmission electron microscopy. Of thealhples tested just before a swim up
gave positive PCR. In a sample derived from anirtfas had been experimentally infected,
was viewed a viral particle of CAEV in the regiohmiddle piece inside the vesicles. There
was no presence of vesicles also in the portiomidflle piece, but no viral particles within
them in sample derived from naturally infected aalinAccording to the findings observed, it
was concluded that spermatozoa goats can be idfdsteCAEV and thus may serve as
carriers of this virus.

Index terms: Reproduction, CAEV, spermatozoa, biutelogy.
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RESUMO [Presenca do CAEV em espermatozoéides caprispuma anélise molecular e
ultra-estrutural]

Tentando-se averiguar espermatozoides caprinogaagresenca e susceptibilidade ao virus
da artrite encefalite caprina (CAEV), este trabatewe como objetivo realizar andlise
molecular e ultra-estrutural de espermatozoidesroapde animais infectados naturalmente e
experimentalmente e ainda em espermatozoéides adiiegin vitro. Para isto, o experimento
foi divido em duas etapas, na primeira delas fagpesada a presenca do CAEV em
espermatozoides de machos naturalmente e expesimente infectados, para isto foram
utilizadas a reacdo em cadeia da polimerase (PCGRErm@scopia eletronica de transmisséao.
Na segunda etapa foi testada a susceptibilidadesgermatozéides caprinos ao virus,
realizando-se para isto a técnicase@m upe posteriormente a infeccé@ovitro dos mesmos,
em trés tempos distintos (30, 60 e 120 minutos)seguida foram submetidos ao teste de
PCR e microscopia eletronica de transmissao. Dasmistras testadas apenas uma antes do
swim up deu positiva na PCR. Em amostra oriundameal que havia sido infectado
experimentalmente, foi visualizada uma particulealvido CAEV na regido da peca
intermediaria no interior de vesiculas. Foi obsdava presenca de vesiculas também na
porcdo da peca intermediaria, porém, sem partiditdhno seu interior em amostra oriunda
de animal infectado naturalmente. De acordo coracbsdos observados, pode-se concluir
gue espermatozoides caprinos podem ser infectaelosGAEV e, portanto, podem servir
como veiculadores deste virus.

Termos de indexacdo: Reproducédo, CAEV, espermatezObiotécnicas.

INTRODUCTION

Among the causative agents of viral diseases itsgtiae caprine arthritis encephalitis virus
(CAEV) belonging to thd_entivirus genus, can cause chronic progressive arthritistitisa
pneumonia in adult animals and leucoencefalomig@titgoung animals (Cork et al. 1974).
This can lead to economic losses by causing théhd#fayoung animals, decreased milk
production and weight loss in adults because dfcdifies in walking. The indirect losses
include herd devaluation, early animal replacemerpenditure on control measures and
trade barriers to products (matrices, breedingsamaen) (Pinheiro et al. 2001).

One method of preventing caprine arthritis encbighdCAE) is the separation and
sacrifice of seropositive animals (OIE 1996), theading to losses of animals with high
genetic value. In this context, the use of reprtigacbiotechnology has emerged as an

alternative for the rescue and use of the genettenal of these animals. Among the
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promising techniques for this purpose, we can aghlartificial insemination and in vitro
fertilization (IVF), but little is known of the risof pathogen transmission by spermatozoa,
which can be a source of disease entry, with sgniepercussions in livestock production and
marketing (Andrioli et al. 2003).

HIV, also of the Lentivirus genus, was first idéietl in spermatozoa and embryos
(Baccetti et al. 1998). The presence of provirallD CAEV has been detected in the semen
(Andrioli et al. 1999, Travassos et al. 1999, AliA&hmad et al. 2008a), but it is still do not
known exactly which component in this semen mayphkesent and whether the breeding
material of these animals can be used safely itetihmology for artificial insemination and in
vitro fertilization.

Thus the objective of this study was to conductetwaar and ultrastructural sperm
analysis in the presence of CAEV in animals nalyieadd experimentally infected and further

in spermatozoa in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Experimental design

The experiment was divided into two phases, tfat &if them the presence of CAEV
spermatozoa was investigated from males naturalty experimentally infected, that were
used for the polymerase chain reaction (PCR) arsinission electron microscopy.

The second stage tested the susceptibility ofnsgiezoa to goat CAEV, and where
it's infection in vitro in three different times(360 and 120 minutes) and to verify whether
there was an infection the spermatozoa they wese siibjected to PCR and transmission

electron microscopy.

Semen samples
We used spermatozoa from 12 male goats, four nmaesally infected with CAEV,

four experimentally infected and four tested negdyi for immunity by agarose gel (AGID)
and Polymerase chain reaction (PCR). Six samples taken from each animal, the group of
infected animals and a collection of animals in rilegative group, the samples were divided
into before and after the swim up. Semen was delleasing the artificial vagina method,
where a female in estrus was used to stimulaterthke. Soon after collection, the tube
containing the spermatozoa was closed to proteetefaculate from dust, sunlight and

agitation and taken to the laboratory where it prasessed.
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Technique for Swim up
This technique was used to separate the spernsatahee from the other semen

components (Goncalves et al. 2001). For this, dlssample of semen (200 - 500) was
placed on the bottom of a centrifuge tube and thretop of the semen, the culture medium
Gamete ® (Vitrolife). These tubes were inclineddon an angle of 45 degrees from ambient
to 5% CO2 and temperature of 39°C. In a second #epsupernatant rich in spermatozoa
was drawn, a small rate was observed under theostiope to make sure that there were only
spermatozoa, that was later transferred to andtiherto be centrifuged, then the supernatant
was discarded and spermatozoa pellets were resiesgphém PBS and stored in a freezer at -

20°C for subsequent use in the polymerase chaptioaa

Polymerase Chain Reaction (PCR) - Nested

Before the extraction of DNA from samples of seraed spermatozoa pure separated
by swim up, they were filtered individually, in Sezryl S-4003 column, according Santurde
et al. (1996). For extraction of DNA samples wetlded to Chelex ® solution and incubated
with Proteinase K. For the DNA amplification twoirgsaof primers were used derived from
sequences of gag regions of the sample standard/G2dtk (Saltarelli et al., 1990), with
primers 1 (5'CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3', nucleotal®53 TO 975 ) and 2
(5 TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3 'nucleotide 1249 t@26) described by Barlough
et al., (1994) resulting in an amplification of &R fragment of 297 bp. The initiators 3 (5
'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3'"  nucleotide  997-1@2 and 4
(5'ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC3'-nucleotide 118d t1154) were used in the
second amplification, resulting in a final fragmensit 185 bp (Rimstad et al., 1993). The
amplification reactions were performed in a thecgober, and consisted of an initial cycle to
denature the DNA strands, at 94°C for 5 minutescg8es: 94°C - 1 minute, 56°C - 1
minute, 72°C - 45 seconds; final extension at 7#iC7 minutes, 4°C to collect the sample.
The samples and amplified positive and negativedrols consisting of monolayers of goat
synovial membrane, inoculated with a reference $amp CAEV, along with molecular
markers, were subjected to 1% agarose gel elearepis in TBE (Tris, borate and EDTA
0.1 X), stained with ethidium bromide added to ¢feé (0.5 g / ml). The DNA strands were

visualized ultraviolet light translumination andgdbgraphed.
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In vitro spermatozoa infection

Only animals negative for the CAEV were used ifovitro spermatozoa infection,
where after the swim up the spermatozoa rich sapanh was divided into three aliquots and
then placed in contact with CAEV (Strain Cork— I0BCIDsomL culture medium —
EMBRAPA CNPC).

They were placed in contact for 30 minutes, 60ut@s and 120 minutes; after each
time, the rates were withdrawn, centrifuged andusgended in PBS and later a rate was
withdrawn (100uL) and fixed for transmission electron microscopyd eother rate was
frozen at - 20°C for subsequent submission to (DR Eest.

To prove the capability of the infecting virusastr, cells from synovial membrane
goats in the same time of infection of spermato@fa 60 and 120 min.), after infection the

cells were maintained in culture until the onsethef cytopathic effect (ECP).

Transmission electron microscopy
For the spermatozoa ultra-structural analysisate iof 10QL of ejaculate was

withdrawn, that was washed three times in PBS, thas placed in Karnowisky solution
overnight (minimum of 12 hours), then 0.1 M cacatll Sodium buffer solution. The
suspension was then washed with 0.1 M cacodilatkuB8obuffer solution and post-fixed in
1% osmium tetroxide and 0.8% potassium ferricyanideen the suspension was dehydrated
with acetone and soaked in epoxy resin Sppur. Bdfar construction of ultra cuts, semi-thin
sections (8m) were prepared which were stained with toluiddhee. Subsequently, the cuts
were made ultra (90nm), which were contrasted witinyl acetate and lead citrate, which
then could be examined in a transmission electracrascope. The samples were then

analyzed, for CAEV presence and degenerative clsange

Statistical analysis
To compare the results of the polymerase chaicticmaamong the group of naturally
infected animals and animals experimentally infécteith CAEV, we used the Mann-

Whitney test at the level of five per cent of sfgrance.

RESULTS AND DISCUSSION
Regarding the findings in the technique of PCRsamples from naturally infected
animals was observed in one of the positive samipfd3CR before the swim up, which was

not observed in the same sample after it. In sasnfpten artificially infected animals and
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infected samples of sperm in vitro there was natpessample by PCR before or after swim
up (Table 1).

These results corroborate the findings of Andratlal., 1999; Travassos et al., 1999
and Ali Al Ahmad et al., 2008, however, in this wdhe frequency of appearance of positive
samples was very low and was not detected pogitimitany of the samples after the test
swim up, this was the first time this technique wtsdardized for use in male goats in order
to separate the sperm cells as macrophages orcigekothat could be present later in the
ejaculate, these cells which are known to targeinfection of CAEV (Cork et al., 1974), and
this technique proved quite efficient for this posp.

According lIritani and Niwa (1977), the swim up ase of the most widely used
techniques for separation of live sperm of othenponents of semen and cryoprotectants, as
it allows a recovery of large quantity of spermersp does not produce changes, remove other
cell types and even microorganisms. For these nsase that the swim up can be used with
an alternative to sperm from infected animals carused with safety in biotechnology and
artificial insemination and in vitro fertilization.

Samples infected in vitro, was observed in positoontrol, performed with the
infection of MSC in the same time of infection dketsamples of sperm, cytopathic effect at
all times of infection (30 ', 60" and 120 ) to&yd of cultivation (Fig. 1). With the appearance
of cytopathic effect in different times of infeatigproved to virulence of the viral strain used,
but failed to detect the presence of pro-viral DMAsperm samples infected. What may have
happened because the time of infection was noicgrif to cause infection of the same or
because the infection is very recent and the \gusot yet at the stage of replication that
includes the DNA of the cell leading to DNA pro-alir object detection test for nested PCR
(Al Ali Ahmad et al., 2008).

With respect to the samples for transmission edacmicroscopy, only in one of the
samples come from animals that had been experithemtéected, there was a viral particle
of CAEV in the midpiece region within vacuoles (FB). In another sample derived from
naturally infected animal was also observed ingresence of vacuoles portion of midpiece,
however, was not observed any viral particle in itsterior (Fig. 3).

The visualization of a viral particle in the cytapm of a group of sperm artificially
infected animals, suggests the possibility of thesepnce of a membrane receptor for sperm
CAEV in goats, but with this work could not checkether replication of this virus is
efficient in this cell type, as shown by Lamaralket(2001, 2002) in the granulosa cells and in

epithelial cells of oviduct respectively.
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With the discovery of a particle of CAEV in a sperusing the swim up to the
possible separation of infected sperm cells woddrtelevant, since the sperm may be the
vehicle of the CAEV, similar to what happens withvVHn of human sperm, as has been
demonstrated by Bacceti et al. (1998), to demotestitaat through transmission electron
microscopy and in situ hybridization of HIV pargslin the region of the midpiece of sperm
from men infected naturally. Samples of semen gieexentally infected animals was not
observed in any sample positive PCR test, howef¢he samples submitted for transmission
electron microscopy was viewed with a viral pagiohorphological characteristics similar to
CAEV as described by Almeida (2003) and Baccetalet (1998) for Maedi Visna virus
(MVV) and human immunodeficiency (HIV), the virushigh are of the same family of
CAEV and have same morphological characteristics.

