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Apresentacao

A partir de 1976, importacoes de caprinos de racas exoticas,
procedentes de varios paises, buscaram a introducao de potencial
genético leiteiro, tendo ocorrido também a efetiva introducao de
agentes infecciosos no Brasil pela importacao de caprinos sem
adequados critérios sanitarios, com consequente dispersao de doencas
infecciosas entre os rebanhos nacionais, dentre elas a CAE - artrite
encefalite caprina.

Os avancos das técnicas de conservacao de sémen, aliados ao aumento
da importancia econdmica da caprinocultura favorecem o seu
intercambio nacional e internacional. Somando-se a isto, a inseminacao
artificial possibilita a concepcao de um expressivo niumero de fémeas,
num curto intervalo de tempo, no entanto, pouco se sabe do risco da
transmissao de agentes patogénicos pelo sémen.

A deteccao do CAEV no sémen de caprinos, pela técnica de PCR
demonstra o risco da transmissao do CAEV pelo sémen e preencheu
uma lacuna no controle da CAE, pois desde que a CAE se expandiu nos
rebanhos nacionais e medidas de controle foram estabelecidas, a partir
do conhecimento das suas principais vias de transmissao, ainda se
questionava muito, sobre a possibilidade de uso dos reprodutores
contaminados, havendo a recomendacao de que deveriam ser
descartados, o que causou muito desconforto aos criadores, visto que a
maioria dos animais eram de alta linhagem e consideravel valor
econdémico.

A PCR demonstrou sua eficacia como teste controle em aliquotas de
sémen, sendo um teste importante na selecao e no comércio de
animais ou sémen, que uma vez colocado em rotina sera de grande
utilidade para os rebanhos caprinos nacionais, sendo utilizado nos
programas de controle da CAE e em barreiras sanitarias.

Alice Andrioli
Pesquisadora da Embrapa Caprinos
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Selecao do Sémen de
Reprodutores Portadores do
Virus da Artrite Encefalite
Caprina Através da Técnica
de Reacao em Cadeia

da Polimerase

Alice Andrioli
Aurora Maria Guimaraes Gouveia
Raymundo Rizaldo Pinheiro

Introducao

A inseminacao artificial possibilita o uso e a comercializacdao do sémen
de excelentes reprodutores, permitindo a concepcao de um expressivo
numero de fémeas, num curto intervalo de tempo. No entanto, pouco
se sabe do risco da transmissao de agentes patogénicos pelo sémen
[congelado ou diluido a fresco), ressaltando-se que, assim como é
expressivo o numero de cabras que irao ser emprenhadas pela
inseminacao artificial, também ha grande risco de ser expressiva a
transmissao e disseminacao de agentes patogénicos através do sémen,
sendo fonte de entrada de doencas, com repercussoes graves na
producao e na comercializacao destes rebanhos.

0s avancos das técnicas de conservacao de sémen, aliados ao aumento
da importancia econémica da caprinocultura e da auséncia de um
programa nacional de melhoramento genético na espécie caprina,
favorecem, ainda mais, o intercambio de sémen. Desta forma,
importacdes de caprinos de racas exoticas, procedentes de varios
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paises, buscaram a introducdo de potencial genético leiteiro, mas tendo
ocorrido, também, a introducdo de agentes infecciosos nos rebanhos
brasileiros pela importacao de caprinos, sem os devidos critérios
sanitarios e com consequente dispersdo de doencas entre os rebanhos
nacionais, dentre elas destaca-se a CAE - Artrite Encefalite Caprina.

A CAE é uma enfermidade de carater cronico, degenerativa, incuravel e
que apresenta alta prevaléncia nos rebanhos leiteiros brasileiros, sendo
causa de grandes perdas econémicas ao agronegdcio da caprinocultura.
O conhecimento das vias de transmissdo do lentivirus caprino - CAEV,
possibilita o delineamento de medidas de controle e a futura
erradicacao da enfermidade, sendo que esta meta é altamente
demandada pelos produtores, visto ser cada vez mais exigido
apresentar rebanhos livres da CAE, para o comércio Nacional e
Internacional.