In an experiment conducted by Andrioli et al. (299t was found that the frequency
of appearance of CAEV in semen is not constantcamdbe higher in pure semen ejaculated
unwashed and from animals that have suffered sasigctlar trauma. But none of the
authors found the pro-virus in samples composeg ohlsperm, but in this experiment in
transmission electron microscopy, the viral pagtiwhs seen in the cytoplasm of the midpiece
region and not in the nucleus, which may have geduby fact that the sperm cell is a
haploid and have half the number of chromosomes tifka prevalence of CAEV cells are the
cells of the monocytic-fagocitario (Narayan, 19@®haploid cells the virus can not find a
place for into the genetic material of cells.

Another important place on the location of viralrgcles in the sperm, which is the
region of the midpiece of them is rich in mitochdad according Scheffler (1999), these
organelles have the mitochondrial DNA, therefo assume that the viewing virus in this
region may have been given because of that shofe@rpree for this type of DNA, but could

not prove it if it can be replicated efficientlytwithis type of genetic material.

CONCLUSIONS
Based on the results we can conclude that goainsppezoa can be infected by CAEV and
thus may serve as carriers of this virus that m#gct the embryo at the moment of

fertilization.
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Figure 3

- Table
Group N BSU (+) ASU (+) BSU (-) ASU ()
Natural
infection 23 1 0 22 23
Artificial
infection 22 0 0 22 22

Total 45 1 0 44 45
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- Legends
Fig. 1 - Cytopathic effect (multinucleated giantl€e arrows) in MSC used as positive
control of virus-CAEV Cork (Magnificant 400x).

Fig. 2 - Electronic micrograph of spermatozoa cdram animals artificially infected with
the CAEV presenting at the middle piece vesiclassome of them in a viral particle within
it (arrow). H (head), T (tail) and (MP) midpiece.

Fig. 3 - Electronic micrograph of spermatozoa cdram animals naturally infected with the
CAEV presenting at the middle piece several vesi¢grows). H (head), T (tail) and (MP)

midpiece.

Table 1 - Number of samples tested by the seméstldf polymerase chain reaction (PCR-
nested) before the swim up (BSU) and after the swpngASU) in groups of animals infected

with natural and artificial
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Avaliacao imunohistoquimica e ultra-estrutural de gmetas e embrides caprinos
infectados com o CAEV

Aracely Rafaelle F. RicarteAlice Andrioli¥, Raymundo R. PinheifpS6nia N. B&49 Juliana

S. Silvd, Shélida V. BraZ Khesller Patricia O. Namglsabel B. Lima-Verdg Isménia F.
Brito?, Ronaldo P. Dids Tereza Davila Freitas AgufafTania Valeska M. Dant§sSuzana
Aparecida C. Araljf Diogo Manuel L. P. CavalcaftiNey Rémulo O. PautaMaria Fatima

da S. Teixeira
Y aboratério de Virologia, Faculdade de Veterinatimiversidade Estadual do Ceara, Fortaleza, CEsilBra
Avenida Paranjana, n°1700, Campus do Itaperi, eadaCE, CEP: 60.740-903. Fone/Fax: (85) 3101-9849.
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RESUMO
O objetivo do presente estudo foi caracterizac@réncia de degeneracao, e ainda a

presenca do virus da artrite encefalite caprinaiseeptibilidade dos foliculos ovarianos,
espermatozoides e embrides caprinos ao mesmoisRaréoram analisados espermatozoéides
e foliculos ovarianos através das técnicas de ilmatomuimica e microscopia eletrbnica de
transmissdo, antes e apods infecgdovitro com o CAEV e ainda embries caprinos
produzidosin vivo oriundos de cabras negativas e positivas para oMCAE quais foram
submetidos a analise ultra-estrutural. Na imunobisimica das amostras seminais, observou-
se imunomarcacéao positiva em amostras de aninfagados naturalmente, artificialmente e
em amostras infectadam vitro. Nas amostras de tecido ovariano observou-se a
imunomarcacao na regiao do estroma. Na analiseedtrutural, observou-se espermatozoide
com alteracbes degenerativas e foliculos e embiiiegros. Com estes resultados pode-se
concluir que foliculos ovarianos ndo sao suscegtise CAEV, porém espermatozoéides
caprinos podem ser infectados , contudo, ndo fesipel comprovar se estes sdo realmente
capazes de carrear este virus para o interior divop@ando origem a embrides infectados
com o CAEV.

Palavras-Chave: Espermatozéides, embrides, foH@IBAEV.
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Evaluation immunohistochemistry and ultrastructural of gametes and embryos goats
infected with CAEV

ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the weage of degeneration, and even the
presence of the virus and caprine arthritis endéghausceptibility of ovarian follicles,
spermatozoa and embryos at the same goats. Fpmhianalyzed spermatozoa and ovarian
follicles before and after infection in vitro witltCAEV through the techniques of
immunohistochemistry and transmission electron osicopy and goat embryos produced in
vivo from goats negative and positive for CAEV, ualthiwere submitted to ultrastructural
analysis. In seminal Immunohistochemistry of thenglas, we observed marking positive in
samples from naturally infected animals, and iffieidlly infected samples in vitro. Samples
of ovarian tissue was observed at marking in thenst. In ultra-structural analysis, it was
observed with degenerative changes spermatozoambd/os and follicles intact. With these
results we can conclude that ovarian folliclessareceptible to CAEV, but spermatozoa goats
can be infected with CAEV, however, it was not passto verify if they are really able to

carry this virus into the oocyte resulting in enmdBy infected with CAEV.

Key words: spermatozoa, embryos, follicles and CAEV

INTRODUCAO

O virus da artrite encefalite caprina (CAEV), prokauma importante enfermidade
infecciosa em caprinos. Este pertence ao génemavirus(CORK et al., 1974), e tem como
caracteristica preponderante causar uma enfermidaigeca, com um longo periodo de
incubacéo e de dificil controle (NARAYAN, 1990)nsl® as células do sistema monocitico-
fagocitario o principal alvo da infecc@ovivo (ZINK et al., 1990).

O DNA proviral do CAEV ja foi detectado em tecidds trato reprodutivo como
Gtero, oviduto, ovario, glandula mamaria (FIENI at, 2003), em células do cumulus
oophorus (ALI AL AHMAD et al., 2005) e em sémen meachos infectados (ANDRIOLI et
al.,1999; TRAVASSOS et al., 1999; ALI AL AHMAD 2088 Em estudom vitro, este virus
demonstrou ser capaz de se replicar com eficiéraoia células epiteliais do oviduto
(LAMARA et al., 2002) e em células da granulosa KLARA et al., 2001). N&o tendo sido
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detectada ainda a presenca, ou possiveis alterpgdescadas por este virus no odcito,
embrides ou no interior de espermatozdides caprinos

A principal medida de controle desta enfermidadeo éacrificio dos animais
soropositivos (OIE, 1996), podendo levar assimeralgs de animais com alto valor genético.
Na tentativa de evitar estas perdas, a biotécrdeadsferéncia de embrides (FREITAS et al.,
1999) ja foi utilizada com sucesso. Neste contertagsgate e a utilizacdo de material
genético de animais portadores desta enfermidaspodta como uma alternativa promissora
para o aproveitamento dos gametas de fémeas e snaaftadores do CAEV.

O sucesso para o aproveitamento desses gametasidata qualidade e sanidade dos
mesmos. Sendo assim, para utilizacdo do materradtige de animais soropositivos para o
virus da CAE, faz-se necessario uma avaliacdo dsepca e dos efeitos deste sobre a
integridade dos odcitos, espermatozoides e embedes de se verificar a viabilidade na
utilizacdo deste material em biotécnicas reprodstiDesta forma, o objetivo do presente
estudo foi caracterizar a ocorréncia de degenerag@nda a presenca do virus da artrite
encefalite caprina, bem como, a susceptibilidadefaliculos ovarianos, espermatozoides e

embrides caprinos ao mesmo.

MATERIAL E METODOS

- Delineamento Experimental

Foram analisados espermatozoides e foliculos ovagiantes e apods infecgiéovitro
com o CAEV através das técnicas de imunohistoqaingcmicroscopia eletronica de
transmissao e ainda embribes caprinos produzitosvo oriundos de cabras negativas e

positivas para o CAEV, os quais foram submetidasaise ultra-estrutural.

- Amostras de sémen

Foram utilizados sémen de 10 machos caprinos, sehdmachos infectados
naturalmente com o CAEV, 4 infectados experimergab@ e 2 negativos, atestados pelos
testes de Imunodifusdo em gel de agarose (IDGAgaE&b em cadeia da polimerase (PCR).
Apos a coleta, cada ejaculado foi separado em grapies e apdsswim up

A coleta de sémen foi realizada atravées do métalwatjina artificial, onde foi

utilizada uma fémea em estro para estimular o maehquando este efetuou o salto, o
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prepucio foi desviado com a mao para o interiovdgina artificial. Em seguida, o tubo
contendo o sémen foi tampado para proteger o edaulla poeira, luz solar e agitacéo e
levado para o laboratério onde foi processado. Laygds a coleta, uma aliquota (200)
antes doswim upfoi retirada e teve uma parte fixada em formolganado a 10% para
realizagdo da imunohistoquimica e outra parte fixach fixador Karnovisky para realizacédo

da microscopia eletrbnica de transmissao.

- Técnica deSwim up

As aliguotas de cada ejaculado que foram subnsetadeswim up seguiram a
metodologia descrita por GONCALVES et al. (200X)d® cerca de 200 de cada amostra
foi colocada no fundo de um tubo de centrifuga eseguida em cima do sémen, o meio
Gamete® (Vitrolife). Esses tubos foram colocadas @aclinacdo para formar um angulo de
45° em estufa a 5% de G® temperatura de 39°C por 45 min. Em seguidapcesadante
rico em espermatozoides foi aspirado e transfgrada outro tubo para ser centrifugado com
rotacdo de 900g por 10 min. ApOs a centrigugaca&mboenadante foi desprezado e o pellet
de espermatozoides teve uma parte destinada a lmstoguimica e outra parte a microscopia

eletrbnica de transmissao.

- Infeccaoin vitro do sémen

Foram utilizadas para infecc&o vitro apenas espermatozéides de animais negativos
para o0 CAEV. Apos a coleta seminal foram retiradés aliquotas de 2GQ. de sémen puro,
as quais foram colocadas em contato com CAEV (@apk — 13,3TCIDsomL de meio de
cultura — EMBRAPA CNPC) (ANDRIOLI-PINHEIRO, 2001pas trés aliquotas, uma ficou
em contato com o CAEV por 30, outra por 60 e anatpor 120 minutos. Apds cada periodo
de contato, as aliquotas foram retiradas, centridfag (900g por 10 min.), ressuspensas em
PBS e posteriormente foi retirada uma aliquotaGfellL, a qual foi fixada para microscopia
eletrénica de transmissao e outra aliquota de mesinme foi fixada em formol tamponado
a 10% e destinada a imunohistoquimica.

Para comprovar a capacidade infectante da cepd foi realizada a infeccéo de
células de membrana sinovial caprina hos mesmogo®mie infeccdo dos espermatozoides
(30, 60 e 120 min.). Apoés a infeccao, as céluleaniomantidas em cultivo até o aparecimento

de efeito citopatico (ECP).
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- Obtencao dos foliculos ovarianos

Os foliculos ovarianos foram obtidos a partir dérams provenientes de animais de
abatedouro local, sendo utilizados somente os amimae estavam comprovadamente
negativos para CAEV através do teste de IDGA. Adegortical destes ovérios foi entdo
fragmentada em trés partes e os fragmentos olitdas) acondicionados em placas de 20
pocos contendo Meio Essencial Minimo (MEM — Gibca#g o momento da infeccéo in

vitro.

- Infecgéoin vitro dos foliculos ovarianosn situ

Cada poco foi inoculado com a amostra padrdo CAEap& Cork — 193TCIDsomL
de meio de cultura — EMBRAPA CNPC) e ficaram emtatmpor 30, 60 e 120 minutos, em
estufa a 5% de COem temperatura de 37°C (CRAWFORD; ADAMS, 1981).08meste
tempo, as amostras foram fixadas em formol tamporeadl0% e fixador Karowisky e

destinadas a imunohistoquimica e microscopia @lemide transmissao respectivamente.

- Imunohistoquimica

Para a analise imunohistoquimica, onde se tentcalizar topograficamente a
proteina p28 do CAEV em sémen e ovarios de caprutdigou-se metodologia descrita por
ARAUJO et al. (2004). Foi feita a elaboracdo doegacos das amostras seminais em
laminas histoldgicas além de cortes histolégicos alvarios, com espessura de 5um cada,
sendo posteriormente realizada a recuperacdo dgemos. Para isto, as laminas foram
incubadas em tampéao citrato 10mM (pH 6,0) com dliauge um forno microondas em
poténcia maxima (700 watts), onde as amostras faw@locadas por trés vezes com trés
minutos de duracado cada. A atividade da peroxidadégena foi bloqueada utilizando-se 3%
de perdxido de hidrogénio §B,) em metanol, com duas trocas de cinco minutos. ¢2ala
bloquear as ligacGes inespecificas, as amostrasnfancubadas em soro canino por 20
minutos. As seccdes foram entdo tratadas com soreredo anticorpos especificos contra o
CAEV (IgG1 anti-p28) por um periodo de 18 horasnauemperatura de 4°C. Em seguida
foram lavadas em PBS e incubadas com IgG antiftamonjugada a peroxidase por 30

minutos a 37°C a uma diluicdo de 1:500. A reacdb réwvelada pela adicdo do
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diaminobenzidina tetrahidroclorideo por 7 minutés. laminas foram contracoradas com

hematoxilina de Mayer por 1 minuto, montadas eisa@s em um microscopio optico.

- Obtencéo dos embrides

Foram utilizadas seis fémeas caprinas da raca -andli@ana com escore corporal
meédio igual a dois. Destas, quatro eram positiaaa p CAEV pelo teste de IDGA e duas
negativas, constituindo o grupo controle. Foi zditlo sémen de machos negativos para
inseminar as fémeas positivas e sémen de machiw@oPara inseminar fémeas negativas
para o CAEV.

Todas as fémeas foram submetidas ao protocolo peraswlacédo, onde esponjas
impregnadas com medroxiprogesterona foram insemdasagina, sendo este o dia 0, do
tratamento de superovulacdo. No dia nove foi feit@a aplicagdo Unica de PGk @iosin
®) e iniciou-se a aplicacdo de FSH (Foltropin®) poatro dias consecutivos, sendo duas
aplicacdes diarias com intervalo de 12 horas. Mdldiforam retiradas as esponjas, as fémeas
foram inseminadas trés vezes, tendo sido realiagaaneira inseminacao 24h apds a retirada
das esponjas, quando as fémeas apresentaram simgitrd. Foi utilizado sémen fresco e
resfriado tendo um tempo médio de intervalo ergrmseminacdes de seis horas. Nos tempos
de 72, 96 e 120 horas ap0Os as inseminacdes faadplipor via intra-muscular Flunixin
Meglumine (Banamine®) e 84 horas apos o iniciostodoi aplicado LH (Lutalise®).

As coletas de embrido foram realizadas por lapariat e lavagem dos cornos uterinos
no 5° e 6° dia ap0s a Ultima inseminacdo artificedgundo metodologia descrita por
ANDRIOLI-PINHEIRO (2001).

Apés as coletas, as estruturas recuperadas (soeitembrides) foram fixadas e

destinadas a analise ultra-estrutural.

- Microscopia Eletronica de Transmissao

Para analise ultra-estrutural dos espermatozoidesgtirada uma aliquota de 14a0
do ejaculado, a qual foi lavada trés vezes em PBSamostras de tecido ovariano com
tamanho de 1mmos embrides e odcitos recuperados foram acomdidas separadamente
em tubos eppendorf. Posteriormente todas as amdetam fixadas por 12 horas a 4°C em
fixador Karnovisky (2% de paraformaldeido e 2,5%ghl#araldeido em tampé&o cacodilato de

sédio 0,1M com pH 7,2) . Apds esta fixacdo, as armsgoram lavadas com solugdo tampéo
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0,1M de Cacodilato de Sédio e pds-fixadas em tatoode 6smio 1% e 0,8% de ferricianeto

de potassio. Em seguida, foram desidratadas cotoreéce impregnadas em resina epoxi
Sppur. Antes da confeccao dos cortes ultrafinagriopreparadas secgdes semi-finas (3um)
as quais foram coradas com azul de toluidina. Rostente, foram confeccionados os cortes
ultrafinos (90nm), os quais foram contrastados eaetato de uranila e citrato de chumbo,
para que entdo pudessem ser examinados no mict@seElépronico de transmissdo (Jeol,

Tokyo, Japao). As amostras foram entdo analisggasito a presenca do CAEV, bem como

a presenca de alteracdes degenerativas.

RESULTADOS

- Imunohistoquimica

Na imunohistoquimica, as amostras seminais orainda animais infectados
naturalmente apresentaram imunomarcacao positiv emostras antes do swim up. Nas
amostras pertencentes a animais infectados expedente, observou-se imunomarcacao
em 1 amostra antes e em 1 depois do swim up XFitNas duas amostras infectadasitro
também foi observada imunomarcacao positiva (Tabglandicando a presenca da proteina
p28 do CAEV. Vale ressaltar que este achado aiAdéavia sido descrito na literatura para
este tipo celular.

Nas amostras ovarianas, observou-se marcacadvposih apenas uma amostra na
regido do estroma (Fig. 2), ndo tendo sido apradanhenhuma marcacdo nas células da

granulosa ou no odcito.

- Microscopia Eletrénica de Transmissao

Na avaliacdo ultra-estrutural foram observadoemsatozéides normais e integros,
tendo sido verificado no grupo dos animais infeatadchaturalmente apenas sinais de
degeneracéo tais como a presenca de vesiculagi&a da peca intermediaria.

Os foliculos de cabras infectadas encontrados merosgopia eletrbnica de
transmissdo estavam normais, sem sinais de alterag@h um nucleo oocitario integro,
localizado no centro do odcito e organelas distdi@si uniformemente no citoplasma. As
mitocondrias apresentaram membrana mitocondridiiraeen e crista periférica. Também foi
observada a presenca de reticulo endoplasmatice bBs células da granulosa apresentavam-

se normais, como pode se observar na figura 3.
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Na andlise ultra-estrutural dos embrides foi oke#a zona pellcida intacta, espaco
perivitelinico e massa celular interna constitypda células de aspecto irregular, com nucleo
oval localizado centralmente (Fig. 4). No citoplasfoi observada a presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso, polirribossomos e mitocasdrObservou-se também odécitos néo
fertilizados, que apresentaram zona pellcida iategeélulas internas degeneradas, porém em
ambas as estruturas recuperadas (embrides e Qdodosfoi verificada a presenca de

qualquer particula viral no seu interior ou adeadworcdo externa da zona pellcida.

DISCUSSAO

Como foi demonstrado neste trabalho, na imunaodusioica observou-se a presenca
da proteina p28 do CAEV nos espermatozoéides. Oadashanteriores baseavam-se na
deteccdo do CAEV em pulméo de caprinos (SERAKIDE®Ile 1996; STORSET et al.
1997, GUEDES et al., 2001) e de outentivirug o0 Maedi visna virus (MVV), o qual ja foi
detectado por imunomarcacdo em pulmido (ARAUJO .et2804), em hepatdcitos e em
células cardiacas (BRELLOU et al., 2007).

Com esta demonstracéo da susceptibilidade deneafmadides ao CAEV, presume-se
que estes possam ser veiculadores do CAEV parebad&mapesar de se ter a comprovacao
de que a zona pelucida funciona como uma barréitav@ contra e entrada de patégenos
(ALI AL AHMAD et al., 2005), desde que estes na@secarreados pelo espermatozéide no
momento da fecundacdo, fenbmeno esse que ja foprowado em embribes humanos
fertilizados com espermatozoides de homens infestadm o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), umLentivirus com caracteristicas semelhantes ao CAEV (BACCEHl,e
1998; CORK et al., 1974).

Com relacao a auséncia de marcacao positivéotioglos na imunohistoquimica dos
ovarios, os achados contradizem as colocacbes dARA et al. (2001) e ALI AL
AHMAD et al. (2005) os quais observaram que aslaglda granulosa e dmumulusséo
susceptiveis ao CAEV. Porém corroboram as afiremd@ ZINK et al. (1990) que confirma
ser as ceélulas de predilecdo da infeccdo do CAEWéslas do sistema monocitico-
fagocitario e fibroblastos, principais componentias membrana sinovial caprina e cortex
ovariano.

Na andlise ultra-estrutural dos foliculos ovareamtas cabras infectadas foram
observados foliculos normais com as mesmas caisicias de foliculos de cabras sadias
como observados por LUCCI et al. (2001), SILVAle{2002) e RICARTE (2005).
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A avaliacéo ultra-estrutural dos embrides capromasndos de fémeas infectadas com
o CAEV foi realizada pela primeira vez nesta espé0is achados ndo revelaram a presenca
de particula viral no interior dos mesmos, bem calemonstraram caracteristicas ultra-
estruturais semelhantes as de embrides equindsyeuwndescrito por PERES et al., (2007).

Apesar de ter verificado que os espermatozoidesnces sao susceptiveis ao CAEV,
ndo se observou a presenca de particulas viraisitedor de embrides. Isto pode ser
explicado pelo fato da presenca do CAEV no sémennsermitente (ANDRIOLI et al.
2003), ou seja, pode estar associado a possikalided nem todos os espermatozoéides
apresentarem receptores para este virus. Sendm, agpside ter ocorrido que 0s
espermatozoides utilizados na inseminacdo dos @&nipwaleriam ndo estar infectados, ou
simplesmente porque o virus apresentava-se noi@st&ddNA pro-viral, impossibilitando a

visualizacdo da particula viral pela microscop&réhica de transmissao.

CONCLUSAO

Com estes resultados pode-se concluir que foBaarianos ndo sao susceptiveis ao
CAEV, porém espermatozoides caprinos podem sectadfes com o CAEV. Contudo, ndo
foi possivel comprovar se estes sdo realmente eapubz carrear este virus para o interior do

o0cito, dando origem a embrides infectados com\ésis.
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- Tabela

Tabela 1- Amostras seminais testadas pela imunohigfuimica antes deswim up(ASU) e

depois (DSU) nos diferentes grupos

Grupo N ASU (+) DSU (-)
Infeccéo

Natural 4 2 -
Infeccéo

Atrtificial 4 1 1
Infeccéo

o 2 2 -

in vitro

TOTAL 10 S 1




Fig. 1 — Espermatozoides caprinos submetidos aohistoquimica demonstrando marcacéao

positiva (seta). (Aumento 400X).