Até recentemente, a deteccado do virus da Artrite Encefalite Caprina a
Virus - CAEV em amostras de sémen nédo havia sido descrita,
provavelmente em funcé@o da pouca sensibilidade das técnicas utilizadas
na deteccao de particulas virais. Porém, Pinheiro (2001) demonstrou
pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase Nested (PCR-Nested) a
presenca do CAEV em 20 amostras de sémen congeladas (35,7%),
provenientes de um total de 56 amostras coletadas de sete
reprodutores, naturalmente infectados, das racas Parda Alpina, Anglo
Nubiana, Saanen e mesticos (Pardo Alpino e Moxotd). Este resultado
demonstra o risco da transmissao do CAEV pelo sémen, tornando-se
relevante a restricdo do uso de bodes e sémen de caprinos
contaminados pelo CAEV.

A deteccado do CAEV foi realizada pela técnica de PCR-Nested, sendo
uma técnica laboratorial que possui alta sensibilidade, ou seja,
consegue detectar quantidades minimas do patégeno nas amostras e
de alta especificidade, que comprova que o patégeno identificado é o
CAEV. Além disso, ap6s ser padronizado, o teste é prético e rapido,
pois os resultados podem ser fornecidos em 24 horas e o custo de cada
teste gira em torno de trés délares.

E relevante a problematica causada pela deteccdo de um reprodutor
com CAE num rebanho, pois caso seja ele abatido havera grande perda
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do valor econémico e genético do animal. Por outro lado, a

permanéncia deste animal no rebanho representa significativo
detrimento do agronegocio, visto que podera ocorrer infecao das
matrizes e do nascimento de crias infectadas, tanto pelo uso da
inseminacao artificial como pela monta natural, levando
iremediavelmente a diminuicao da producao do rebanho, a necessidade
de se implantar um rigoroso programa de controle da CAE, a restricao
na venda de animais, a depreciacao do rebanho, além da necessidade e
do custo do monitoramento do estado sanitario do rebanho por testes
diagnostico do CAEV.

A deteccao do CAEV no sémen de caprinos, pela técnica de PCR,
preencheu uma lacuna no controle da CAE, pois desde que a CAE se
expandiu pelos rebanhos nacionais e medidas de controle foram
estabelecidas, a partir do conhecimento das suas principais vias de
transmissao (colostro/leite e contato direto), ainda se questionava
muito, sobre a possibilidade de uso dos reprodutores contaminados,
havendo a recomendacao de que deveriam ser descartados, o que
causou muito desconforto aos criadores, visto que a maioria dos
animais eram de alta linhagem e consideravel valor econémico.

A PCR demonstrou sua eficadcia como teste controle em aliquotas de
sémen, além disso, foi observado que a presenca do virus no sémen
nao é constante, desta forma o teste de PCR em uma aliquota de
sémen podera ser um recurso para uso de caprinos de alto valor
genético. A PCR também € um teste importante na selecao e no
comércio de animais ou sémen, e uma vez colocado em rotina sera de
grande utilidade para os rebanhos caprinos nacionais, sendo utilizado
nos programas de controle e erradicacao da CAE e em barreiras

sanitarias.

A Técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase - PCR

A técnica de reacao em cadeia da polimerase PCR, foi primeiramente
descrita em 1985, na Conferéncia da Sociedade Americana de Genética
Humana, e devido ao seu grande impacto na biologia molecular é uma
das técnicas que mais se desenvolveu nas ultimas décadas. Desta
forma, a PCR vem sendo adotada em todo o mundo na pesquisa de
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microrganismos devido a especificidade, sensibilidade e rapidez de seus
resultados.

Os primeiros trabalhos sobre o uso da PCR no diagnostico veterinério
apareceram no final dos anos 80, e tém sido de grande importancia
para o diagnoéstico de doencas virais, em varias amostras de animais,
visto que os métodos de diagndstico tradicionais requerem longos e
complexos procedimentos, como cultivo de células e microscopia
eletrénica.