Fig. 2 - Tecido ovariano submetido a imunohistoqoéndemonstrando marcagao positiva em

fibroblasto do estroma (seta). (Aumento 100X).
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Fig. 3 — Micrografia eletrénica de um foliculo oneero normal oriundo de cabra infectada
naturalmente com o CAEV. (Aumento 6.000X). nu: ra¢cim: mitocdndria; CG: células da
granulosa; O: odcito.
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Fig. 4 — Micrografia eletrénica de embrido oriurtlofémea negativa e macho positivo para o
CAEV. (Aumento 3.000X). ZP: zona pelucida; epv: a&gp perivitelinico; nu: ndcleo; m:

mitocondrias; v: vacuolos.
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10 CONCLUSOES
- Por todos os achados observados pode-se coqukiir

1) O descarte de um animal de elevado valor zomgcpodera acarretar um atraso para o

melhoramento genético e perdas econdmicas drapéicasim rebanho;

2) A infeccdo pelo virus da artrite encefalite aaorndo influencia na recuperacédo de

embrides de fémeas caprinas infectadas naturalmente

3) Espermatozoides caprinos podem ser infectadosOQ#EV;

4) A técnica deswim up pode ser eficiente na espécie caprina para s&umardQs

espermatozoides dos demais tipos celulares presemigiaculado;

5) Os foliculos ovarianos ndo séo susceptiveis AB\VC porém espermatozoides caprinos
podem ser infectados com o CAEV, contudo, ndo fmssfvel comprovar se estes séo
realmente capazes de carrear este virus pararmind® oo6cito dando origem a embrides

infectados com o CAEV.
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11 PERSPECTIVAS

1) Deve se ter cuidados para que através das hadtggas ndo se venha a veicular
patdégenos, para isto, a biologia molecular no &uita auxiliar cada vez mais no diagnéstico

e controle de enfermidades viricas nos rebanhos.

2) S&o necessarios trabalhos mais esclarecedoaedoga possibilidade de veiculacdo do
CAEV pelos embrides, pois isto poderia dizimar rdtmes e provocar Sérios prejuizos

econdmicos, tornando inviavel a producdo de caprino

3) Trabalhos com o intuito de se elucidar a pokd#nle de veiculacdo de patdgenos pelas
biotecnologias reprodutivas sdo de extrema impoiampois podem revelar novas fontes de
infeccdo e conduzir a novas formas de manejo nugiguedo para se evitar a transmisséo de

doencas.

4) Apesar dos indicios da transmissdo do CAEV atrale espermatozoides, sdo necessarios
mais trabalhos utilizando-gécnicas como a RT-PCR, Hibridizaciosity, e de ensaios da
replicacdo viral do CAEV no interior dos gametaslee embrides, com o intuito de se
averiguar a possibilidade de replicacdo eficienteaesmissao deste virus no momento da

fecundagao.



90

12 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, S. R. O; CASTRO, ROBERTO S.;. NASCIMENTO, 8; SOUZA, M. G.
Producao de antigeno nucleoprotéico do virus dieagincefalite caprina e comparacao com
o do virus Maedi-Visna para utilizagdo em testandenodifusdo em agar gdPesq. Vet.
Bras.v.18, n. 2, p. 57-60, abr./jun. 1998.

ADAMS, D.S., KLEVJER, A.P., CARLSON, J.L., et alrdnsmission and control of caprine
arthritis-encephalitis virusAm. J. Vet. Res, v. 44, p. 1670-1675, 1983.

ALl AL AHMAD, M.Z..; FIENI, F.; MARTIGNAT, L. et al. Proviral DNA of caprine
arthritis encephalitis virus (CAEV) is detectedanmulus oophorus cells but not in oocytes

from naturally infected goat3.heriogenology v. 41, p. 41-67, 2005.

ALI AL AHMAD, M.Z..; FIENI, F.; GUINGUEN, L. et al.Cultured early goat embryos and
cells are susceptible to infection with caprineegiwlitis virus.Virology, v. 353, p.307-315,
2006.

ALl AL AHMAD, M.Z.; FIENI, F.; PELLERIN, J.L. et al. Detection of virgenomes of
caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) in semend in genital tract tissues of male goat.
Theriogenology, v. 69, p. 473-480, 2008a.

ALl AL AHMAD, M.Z.; CHEBLOUNE, Y.; BOUZAR, B.A. et al. Lack of risk of
transmission of caprine arthritis-encephalitis sir(CAEV) after an appropriate embryo

transfer procedurd@ heriogenology v. 1, p. 408-415, 2008b.

ALMEIDA, Nei de Carvalholsolamento e identificagdo do virus Maedi/Visna aavés de
microscopia eletrénica de transmissao de animal cqrovadamente soropositivo pelo
IDGA. 2003. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciénciagenf&irias). Universidade Estadual

do Ceara, Fortaleza, 2003.

AMORIM, C.A.; RONDINA, D.; RODRIGUES, A.P.R.; COSTAS.H.F.; GONCALVES,
P.B.D.; FIGUEIREDO, J.R.; GIORGETTILA. Isolated ovine primordial follicles



91

cryopreserved in different ethylene glycol concatidins. Theriogenology v.60, p.735-742,
2003.

ANDRIOLI-PINHEIRO, A. Métodos de Colheita e de inovulacdo de embrides camps
(Capra hircus, LINNAEUS, 1758) e os efeitos de refidas colheitas na vida reprodutiva
de doadoras.1993. 100p. Dissertacdo (Mestrado em Reproducama{hi Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 1993.

ANDRIOLI, A.; GOUVEIA, AM.G.; PINHEIRO, R.R. Detegdo do DNA pro-viral do
Lentivirus caprino em sémen de bodes naturalmer¢etadosRev. Bras. Reprod. Anim,
v. 23, n. 3, p. 420-420, 1999.

ANDRIOLI-PINHEIRO, Alice. Virus da Artrite Encefalite Caprina: PCR e isolamento
viral em amostras de sémen, fluido uterino e emebri@001. 68 p. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal). Universidade Federal de Minas @Gefelo Horizonte, 2001.

ANDRIOLI, A.; GOUVEIA, A. M. G. ; MOURA-SOBRINHO, PA.; PINHEIRO, R. R;;
SALLES, H. O. Transferéncia de Embrides em cabaagralmente infectadas pelo Lentivirus
caprino.Revista Brasileira de Medicina Veterinaria v. 24, p. 215-220, 2002.

ANDRIOLI, A.; GOUVEIA, AM.G.; PINHEIRO, R.R. Selép de sémen de reprodutores
portadores do virus da artrite encefalite caprimavas da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase. SobraGComunicado técnico. EMBRAPA-CNPGC 2003, n.50, 23 p.

ARAUJO, S.A.C.ldentificacdo do maedi/visna virus em tecido pulmmar de ovinos
naturalmente infectados 2004. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciénciasef&irias).
Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza, 2004.

ASSIS, A.P.M.; GOUVEIA, A.M. Evidéncia sorologica d_entivirus (Maedi Visna/Artrite
Encefalite Caprina) em rebanhos nos estados deshMBesais, Rio de Janeiro, Bahia, Ceara.
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 2, Recife.Anais...
Recife, Sociedade Brasileira de Medicina Vetermatb94. p.104.



92

BACCETTI, B.; BENEDETTO, A.; COLLODEL, G.; CARO, A.GARBUGLIA, AR,
PIOMBONI, P. The debate on the presence of HI\ilhuman gameteslournal of
Reproductive Immunology, v. 41, p. 41-67, 1998.

BAKER J.C. The clinical manifestations of bovinealidiarrhea infectionVet. Clin. North
Am.,v. 11, n 3, p. 425-445, 1995.

BANKS, K.L.; ADAMS, D.S.; MCGUIRE, T.C. et al. Expenental infection of sheep by
caprine arthritis-encephalitis virus and goats bggpessive pneumonia virudm. J. Vet.
Res, v.44, p.2037-2311, 1983.

BARIL, G.; REMY, B.; LEBOUEUF, B. et al. Synchromiion of estrus in goats: the
relationship between eCG binding plasma, time elioence of estrus and fertility following
artificial inseminationTheriogenology, v. 45, n. 2, p. 1553-1559, 1993.

BARLOUGH, J.; EAST, N.; ROWE, J.D. Double-nestedlyprerase chain reaction for
detection of caprine arthritis-encephalitis virus\pral DNA in blood, milk, and tissues of
infected goatsJournal of Virology Methods, v. 50, p. 101-114, 1994.

BARTH, A.D.; OKO, R.J.Abnormal Morphology of Bovine Spermatozoa.Ames, lowa,

lowa State University Press, 1989.

BEARDEN, H.J.; FUQUAY, J.WApllied Animal Reproduction. New Jersey: Prentice-
Hall, 42 ed., 1997, 307p.

BOGDAN, J., WEST, K., CLARK, E., KONOBY, C., HAINESD., ALLAN, G.,
MCNEILLY, F., MEEHAN, B., ELLIS, J.A. Association foporcine circovirus 2 with
reproductive failure in pigs: a retrospective stutl§95-1998Can. Vet. J v. 42, p. 548-550,
2001.

BOSCH P, HERNANDEZ-FONSECA HJ, MILLEN DM, WININGERD, MASSEY B,
LAMB SV, BRACKETT BG. Development of antral follies in cryopreserved cat ovarian
tissue transplanted to immunodeficient mitleeriogenology,v.61, p.581-594, 2004.



93

BRASILEIRO FILHO, G.; BARBOSA, AJ.A.; MIRANDA, D Métodos de estudo em
patologia. InBogliolo Patologia S&o Paulo: Guanabara Koogan, 2000. p. 6 — 18.

BRELLOU, G.D.; ANGELOPOULOU, K.; POUTAHIDIS, T.; VEMMAS, |. Detection of
Maedi-Visna Virus in the Liver and Heart of Natlyal Infected Sheep.

Journal of Comparative Pathology v. 136, p. 27-35, 2007.

BRODIE, S.J.; CONCHA-BERMEJILLO, A. de la; KOENIGG.; SNOWDER, G.D.;
DEMARTINI, J.C. Maternal factors associated witlempatal transmission of ovine lentivirus.
Journal Inf. Dis., v. 169, p. 653-657, 1994.

BROWNLIE J. The pathogenesis of bovine viral diaahvirus infectionsRev. Sci. Tech.
OIE, v. 9, p. 43-59, 1990.

CALLADO, A. K. C., CASTRO, R. S.; TEIXEIRA, M. F. .SLentivirus de Pequenos
Ruminantes (CAEV e Maedi-Visna): revisdo e perspastPesq. Vet. Bras. Jul/Set., v.21,
n.3, p.87-97, 2001.

CALVETE, J.J.; NESSAU, S.: MANN, K.. SANZ, L.. SIEM H: KLUG, E.;
TOPFERPETERSEN, E. Isolation and biochemical chargation of stallion seminal

plasma proteinfReproduction Domestic Animal Berlin, v.29, p.411-426, 1994.

CAMP, J.C.; WILDT, D.E.; HOWARD, P.K.; STUART, L.D.CHAKRABORTY, P.K.
Ovarian activity during normal and abnormal lengstrus cycles in the godBiology of
Reproduction. v.28, n. 3, p. 673-681, 1983.

CARROL, J,; WHITTINGHAM, D.G.; WOOD, M.J. et al. Ewm-ovarian production of
mature viable mouse oocytes from frozen primariidek. J. Reprod. Fert, v. 90, p. 321-
327, 1990.

CASTRO RS, LEITE RC, ABREU JJ. Prevalence of artibs to selected viruses in bovine
embryos donors and recipients from Brazil, andhiglications in international embryo trade.
Trop Anim Hith Prod , v.24, p.173-176, 1992.



94

CHEMINEAU, P, CAGNIE, Y., GUERIN, Y., et alTraining Manual on artificial
insemination in sheep and goatfRome : FAO (Animal Production and Health Paper °83
1991. 222p.

CHEMINEAU, P.; DAVEAU, A.; MAURICE, F.; DELGADILLO,J.A. Seasonality of estrus
and ovulation is not modified by subjecting femalpine goats to a tropical photoperiod.
Small Ruminant Researchv. 8, p. 299-312, 1992.

CONCHA-BERMEJILLO, A.; MAGNUS-CORRAL, S.; BRODIE,.$; DeMARTINI, J.C.
Veneral shedding of ovine lentivirus in infectednsa American Journal of Veterinary
Researchv. 57, n. 5, p. 684-688, 1996.

CORK, L.C.; HADLON, W.J. ;CRAWFORD, T.B. Infectioukucoencephalomyelitis of
young goatsThe Journal Infectious Diseasgv.129, n 2, p134-141, 1974.

CORTELL, J.M. Collection, processing and artificial insemination of goat semen
Nouzilly — France: INRA, 1981, 28p.

CORTVRINDT, R.; SMITZ, J.In vitro Follicle Growth: Achievements in Mammalian
SpeciesReprod. Dom. Anim, v. 36, p. 3 -9, 2001.

CRAWFORD, T.B.; ADAMS, D.S. Caprine arthritis-entgitis: clinical features and
presence of antibody in selected populatighsAm. Vet. Méd. Assog.v. 178, p. 713-719.
1981.

CUNNINGHAM, J.G. Tratado de Fisiologia Veterinadria Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan,1993. 454p.

CUTLIP, R.C., LEHMKUHL, H.D., JACKSON, T.A. Intrastine transmission of ovine
progressive pneumonia virudm. J. Vet. Resv. 42, p. 1795-1797,1981.



95

EAST, N. E.; ROWE, J. D.; DAHLBERG, J.E.; THEILEN.H.; PEDERSEN, N.C. Modes
of transmission of caprine arthritis encephaliisiy infection.Small Ruminant, v. 10, p.
251-262, 1993.

EVANS, G.; MAXWELL, W.M.C. Inseminacién artificial de ovejas y cabras Zagaroza:
Editorial Acribia, 1990, 194p.

FELDMAN EC, NELSON RW.Canine and feline endocrinology and reproduction.
Philadelphia: WB Saunders, 1996.

FIENI, F.; ROWE, J.; VAN HOOSER, K.; BURUOCA, C.RPENHEIM, S.; ANDERSON,
G.; MURRAY, J.; BONDURANT, R. Presence of caprimthatis-encephalitis virus (CAEV)
proviral DNA in genital tract tissues of superovathdairy goat doe3.heriogenology v. 59,

p. 1515-1523, 2003.

FIGUEIREDO, J.R RODRIGUES, AP.R.; AMORIM, C.A.; Manipulacdao de Gtos
Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais — MMIRO In: Biotécnicas Aplicadas a
Reproducao Animal. Sdo Paulo: Livraria Varela, 2001. p. 227-256.

FRANKE, C. R.Controle sanitario da artrite-encefalite caprina Salvador. EDUFBA,
1998. 70p.

FREITAS, V.J.F.; BARIL, G.; MARTIN G.B. et al. Phydogical limits to further
improvement in the efficiency of estrus synchratian in goatsReproduction, Fertility
and Developmenty. 9, p. 551-556, 1997.

FREITAS, V.J.F.; CAVALCANTE, T.V.; SALLES, H.O.; TKEIRA, M.F.S. Embryo
transfer from seropositive goats for caprine atig¥g@ncephalitis virus (CAEV) with birth of

seronegative kidCiéncia Animal, v. 9, p. 5-9, 1999.

GEORGE, L.L.; ALVES, C.E.R.; CASTRO, R.R.LHistologia Comparada 2.ed. Sao
Paulo: Roca, 1998. 286p.



96

GIVENS MD, STRINGFELLOW DA, RIDDELL KP, GALIK PK, MVARRE CB. Normal
calves produced after transfer of in vitro fergliz embryos cultured with an antiviral

compoundTheriogenology,v. 65, p. 344-355, 2006.

GONCALVES PBD, VISITIN JA, OLIVEIRA MAL, MONTAGNERMM, COSTA LFS.
Produgéaadn vitro de embrides. InBiotécnicas aplicadas a reproducédo animalSao Paulo:
Livraria Varela, 2001. p.195-226.

GONZALEZ-STAGNARO, C. Comportamiento reproductivee das razas locales de
rumiantes en el tropico americarReproduction des Ruminants en Zone Tropicalv. 20,
n. 1, p. 1-83, 1984.

GOUVEIA AM.G., SANTA ROSA J.,, PINHEIRO R.R. et alAcompanhamento e
avaliacado da primeira fase do programa de controlela artrite encefalite caprina viral
(AEC) no rebanho do Centro Nacional de Pesquisa deCaprinos-Embrapa.
Embrapa/CNPC, Sobral. 1996. 123p.

GRADIL, C.M.; WATSON, R.E.; RENSHAW, R.W.; GILBERTR.O.; DUBOVI, E.J.
Detection of bovine immunodeficiency virus DNA imetblood and semen of experimentally
infected bullsVeterinary Microbiology, v. 70, p. 21-31, 1999.

GRANADOS, L.B.C.; DIAS, A.J.B.; SALES, M.PAspectos Gerais da Reproducdo de
Caprinos e Ovinos Projeto PROEX/UENF, Campo dos Goytacazes. 2096. 5

GROM, J.; HOSTNIK, P.; TOPLAK, I.; MAGANJA, D.B. Mecular detection of BHV-1 in
articially inoculated semen and in the semen ofatently infected bull treated with
dexamethason&he Veterinary Journal, v. 171, p. 539-544, 2006.

GUEDES, M.LLM.C.; SOUZA, J.C.A.; GOUVEIA, A.M.G. faccdo experimental em
cabritos pelo virus da artrite encefalifeq. Bras. Med. Vet. Zootec, v.53, n. 1, p. 15-20,
2001.



97

GUERIN, B.; LE GUIENNE, B.; CHAFFAUX, S.; HARLAY, T ALLIETTA, M.
THIBIER, M. Contamination des ovocytes et des ermabriecondes in vitro apres infection
experimentale de vaches donneuses por la virunbalg type | (BHV-)Rec. Med. Vet, v.
165, p.827-833, 1989.

GUERIN, B.; LE GUIENNE, B.; ALLIETA, M.; HARLAY, T; THIBIER, M. Effects de la
contamination por le BHV1 sur la maturation et ¢écundation in vitro des oocytes des

bovins.Rec. Med. Vet, v. 166, p. 911-917, 1990.

GUERIN B, NIBART M, LE GUIENNE B, HUMBLOT P. Sanitg risks related to embryo
transfer in domestic speciéheriogenology, v.47, p.33-42, 1997.

HAASE, A.T. Pathogenesis of lentivirus infectiohature, v. 322, n.10, p. 130-136, 1986.

HAFEZ, E.S.E.; HAFEZ, BReproducao Animal, 7ed. Sao Paulo: Manole, 2004. 513p.

HARE, W.C.D.Enfermedades transmissibles por el semen y las tecas de transferencia
de embriones Paris: Office International des Epizooties, 198%p. (Série Técnica, 4).

HARKISS G.D.; WATT N.J. Lentivirus infections antdir detectionGoat Vet. Soc. Jv.
11, n. 1, p.19-25, 1990.

HENNIAWATI; FLETCHER, I.C. Reproduction in Indonesi sheep and goats at two level
of nutrition. Animal Reproduction Sciencev. 12, p. 77-84, 1986.

HIRSH, D.C.; ZEE, Y.CMicrobiologia Veterinéria. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2003. 446p

HOTZEL, I.; BASTOS, E.S.; RAVAZZOLO, A.P. et al. @ane arthritis-encephalitis virus:
isolation and identification in Rio Grande do SBfasil. Braz. J. Med. lol. Res, v. 26, p.
1175-1179, 1993.



98

HULSHOF, S.C.J. FIGUEIREDO, J.R., BECKERS, J.Faletisolation and characterization
of preantral follicles from foetal bovine ovaridet. Quart. v. 2, p. 78-80, 1994.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica Censo Agropecuario 2007.
Disponivelem:<http://www.ibge.gov.br/home/estatigfindicadores/agropecuaria/producaoa

gropecuaria/default.shtm>. Acesso em: 03 fev., 2008

IRITANI, A.; NIWA, K. Capacitation of bull spermatoa and fertilizationn vitro of cattle
follicular oocytes matured in cultur@ournal of Reproducion and Fertility, v. 50, p. 119-
121, 1997.

JOHNSON, A.L. Intracellular mechanisms regulatingll csurvival in ovarian follicles
Animal Reproduction Sciencey. 78, p. 185-201, 2003.

JORDAN, H.L.; HOWARD, J.; SELLON, R.K.; WILDT, D.E.TOMPKINS, W.A.;
KENNEDY-STOSKOPF, S. Transmission of Feline Immueiidency Virus in Domestic
Cats via Atrtificial inseminationJournal of Virology, v. 70, n° 11, p. 82248228, 1996.

JORDAN, H.L.; HOWARD, J.; SELLON, R.K.; WILDT, D.E.TOMPKINS, W.A.;

KENNEDY-STOSKOPF, S.. Horizontal transmission dirfe immunodeficiency virus with
semen from seropositive catdournal of Reproductive Immunology, v. 41, p. 341-357,
1998.

KHAN, B.U.; SINHA, N.K.; WANI, G.M.; SAHNI, K.L. Nde on breeding performance in
Jamnapari goaténdian Veterinary Journal . v. 58, p. 251, 1981.

KREUTZ, L.C. Imunidade contra virusn: Imunodiagndstico em Medicina Veterinaria
Campo Grande: Embrapa Gado de Corte, 2001. p 19-45.

LAMARA A, FIENI F, MSELLI-LAKHAL L, TAINTURIER D, CHEBLOUNE Y. Eficient
replication of caprine arthritis encephalitis virims goat granulose celVirus Res, v.79,
p.165-172, 2001.

LAMARA, A.; FIENI, F.; MSELLI-LAKHAL, L.; CHTAGNON, G.; BRUYAS, J.F;
TAINTURIER, D.; BATTUT, I.; FORNAZERO, C.; CHEBLOUR, T. Early embryonic



99

cells from in vivo produced goat embryos transrh# taprine arthritis encephalitis virus
(CAEV). Theriogenology, v. 58, n. 6, p. 1153-1163, 2002.

LEE, W.C.; MCCONNELL, I.; BLACKLAWS, B.A. Electronmicroscope studies of the
replication of a British isolate of Maedi visna wgr in macrophages and skin cell lines.
Veterinary Microbiology, v. 49, p. 93-104, 1996.

LUCCI, C.M; SILVA, J.R.V.; CARVALHO, C.A. et al. ight microscopical and
characterization of goat preantral follicl&mnall Ruminant Researchv 41, p. 61-69, 2001.

MELO, A.C.M., FRANKE, C.R. Soroprevaléncia da inf@o pelo virus da Artrite-Encefalite
Caprina (CAEV) no rebanho de caprinos leiteirosreigido da grande Fortaleza, Ceara,
Brasil. Ciéncia Rural, v.27, n.1, p.113-117, 1997.

MIES FILHO, A. Reproducéo dos AnimaisPorto Alegre: Sulina. 1987.

MITTELHOLZER, C.; JOHANSSON, |.; OLSSON, AK.; ROEUS, M.; KLINGEBORN,
B.; BEL'AK, B. Recovery of Swedishdtine arteritis virusesrom semen by cell culture
isolation and RNA transfectiodournal of Virological Methods, v. 133, p. 48-52, 2006.

MOCHIDA Y, TAKEMURA Y, KANDA T, HORIE Y. Fertilized eggs obtained from
transplatation of frozem ovaries and parthenogenesi combination with artificial
insemination of frozen sémen of the silkwofBgmbyx motiCriobiology, v.46, p.153-160,
2003.

MOLOKWU, E.C.l.; IGONO, N.O Reproductive cycle of the Nigerian Savana Brown
goat In: Proceedings of the third International Coefere on Goat Production and
Disease.Tucson, p. 312, 1982.

MORI, Y.; OKAMURA, H. Effects of timed melatonin fasion on prolactin secretion in
pineal denervated goatournal of Pineal Researchv. 3, p. 77-86, 1986.