A técnica de PCR permite detectar pequenas quantidades de DNA viral
presentes no material, amplificando-o em quantidades identificaveis.
Até mesmo patdégenos de dificil crescimento em cultivo ou que se
encontrem sob estado de laténcia ou integrados ao genoma do
hospedeiro ou, ainda, microrganismos mortos, podem ser detectados
pelo método.

A amplificacao /in vitro dos acidos nucleicos pela PCR permite a
obtencao de milhares de copias de uma sequéncia especifica de DNA,
imitando o fendmeno de replicacao natural que ocorre /n vivo nos seres
vivos, ou seja, uma nova fita de DNA complementar ao molde desejado
pode entdao ser enzimaticamente sintetizada. O molde de DNA fita Unica
é obtido por desnaturacao pelo calor do DNA de fita dupla. Os
iniciadores ou "primers" se ligam no DNA a que se deseja amplificar e
na presenca de DNTPs a nova fita é copiada (extensado), com a acédo de
uma enzima DNA polimerase. O esquema de desnaturacdo, o
anelamento dos iniciadores e extensao sao chamados “um ciclo”.

A repeticao de ciclos leva a amplificacdo do DNA. As trés reacdes
ocorrem no mesmo tubo, com 0s mesmos reagentes, variando-se
apenas a temperatura. Cada fita de DNA, novamente criada, contera
um sitio de ligacao para o outro "primer”, e deste modo, cada nova fita
de DNA se torna um molde para caracterizar um ciclo de amplificacéo.
Repetidos ciclos de amplificacdo, teoricamente, levam a sintese em
exponencial de fragmentos de DNA. Teoricamente, apdés 30-40 ciclos,
a fita inicial de DNA ter4 sido amplificada na ordem de 10° vezes.
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Dentre os principais usos da PCR podem-se destacar:

v diagndstico de doencas infecciosas, determinando o DNA do agente
etiologico em amostras de animais, sendo que a técnica é
particularmente importante para a identificacado de animais que
apresentam soro conversao tardia ou de resultado sorolégico duvidoso;
v diagndstico de doencas genéticas;

v mapeamento genético - localizacdo e manipulacdo de loci
cromossomicos relacionados com caracteristicas produtivas ou de
susceptibilidade e resisténcia a doencas;

v permite a pesquisa e o estudo dos agentes etioldgicos,
possibilitando uma avaliacdo minuciosa da variabilidade viral;

v permite o estudo da evolugcdo molecular, pois a anélise de seqliéncia
de nucleotideos fornece dados a respeito da histéria evolutiva das
espécies;

v possibilita a amplificacdo de DNA de tecidos embebidos em
parafina, permitindo o estudo retrospectivo de enfermidades;

v permite identificar e diferenciar microrganismos que possuem
fatores de viruléncia como as toxinas, identificando se o DNA do
agente possui o gen que codifica tais toxinas;

v é utilizada na sexagem de embrides, pela deteccao da seqiéncia
especifica do DNA do cromossoma sexual Y.

Uma vez que as condicGes da reacdao sejam otimizadas, a técnica
confere alto grau de especificidade, sendo que a PCR pode detectar o
agente desejado em amostras altamente contaminadas por outros
microrganismaos.

Vantagens da Técnica de PCR

v as principais vantagens da PCR s3@o a sua alta sensibilidade e
especificidade;

v rapidez do diagndstico, ou seja o resultado é obitido em 24 horas
utilizando a técnica padrao, e caso haja a necessidade de comprovacao
por restricdo enzimatica adicionam-se mais 36 horas;

v elevada capacidade de deteccdo, inclusive de agentes em estado de
laténcia, mortos, integrados ao genoma ou de dificil crescimento em
cultivo do hospedeiro;

v’ uma vez que ndo depende de microrganismos vivos para
diagnéstico, torna-se uma técnica segura, pois o diagndstico de

agentes altamente danosos como o virus da hepatite B podera ser
pesquisado apds a inativacao;