100

MOOJEN, V. et al. Evidéncia de infeccdo pélentivirus (maedi/visna e artrite encefalite
caprina) em caprinos no Rio Grande do Sul, Brdsi Fac. de Med. Vet. UFRGS, v.14,
p.77-78, 1986.

MULLER, K.; MULLER, P.; HERMANN, A. Transbilayer ntmn of spin-labelled
phospholipids in the plasma membrane of epididyarad ejaculated ram spermatozoa.
Journal of Reproduction and Fertility, Colchester, v.111, p. 81-89, 1997.

NARAYAN, O. Immunopathology of lentiviral infections in urgte animalCurrent
Opinion in Immunology, 1990, V. 2, n. 3, p. 399-402.

NUNES, J.F.; CIRIACO, A.L.T.; SUASSUNA, UProducdo e reproducdo de
caprinos e ovinos Fortaleza, 1997. Ed.LCR. 2a ed. 199p.

NUNES, J.F.Inseminacgédo artificial em caprinos p. 111-125. In: Biotécnicas aplicadas a

reproducéo animal. S&o Paulo: Livraria Varela, 2001

OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES (OIEManual of standarts for diagnostic
tests and vaccinesWorld Organization for Animal Health. P. 369-371396.

OLIVEIRA, A.AP.; LIMA, V.P.M.S. Aspectos econdbmicos da caprino-ovinocultura
tropical brasileira. In: | Semana da Caprinocultura e da OvinoculfDmapical Brasileira.
Sobral, p. 7-46. 1994.

O'NEIL, L.L., BURKHARD, M.J., DIEHL, L.J., HOOVERE.A. Vertical transmission of
feline immunodeficiency viruAIDS Res. Human Retrovirusesv. 1, p. 171-182, 1995.

O'NEIL, L.L., BURKHARD, M.J., HOOVER, E.A. Frequemterinatal transmission of feline
immunodeficiency virus by chronically infected caksVirol ., v. 70, p. 2894-2901, 1996.

OTOI T, YAKAMOTO K, KOYAMA N, SUZUKI T. Cryopreseration of mature bovine
oocytes by vitrification in straw<€riobiology, v.37, p.77-85, 1998.



101

PENSAERT, M.B.; SANCHEZ JR., R.E.; LADEKJAR-MIKKEES, A.S.; ALLAN,
G.M.; HANS, J. Nauwynck. Viremia and effect of fietafection with porcine viruses with
special reference to porcine circovirus 2 infectigaterinary Microbiology, n. 98, p. 175-
183, 2004.

PERES, K.R.; FERNANDES, C.B.; ALVARENGA, M.A.; LANIM-ALVARENGA, F.C.
Andlise da viabilidade e da ultra-estrutura de édeisrobtidos de éguas superovuladés. e
Zootec.v.14, n.1, p. 52-61, 2007.

PECANHA EP, ANTUNES OAC, TANURI A. Estratégias faaoologicas para a terapia
anti-AIDS. Quim Nova, v.25, p.1108-1116, 2002.

PHILPOTT M. The danges of disease transmission raficeal insemination and embryo
tgransferBr Vet J, v.149, p.339-369, 1993.

PINHEIRO, R.R., EGITO, A.S., SANTA ROSA, J., et Alitrite encefalite caprina viral
(CAEV). Sobral, CE: EMBRAPA-CNPC, 1989. 5p. (EMBRAPA-CNPComunicado
Técnico, 19).

PINHEIRO, R. R.Virus de Artrite Encefalite Caprino: Desenvolvimenb padronizacao
de ensaios imunoenzimaticos (ELISA e Dot-Blot) e eslo epidemiolégico no Estado do
Ceard 2001. 115p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animaljvehsidade Federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte, 2001.

PINHEIRO, R.R.; GOUVEIA, A.M.G.; ALVES, F.S.FPrevaléncia da infec¢éo pelo virus da
artrite encefalite caprina no estado do Ceard,iBr&&éncia Rural, Santa Maria, v.31, n.3,
p.449-454, 2001.

RAZ, T.; CORRIGAN, M.; LOOMIS, P.; CARD, C. Effectsf equine arteritis virus-positive
semen on mare fertilityAnimal Reproduction Science (in press), 2006.



102

REICHENBACH HD, OLIVEIRA MAL, LIMA PF, SANTOS FILHOAS, ANDRADE JCO.
Transferéncia e criopreservacdo de embrides bavimoes Biotécnicas aplicadas a

reproducdo animal. S&o Paulo: Varela, 2001. p.127-177.

RESTALL, B.J. Seasonal variation in reproductiveivéty in Australian goats.Animal
Reproduction Sciencev. 27, p. 305-318, 1992.

RESTALL, B.J.; RESTALL, H.; WALKDEN-BROWN, S.W. Thaduction of ovulation in
anovulatory goats by oestrus femalésiimal Reproduction Science v. 40, p. 299-303,
1995.

RIBEIRO, S.D.A. Caprinocultura: Criacdo Racional de Caprinos. Sdo Paulo: Nobel,
1997. 318p.

RICARTE, A.R.F.Caracterizacdo morfologica e ultra-estrutural de bliculos pré-antrais
de cabras naturalmente infectadas com virus da aritie encefalite caprina 2005. 60 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias VeterinariasgulBade de Veterinaria, Universidade
Estadual do Cear4, Fortaleza, 2005.

RIERA, S. Reproductive efficiency and management in goats In: Proceedings of llI

International Conference Goat Production Diseasesdn, p. 162-174, 1982.

RIET-CORREA, FDoencas de Ruminantes e Equinos.1. Sdo Paulo: Varela, 2001.

RIMSTAD, E., EAST, N.E, TORTEN, M. Delayed serocersion following naturally
acquired caprine arthritis-encephalitis virus usirggombinant gag proteinsAmerican
Journal Veterinary Research v. 54, n. 11, p. 1858-1862, 1993.

RODRIGUES APR, AMORIM CA, COSTA SHF, MATOS MHT, SANDS RR, LUCCI
CM, BAO SN, OHASHI OM, FIGUEIREDO JR. Cryopresetioat of caprine ovarian tissue
using glycerol and ethylene glycdlheriogenology, v.61, p.1009-1024, 2004.



103

ROMERO, C.C.; FIENI, F.; PELLERIN, J.L.; ROUX, CCHEBLOUNE, Y.; PEPIN, M.
Detection of Maedi Visna Virus in Oocytes and Giasa Cells Using Double Nested-PCR
From Naturally Infected SheeReproduction Fertility and Development v. 16, n. 4, p.
511, 2004.

RONDINA, D. Effect of nutritional state on quantitative and qualitative development of
ovarian preantral follicles in does SRD Capra hircus L.). University of Florence, 1998,
81p. Ph.D. Thésis.

RUTKOSKI, J.K.; WERENICZ, R; REISCHAK, D; WENDELSTH, A.C.; V. MOOJEN,
V.; RAVAZZOLO, A.P. Deteccdo da infeccdo pelo virda artrite-encefalite caprina:
imunodifusdo em agar e reacdo em cadeia da pobme@m “primers” degeneradoAtq.
Bras. Med. Vet. Zootec,. v.53, n.6, p.635-640, 2001.

SALLES, H.O.; ANDRIOLI, A.; SOARES, A.T.; MOURA SOBINHO, P. A. Influéncia da

artrite encefalite caprina na resposta superovaltGiéncia Animal, v. 1, p. 37-40, 1998.

SANTOS RR, RODRIGUES APR, MARTINS FS, MATOS MHT, CESTINO JJH,
FIGUEIREDO JR. Preservacdo de foliculos pré-antdgispequenos ruminanteSiéncia
Animal, v.14, p.7-19, 2004.

SANTURDE, G.; DA SILVA, N. VILLARES, R. Rapid endigh sensitivity test for direct
detection of bovine herpesvirus-1 genome in clindzamplesVet. Microb., v. 49, n. 1-2, p.

81-92, 1996.

SALTARELLI, M., QUERAT, G., KONINGS, D.A.M. Nucleade sequence and
transcription analysis of molecular clones of CABWhich generate infectious virus.
Virology, v. 179, p. 347-364, 1990.

SAUMANDE, J. Folliculogenesis in the ruminaniec. Med. Vet, v. 167, p. 205-218, 1991.

SCHEFFLER, I. EMitochondria. San Diego, University of California, 1999.



104

SERAKIDES, R., NUNES, V.A., PEREIRA, M.F. Estudoinito, anatomopatoldgico e
imuno-histoquimico de pulmdes de cabras naturaknémfectadas pelo virus da artrite
encefalite caprina (CAEArg. Bras. Med. Vet. Zootec, v.48, p.415-424, 1996.

SILVA LDM. Tecnologia do sémen caninan: Simpésio Cearense de Ciéncia Animal, 1,
1999, Fortaleza. Anais... Fortaleza: Sociedadedbsarde Ciéncia Animal, 1999. p.43-49.

SILVA LDM, SILVA AR, CARDOSO RCS. Inseminacéo artilal em caesln: Biotécnicas

aplicadas a reproducéo animalSao Paulo: Varela, 2001. p. 69-95.

SILVA J.R.V.; FERREIRA, M.A.L.; COSTA, S.H.F. et.aDegeneration rate of preantral
follicles in the ovaries of goatSmall Ruminant Researchv. 43, p.203-209, 2002.

SILVA, JBA. Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) em foliculos pré-antrais de
cabras naturalmente infectadas.2006. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncias Veteringras

Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza, 2006.

SINGH EL. The disease control potential of embryldseriogenology,v.27, p.9-20, 1987.

SIMPLICIO, A.A.; FIGUEIREDO, E.A.P.; RIERA, G.S.;OTE,W.C. Puberty in four
genotypes of female goats in Northeast Br&2dsquisa Agropecuaria Brasileirav. 25, p.
455-459, 1990.

SINGH, E. L. The disease control potential of enalstyrheriogenology, v. 27, n. 1, p. 9-20,
1987.

SMITH, M.C.; CULTLIP, R. Effects of infection witleaprine arthritis-encephalitis virus on
milk production in goats]. Am. Vet. Med. Assog v. 193, p. 63-67, 1988.

STOREY BY, NOYLES EE, THOMPSON KA. Comparison ofyggrol, other polyols,
trealose, and raffinose to provide a defined crgtgmtant medium for mouse sperm

cryopreservationCriobiology, v.37, p.45-58, 1998.



105

STORSET, A.K., EVENSEN, O., RIMSTAD, E. Immunohisbk@mical identification of
caprine arthritis-encephalitis virus in paraffindeedded specimens from naturally infected
goats.Vet. Pathol, v. 34, p. 180-188, 1997.

STREZEZEK, J.; KORDAN, W.; KOSTYRA, H.; ZABORNIAKA. Purification an partial
characterization of a 5,700 Da sperm motility imtnilg factor from seminal plasma of boar.

Animal Reproduction Science Amsterdan, v.29, p.5-52, 1992.

THIBAULT, C., LEVASSEUR, M.C.La reproduction chez les mamifers e et I'homme
Ed. INRA, 1992.

THIBIER, M., GUERIN, B. Hygienic aspects of storagad use of semen for artificial
inseminationAnimal Reproduction Sciencev. 62, p. 233-251, 2000.

TRAVASSOS, C.; BENOIT, C.; VALAS, S. Caprine artiisiencephalitis virus in semen of
naturally infected bucksSmall Ruminantt Research v. 32, p. 101-106, 1999.

UPRETI, G.C.; OLIVER, J.E.; DUGANZICH, D.M.; MUNDAY R.; SMITH, J.F.
Development of a chemically defined ram semen dil&SD-1).Animal Reproduction
Science Amsterdan, v.37, p. 143-157, 1995.

VANROOSE, G.; NAUWYNCK, H.; VAN SOOM, A.; VANOPDENBSCH, E.; DE
KRUIF, A. Susceptibility of zona-intact and zonadrin vitro produced bovine embryos at
different stages of development to infection withvine herpesvirus-IT'heriogenology,47,
1389-1402, 1997.