14

Selecdo do Sémen de Reprodutores Portadores do Virus da Artrite Encefalite Caprina
Através da Técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase

v’ a técnica de PCR é altamente versatil, tanto em variedade de
amostras, as quais podem ser analisadas, quanto a variedade de
microrganismos que podem ser estudados;

Restricoes

v’ Necessidade de prévia padronizacdo e otimizacdo quando um novo
agente etiolégico é pesquisado ou se utiliza outro tipo de amostra
(sangue, leite, semen entre outros);

v’ Possibilidade de contaminacdo com quantidades minimas de DNA,
resultando em falsos-positivos;

v’ Ha restricao no diagnéstico de uma enfermidade com agente
etiolégico desconhecido;

v’ O protocolo deve ser seguido minuciosamente, para ndo ocorrer
falhas na amplificacdo e, consequentemente, resultados falso
negativos.

Detecdo do CAEV em Sémen por PCR

Varias doencas virais de importancia veterinaria j4 possuem protocolos
padronizados de diagndstico pela técnica de PCR, e dentre eles estado
os lentivirus, como o virus da imunodeficiéncia bovina (Nash et al.,
1995ab) e os lentivirus de pequenos ruminantes (Zanoni et al., 1990).

A PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNAproviral do lentivirus
de caprinos em diferentes amostras como: sangue, liquido sinovial,
leite e soro do leite e tecidos (Reddy et al., 1993; Rimstad et al.,
1993; Barlough et al., 1994; Clavijo & Thorsen, 1996; Russo et al.,
1997).

O genoma do lentivirus caprino (CAEV) é composto de duas moléculas
idénticas de RNA, lineares, de cadeia simples, ndo complementares e
de polaridade positiva com tamanho de aproximadamente 10 Kb. O
genoma do lentivirus caprino CAEV Cork foi sequenciado por Saltarelli
et al. (1990). E formado pelos genes estruturais (gag, pol e env), os
quais sao traduzidos em proteinas que formam a particula viral,
regulatdrios (tat e rev) e auxiliares (vif, vpr/vpx, vpu e nef) e por duas
LTR (long terminal repeats seqléncias longas repetidas), localizadas
nas extremidades 5' e 3' do genoma e que contém toda a informacéo
essencial para o inicio e término da transcricdo (Gonda, 1994).
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Os genes gag e pol/ sao os mais conservados, enquanto que o gene env
¢ heterogéneo, devido a mutacdes pontuais (uma base) que ocorrem
durante a replicacao dos acidos nucleicos dos retrovirus, por “erros”
cometidos pela transcriptase reversa (Narayan & Clements, 1989).

Quanto a deteccao dos lentivirus no sémen, tem sido descrita a
presenca de fatores inibidores da sintese de acidos nucleicos presentes
no plasma seminal. Esses fatores interferem no uso do DNA como
template, pois parece que esses oligopeptideos se ligam ao DNA
(Lugaro et al., 1988). Porém varios trabalhos tém sido realizados com
o objetivo de utilizar a PCR na deteccao de patégenos no sémen, como
o virus da IBR (Silva, 1995). Da mesma forma a deteccao dos

lentivirus em sémen através da PCR foi obtida em humanos e em
diferentes espécies animais, incluindo os pequenos ruminantes
(Travassos et al., 1998, 1999; Andrioli et al., 1999, 2001; Concha-
Bermejillo et al., 1996; Mermin et al., 1991; Nash et al., 1995a;
Jordan et al., 1995).

Segundo Barlough et al. (1994), a sequéncia da regido gag foi capaz de
amplificar a maioria dos resultados positivos (69,4%), comparada as
regides pol, e isto pode estar relacionado a regiao gag por ser a mais
conservada. Baixa eficiéncia na amplificacao da regiao po/ foi reportada
por outros autores (Zanoni et al., 1992).

A PCR Nested aumenta a sensibilidade quando comparada a PCR
simples, e a combinacao do uso de PCR multiplos reduz o nimero de
falsos negativos (Suarez & Whetstone, 1997). Ja Barlough et al.
(1994) consideram que o uso de PCR duplo Nested é mais adequado
para identificar animais falso-negativos as provas sorolégicas.