VARMUS H. RetroviruesSciencev.240, p.1427-1435, 1998.

WALKDEN-BROWN, S.W.; RESTALL, B.J.; HENNIAWATI. Themale effect in the
Australian Cashmere goat. 3. Enhancement with Imutkition and use of oestrus females.
Animal Reproduction Sciencev. 32, p. 69-84, 1993.



106

WALKDEN-BROWN, S.W.; RESTALL, B.JEnvironmental and social factors affecting
reproduction. In: VI INTERNATIONAL CONFERENCE OF GOATS, Beijing1996, p.
762-775.

WHEELER MB, CHOI SJ, VOELKER GR, WALTERS EM, CEZABG. Producgao de
animais transgénicos nas espécies domésticas:ldg@ce aplicagbes. InBiotécnicas

aplicadas a reproducédo animalSéao Paulo: Varela, 2001. p.303-340.

WILKERSON, M.J., DAVIS, W.C., BASZLER, T.V. et almmunopathology of chronic
lentivirus-induced arthritisAm. J. Pathol, v. 146, p. 1433-1443, 1995.

WRATHALL, A.E. Embryo transfer and disease transius in livestock a review of recent

researchTheriogenology,v.43, p. 81-88, 1995.

WU, J.; EMERY, B.R.; CARREL, D.TIn vitro Growth, Maturation, Fertilization, and
Embryonic Development of Oocytes from Porcine Pi@dnFollicles. Biology of
Reproduction, v. 64, p. 375-381, 2001.

ZINK, M.C., YAGER, J.A., MYERS, J.D. Pathogenesfscaprine arthritis-encephalitis virus
cellular localization of viral transcripts in tisss of infected goatsAm. J. Pathol. 1990;
2:164-54.



107

ANEXOS



108

O

Possibilidades de aplicacio de biotecnologias reprodutivas em animais de producio

acometidos por agentes viricos
Possibility of application of reproductive biotechnologies in production animals infected with viral agents

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte. v.32, n.1, p.3-8, jan./mar. 2008. Disponivel em www.cbra.org.br

Aracely Rafaelle Fernandes Ricarte'?, Suzana Aparecida Costa de Ararijo', Tania Valeska Medeiros

Dantas', Edmara Chaves Costa', Jean Berg Alves da Sifva®, Maria Fatima da Silva Teiveira'

'Laboratério de Virologia, Faculdade de Veterindria, Universidade Estadual do Ceard, Fortaleza, CE, Brasil. Avenida
Paranjana, n"1700, Campus do Itaperi, Fortaleza-CE. CEP: 60.740-903
? Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Semi-arido, Mossord, RN, Brasil
Correspondéncia: aracelyrfi(@yahoo.com.br

Resumo

As biotécnicas reprodutivas sdo empregadas com o intuito de potencializar o aproveitamento do
material genético dos animais com melhores desempenhos. No entanto, quando um reprodutor ¢ acometido por
algum agente virico, ¢ automaticamente descartado da reprodugio, o que representa grande perda de material
genético. E necessario, antes do uso de qualquer biotécnica, que seja confirmada a auséncia de patdgenos,
utilizando-se algumas técnicas moleculares no auxilio do diagnostico sanitario dos gametas, evitando, assim, a
veiculagdo de patogenos por meio dessas técnicas. Objetivou-se neste trabalho fazer um levantamento
bibliografico ¢ apontar perspectivas de utilizagao dos gametas de animais acometidos por agentes viricos,
empregando diferentes biotecnologias reprodutivas.

Palavras-chave: biotecnologias, reprodugdo, agentes viricos,
Abstract

Reproductive hiotechnologies have been used with the iniention of exploiting genetic material of more
productive animals. However, when a viral agent infects a sire, the animal is automatically discarded from the
process, which represents great loss of genetic material. It has been seen that these biotechnologies may be
used, when gameles are proved fo be free of viral agents using molecular fechniques to make the diagnose,
preventing, by this way, propagation of infectious agenis. The objective of this study was to do a bibliographic
survey and to show how germplast of animals infected by viral agents could not be discarded using different
reproductive biotechnologies.

Keywords: biotechnologies, reproduction, viral agents.
Introdugao

Ao longo de centenas de anos, 0 homem tem procurado potencializar o aproveitamento do material
genético dos seus melhores animais domésticos, no intuito de obter descendentes com caracteristicas
semelhantes ou melhores do que as dos scus genitores (Hafez ¢ Hafez, 2004). Dentre as biotecnologias utilizadas
com maior freqiiéncia na produgdo animal, destacam-se a inseminacao artificial, a transferéncia de embrides ¢ a
fecundacdo in vitro. Além dessas, existem técnicas que apresentam boas perspectivas para aplicacdo em larga
escala no futuro, como a manipulagio de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA), a
transgénese e a clonagem (Figueiredo ef al., 2001).

Porém, para que o animal expresse melhor seu desempenho produtivo e reprodutivo, ¢ necessirio que
ele tenha um bom manejo ¢ que esteja livre de enfermidades, uma vez que o acometimento de um reprodutor por
agentes infecciosos pode impedir sua utilizagdo para fins reprodutivos, além de leva-lo a morte, acarretando
sérios prejuizos econdomicos ¢ perda de material genético de qualidade (Andrioli ef af., 2003). Com o objetivo de
reduzir essas conseqiiéncias, as biotecnologias reprodutivas vém surgindo como uma alternativa para o resgate ¢
a utilizacdo do material genético desses animais.

Dentre as biotécnicas, a transferéncia de embrides vem sendo utilizada com seguranga em animais
acometidos por algumas enfermidades infecto-contagiosas. Apos virios estudos, a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS) sugeriu a utilizacdo de algumas técnicas padronizadas na manipulagio dos
embrides, as quais poderiam reduzir o risco de fransmissdo de enfermidades, demonstrando ser esta técnica, na
atualidade, a que apresenta um menor risco de transmissio de patdégenos quando aplicada com material genético
de animais enfermos (Guerin ef al., 1997). Desse novo potencial biotecnolégico, surge a necessidade de se
realizarem pesquisas aprofundadas com as demais biotécnicas no intuitfo de se averiguar a possibilidade de
utilizagio dessas técnicas com seguranga nesses animais. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi fazer
um levantamento bibliografico sobre o risco de transmissio de patogenos pela reprodugdo e avaliar a
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possibilidade de multiplicagdo de material genético dos animais de elevado valor zootécnico, acometidos por
enfermidades infecto-contagiosas, utilizando diferentes biotecnologias reprodutivas.

reprodutivas

Utilizacao de material genético de animais com infecgoes viricas em biotecnologias

Os virus sdo capazes de infectar, tanto o homem, como os animais. Para que consigam infectar um
determinado tipo celular, é necessario que a célula possua receptores para o virus, o que determina a patogenia
do mesmo (Kreutz, 2001).

Com o advento da biologia molecular, tem se estudado de forma mais precisa a patogenia de vérios
microrganismos. Alguns virus que anteriormente se imaginava infectar um determinado tipo celular tém
demonstrado predilegio também por células do trato reprodutivo. Devido ao tamanho dos virus ¢ a sua forma de
infecgio, esses sdo de dificil controle, diagnostico e tratamento. Por esses aspectos, a principal forma de controle
de vérias enfermidades viricas ¢ a separacdo e o sacrificio dos animais acometidos nos rebanhos, o que pode
levar a um atraso no melhoramento genético e a graves perdas econdmicas.

Neste sentido, o aproveitamento de gametas de animais acometidos por agentes viricos utilizando
diferentes biotecnologias reprodutivas surge como uma alternativa para se evitar a perda de material genético de
animais de alto valor zootécnico. Cada biotécnica tem seus entraves, mas vale ressaltar aqui algumas
possibilidades para a aplicagdo das biotécnicas com seguranga em animais enfermos.

Inseminagio Artificial (14)

A inseminagio artificial ¢ uma técnica que tem como objetivo depositar o sémen diretamente no trato
genital da fémea apos a sua obtengdo (Silva, 1999). Essa técnica pode ser utilizada como um meio alternativo
quando da impossibilidade de realizagio de monta natural, devido a problemas anatémicos ¢ comportamentais,
ou ainda, quando se utiliza sémen congelado (Feldman e Nelson, 1996). Essa biotécnica também apresenta como
vantagens a possibilidade de armazenamento de sémen por tempo indefinido e a disseminacio mais rapida do
material genético de machos, bem como a redugio de custos e de estresse com transporte de animais (Silva et al.,
2001).

A transmissdo de patogenos pelo sémen ¢ bastante relevante, uma vez que na lA virias fémeas sio
inseminadas com um tnico ejaculado, havendo, dessa forma, a possibilidade de introdugdo de novas cepas de
microrganismos mais virulentas em um rebanho inteiro (Andrioli ef @l.. 2003). Sendo assim, a utilizagio de
sémen requer um cuidado redobrado, visto que este pode ser contaminado de varias formas.

O sémen pode ser contaminado por microrganismos procedentes dos testiculos, do epididimo, das
glandulas anexas, da uretra e do preplcio, ou os patégenos podem ganhar acesso ao sistema reprodutor, pelo
sangue e liquidos tissulares extravasados para esse sistema, nas bacteremias ou viremias, ou no caso de qualquer
inflamagao ou infec¢do nesses orgaos. Além disso, o sémen pode contaminar-se no meio externo, por agentes
presentes no ambiente, na pele do reprodutor, nos materiais utilizados (caso ndo sejam adequadamente
esterilizados) na coleta ¢ manipulagdo do sémen, e, no caso da congelagio do sémen em pellets, pode ocorrer
contaminagdo no nitrogénio liquido a partir de outras amostras de pellets contaminados (Hare, 1985; Thibier ¢
Guérin, 2000),

Fatores como lesdes, inflamagdes e infecgdes no drgdo reprodutor podem desencadear maior fluxo de
celulas sangiiineas para o sémen e, juntamente com estas celulas, podem ser carreados patogenos. Outros
aspectos importantes como o estagio da doenga, o estado imunologico ou nutricional ¢ a associagiio com outras
enfermidades podem ser relevantes para a contaminagdo seminal (Concha-Bermejillo ef al., 1996; Pinheiro ef al.,
2001).

Atualmente, o comércio de sémen ¢ mais procurado do que o de animais, em virtude do
desenvolvimento das téenicas de criopreservagdo desses materiais associado a vantagens como praticidade,
economia e aspectos sanitarios do coméreio de germoplasma. Porém, as pesquisas sobre o risco de disseminagio
de patdogenos via sémen ndo foram totalmente clucidativas, sendo uma necessidade atual o incremento dessa
linha de pesquisa para um melhor controle do avango das enfermidades viricas, principalmente daquelas de
carater cronico, em que o aparecimento de sintomas ¢ tardio (Andrioli et al., 2003).

Pelo fato de se ter observado que alguns virus, como os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)
apresentam-se no sémen de forma intermitente, ou seja, apenas alguns ejaculados apresentam o patdgeno
(Concha-Bermejillo et al., 1996: Andrioli-Pinheiro, 2001), uma alternativa para utilizar o material genético
esses animais seria o de testar aliquotas de sémen por meio de técnicas moleculares mais sensiveis, como a
PCR, e utilizar apenas as amostras seminais negativas para o patogeno. Essa conduta é recomendada até mesmo
para aqueles reprodutores tidos como sadios, uma vez que estes podem estar com alguma virose de carater
crénico e ainda ndo se terem soroconvertido e, conseqlientemente, ndo demonstrarem sinais clinicos (Andrioli er
al., 2003).
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Transteréncia de Embrices (TE)

A transferéncia de embrides ¢ uma biotécnica que permite recolher embrides de uma fémea doadora e
transferi-los para fémeas receptoras com a finalidade de completarem o periodo de gestagio. Sua importancia
bdsica para a produgdo animal consiste na possibilidade de uma fémea produzir um nimero de descendentes
muito superiores ao que seria possivel obter fisiologicamente durante sua vida reprodutiva. Para o melhoramento
zooteécnico, essa biotéenica ¢ um importante instrumento porque acelera e confere maior precisdo no processo de
selegdo animal (Reichenbach er af., 2001).

Um pouco diferente do que acontece com o sémen, para que ocorra a transmissio de um patogeno pelo
embrido, ¢ necessirio que o patogeno esteja presente dentro do odcito, em associagdo ou mesmo aderido a zona
pelicida (ZP), ou que esteja presente nos fluidos no quais os embrides sdo recolhidos, manipulados,
criopreservados ou transferidos (Singh, 1987: Wrathall, 1995).

Outro fator importante na transmiss
quanto a predile¢do do patogeno pelo trato genital. Agentes carreados pelo sangue podem, também, ganhar
acesso ao trato genital, aumentando o risco no caso de qualquer hemorragia uterina, o que ocorre,
inevitavelmente, durante a colheita de embrides. No caso de outros agentes de doengas que tém predilegdo por

do de agentes pelo embrido ¢ a patogenia da doenga, especialmente

pele ou visceras, a probabilidade de contaminagio do embrido ¢ remota, todavia tais agentes, ocasionalmente,
produzem infecgdes generalizadas, e mesmo as localizadas podem causar contaminagio dos meios, das solugdes
e do equipamento (Andrioli ef af., 2003).

A TE torna possivel a obtengdo de um grande nimero de erias em um curto intervalo de tempo e tem
sido considerada a técnica mais segura para o transito internacional de material genético (Castro et al., 1992;
Philpott, 1993). Isto se deve a utilizagdo das normas sanitarias da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS) as quais tém o intuito de minimizar os riscos de transmissio de patégenos. Dentre essas
normas, esti a nio utilizagdo de embrides com zona pelicida rompida, pois essa regido se caracteriza como uma
barreira natural contra a entrada de patogenos no embrido. Outra téenica adotada ¢ a lavagem dos embrides, a
qual visa retirar por lavagem qualquer patégeno que possa estar aderido a zona pelticida, podendo se utilizar para
isto meios de lavagem que contenham enzimas que facilitem essa remogdo, como a tripsina (Pinheiro et al.,
2001).

Desta forma, a TE pode suprir a necessidade de rapida reposi¢do dos animais puros infectados, com
obtengdo de crias sadias e manutengdo da qualidade genética do plantel, possibilitando a importagio de material
genético com seguranga, mesmo se utilizando fémeas infectadas, obtendo, com isso, resultados satisfatorios no
ambito econoémico, sanitirio, reprodutivo e do melhoramento genético (Andrioli et al., 2003).

Produgdo in vitro de embrides (PIV)

Essa ¢ uma biotécnica utilizada, alternativamente, para acelerar a produgio de animais geneticamente
superiores ¢ impedir o descarte precoce de fémeas geneticamente privilegiadas e que ndo podem reproduzir de
forma natural ou até mesmo pela transferéncia de embrides. A PIV consiste nas etapas de colheita, maturagdo,
fecundagdo de oocitos e cultivo de zigotos (Gongalves et al., 2001).

Para essa biotecnologia, sio levados em consideragdo os mesmos riscos de contaminagao do sémen ou
dos embrides citados anteriormente. Valendo ressaltar que o espermatozdide pode, na ocasido da fecundagio,
carrear o patogeno consigo para dentro do oocito, podendo o agente da doenga estar no interior do
espermatozoide, na sua superficie ou no liquido seminal, o que ird comprometer todo o esforgo para produzir
embrides em larga escala.

Atualmente, para o uso dessas biotécnicas, existe um controle bem maior de infecgdes bacterianas, tanto
dos gametas que sdo submetidos a lavagens com solugdes assépticas para remover microrganismos que possam
estar aderidos a cles, quanto dos meios ¢ solugdes utilizadas na manipulagdo, que sio produzidos com assepsia
adequada e contém antibioticos na sua formulacido. Uma vez que diversos estudos foram realizados com sucesso,
testando-se o uso de antibidticos nos meios de coleta, maturagio, fecundagio e cultivo, os profissionais da drea
passaram a utilizar este recurso rotineiramente para prevenir possiveis contaminagdes (Gongalves et al., 2001).

Pensando nisso, Givens ef al. (2006) testaram a utilizagdo de um composto antiviral o 2-(4-[2-
imidazolinil] fenil)-5-(4-metoxilenil) furano (DB606) contra o virus da diarréia viral bovina (BVDV), na
produgdo in vitro de embrides bovinos, observando que a utilizagio do antiviral ndo interferiu no sistema de
cultivo dos embrides, nem nas taxas de prenhez, nascimento e¢ viabilidade de neonatos. Esse experimento

demonstra a possibilidade de utilizagdo de agentes antivirais como medida preventiva contra contaminagdes por
virus em meios de maturagio, fecundagdo e de cultivo de odcitos, espermatozdides e embrides manipulados in
vitro. Semelhante ao que ji ocorre com a utilizacdo de antimicrobianos contra bactérias e fungos nas
biotecnologias reprodutivas, os antivirais podem ser tambeém utilizados preventivamente em todas as
manipulagdes, necessitando para isto da realizagdo de pesquisas para elucidar a agdo efetiva dos antivirais ¢
avaliacdo dos efeitos citotoxicos deles para as células reprodutivas, o que poderd possibilitar no futuro a
utilizagdo de material genético de animais com infecgao viral.
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Manipulagdo de oocitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA)

A MOIFOPA ¢ uma biotécnica que consiste no isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais (FOPAS)
a partir de ovarios, seguido das ctapas de conservagdo ¢/ou cultivo folicular, visando ao crescimento, maturagio
¢ fecundagdo in vitro dos oodcitos previamente inclusos em FOPAS. As vantagens do emprego atual e futuro
dessa biotécnica vio desde o aumento da eficiéncia reprodutiva de animais de alto valor zootécnico, passando
pela utilizagdo de ovarios de animais portadores de patologias graves de ovidutos e/ou Utero, até a recuperagdo
de rebanhos eliminados por problemas sanitarios (Figueiredo er al., 2001).

Recentemente, em cabras portadoras do virus da artrite encefalite caprina, Silva (2006) observou pela
téenica de PCR nested a presenga desse virus nos foliculos pré-antrais desses animais, porém, ainda nio se sabe
a localizagdo exata desse virus no foliculo, se no odcito, ou nas células da granulosa, as quais ja demonstraram
ser permissivas a esse virus in vitro (Lamara er al., 2001).

Para se evitar a contaminagdo de foliculos pré-antrais em cultivo, o ideal seria realizar um teste

diagnostico molecular nas amostras do tecido ovariano e, ainda assim, mesmo com o resultado negativo para
algum patdgeno, seria aconselhdvel realizar o cultivo dos foliculos iseladamente, para que um tnico foliculo
contaminado ndo venha a comprometer os demais.

Criopreservagdo

A técnica de criopreservagdo de gametas foi desenvolvida com intuito de formar bancos de
germoplasma animal. Esta tem sido protocolada e utilizada para a preservagio de material genético como sémen
(Storey et al., 1998), embrides (Otoi ef al., 1998) ¢ odcitos oriundos de foliculos antrais (Bosch ef al., 2004;
Mochida et al., 2003) e pré-antrais (Amorim et al., 2003; Rodrigues er af., 2004) de alguns animais domésticos.

O objetivo da preservagdo consiste em garantir que as células permanegam com uma baixa taxa
metabolica durante um determinado periodo de estocagem, podendo, durante esse periodo, serem resgatadas a
fim de continuar o seu desenvolvimento normal. Entretanto, para que isso seja possivel mesmo apos longos
periodos de preservagdo, alguns fatores essenciais para a sobrevivéncia das células devem ser levados em
consideragdo, tais como: temperatura, tempo de preservagio, tipo e concentragio do crioprotetor, dentre outros
(Santos et al., 2004).

Ja foi citada a possibilidade de contaminagio de amostras seminais criopreservadas em pellets por meio
de nitrogénio liquido, a partir de outras amostras de pellets contaminados inseridos em tal cultura, o que também
poderia acontecer com embrides ou oocitos (Hare, 1985; Thibier e Guérin, 2000). A conservagio de material
genético também pode ser feita por meio de fragmentos de ovdrio, sendo esta uma opgdo estratégica para
conservar as fungdes gametogénicas ¢ esteroidogénicas, porém esses fragmentos sdo utilizados posteriormente
para transplante, seja para o mesmo animal ou ndo (Santos ¢/ al., 2004), podendo conter patdogenos que venham a
contaminar outras amostras por meio do nitrogénio liquido ¢ também as receptoras do fragmento transplantado.

Para que isto ndo venha a ocorrer, seria ideal que cada amostra, antes de ser criopreservada, fosse
testada por meio de téenicas bastante sensiveis como a PCR, sendo as amostras positivas descartadas ¢ somente
as negativas preservadas para poderem posteriormente ser utilizadas com seguranga (Silva, 2006).

Transgénese

() objetivo da hiotéenica de transgénese ¢ produzir animais que possuam uma incorporagio estivel de
fragmento de DNA exodgeno em sua linhagem germinativa. As técnicas atualmente adotadas na obtengao de
animais transgénicos sio: microinjegdo de genes em prontcleos de odcitos fecundados, transferéncia de DNA
mediada por espermatozoides durante a fecundagdo in vitro, transferéncia nuclear com células somaticas,
biobalistica, dentre outras (Wheeler et al., 2001).

A transgénese € a Unica biotecnologia da reprodugio em que a presenga de um virus em alguns casos é
de fundamental importancia, isto porque um dos métodos de transferéncia de genes ¢ utilizando-se retrovirus
(Varmus, 1998).

Os retrovirus sdo virus pertencentes a familia Retroviridae: sio RNA virus que possuem a enzima
transcriptase reversa, imprescindivel_para sua replicagdo, capaz de promover a sintese de uma copia de DNA de
fita dupla a partir do RNA viral. Pela a¢do da integrase, o DNA transcrito ¢ integrado de forma estavel ao
genoma da célula hospedeira, comportando-se. entdo, como um gene celular residente, podendo permaneccer
dessa forma por longos periodos ou prosseguir a sua replicagio com posterior tradugio de proteinas, montagem
da particula viral e saida dessa da célula por brotamento (Peganha ef al., 2002).

Por esta capacidade de traducio e integracdo ao genoma celular, os retrovirus sio utilizados como um
sistema natural de transferéncia para introduzir DNA em varios tipos de células de mamiferos. Tanto retrovirus
naturais, quanto aqueles produzidos por engenharia genética podem ser utilizados para infectar células de
embrides de mamiferos. A principal vantagem da transferéneia de genes, mediada por retrovirus, ¢ a facilidade
téenica de expor virus a embrides em virios estidios de desenvolvimento. No entanto, o tamanho da seqiiéncia
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de DNA transferida ¢ limitado, € o gene inserido ndo é sempre expresso na segunda geragio (Varmus, 1998).

Apesar de se empregar agentes infecciosos, o controle sanitario nessa biotecnologia ¢ imprescindivel,
mas vale ressaltar que o risco de contaminagio ¢ descartado quando se faz uso de retrovirus inespecificos para a
espécie animal em que se deseja empregar esta biotécnica. Desta forma, o virus utilizado deve ser inofensivo
para os embrides transgénicos.

A realizacio de estudos com o intuito de se averiguar a sanidade e a possibilidade de utilizagio do
material genético de animais acometidos por enfermidades viricas ¢ importante, as principais razoes ja foram
citadas anteriormente. Porém. deve-se ter cuidado para que o uso de biotecnologias ndo venha a veicular ainda
mais patdgenos. Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos de diagndstico pelo uso da biologia molecular
vem cada vez mais auxiliar o controle de enfermidades viricas nos rebanhos.
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