A dificuldade em amplificar o DNA proviral dos lentivirus pode estar na
sua caracteristica de alta taxa de mutacao (Suarez & Whetstone,
1997). A variacao das sequéncias de bases no genoma dos lentivirus
afeta a eficiéncia da PCR, pois esta ¢ intimamente dependente da
complementaridade entre os primers e template (Pasick, 1998). Os
virus RNA de forma geral e particularmente os lentivirus apresentam
grande variedade de quasispécies, o que se atribui ao fato da RNA
polimerase ter, intrinsecamente, altas taxas de erro. Desta forma, os
lentivirus se reproduzem imperfeitamente e este mecanismo € (til aos
virus na sua habilidade de escape das defesas do hospedeiro e de
produzir infeccao persistente (Pasick, 1998).

15
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A variacdo na deteccdo do CAEV em ejaculados do mesmo animal
sugere que a presenca do DNA proviral no sémen de caprino ndo é
constante, o que estad de acordo com Jordan et al. (1999), que
observaram que a presenca do lentivirus no ejaculado de gatos varia
tanto entre animais quanto nos varios ejaculados do mesmo animal e
Concha-Bermejillo et al. (1996) que observaram que a presenca do
MVV em sémen de ovinos é intermitente. Como a presenca do CAEV
no sémen nao € constante, o material genético de excelentes
reprodutores poderia ser utilizado, desde que uma aliquota de sémen de
cada coleta seja analisada por PCR.

Apds a padronizacao da técnica PCR, em amostras de sémen para a
deteccao do DNA-proviral do lentivirus caprino, esta poderé estar a
disposicdo em laboratérios credenciais ou Centrais de inseminacao
artificial, em todo territério nacional.

O custo inicial de padronizacado e implantacdo da PCR é alto, até ser
colocada em rotina, incluindo gastos com equipamentos e material de
consumo. Porém, uma vez disponibilizada, o custo do diagnéstico da
PCR, por amostra, sera acessivel aos criadores, tornando-se uma
ferramenta util no teste do CAEV em partidas de sémen
comercializadas.

Técnica da Reacdao em Cadeia da Polimerase

Coletas de Sémen e Processamento

As coletas de sémen podem ser realizadas pelo método da vagina
artificial, enquanto que as amostras de sémen sao lavadas em Solucao
Krebs-Ringer-Fosfato na proporgcdo de nove partes da solucdo para uma
parte de sémen com centrifugacdo a 2.000 g durante 10 minutos,
sendo este um processo usual da Central de Tecnologia de Sémen da
Embrapa Caprinos. Ao sémen lavado, é adicionado diluente a base de
leite desnatado, glicose e glicerol. As amostras sdo envasadas,
submetidas aos vapores de nitrogénio liquido e em seguida imersas no
nitrogénio para proceder-se a congelacdo. Apds essa etapa, os pailletes
sdo armazemados em botijdo criobiolégico (-196°C).
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Reacao em Cadeia da Polimerase

Preparo de Controle Positivo e Negativo

A prova de PCR requer o preparo dos controles positivo e negativo, a
partir de monocamadas de células de membrana sinovial caprina (MSC),
sendo ou nao respectivamente, inoculadas com amostra do CAEV de
referéncia. As suspensoes celulares sao obtidas por tripsinizacao das
monocamadas. Depois de centrifugadas (6500g / 5 minutos) e
submetidas a duas lavagens com 10 mL de PBS, as células sao
ressuspensas em tampao hipertonico (0,32M sacarose; 10mM Trizma
hydrochloride, pH 7,5; 5,0mM MgCl2; 1,0% Triton X 100), para lise do
citoplasma (Higuchi, 1989), durante alguns minutos na temperatura
ambiente. Em seguida, o material deve ser centrifugado (2.500 rpm/10
minutos; Centrifugador Excelsa 2 FANEN, rotor 8X15 mL), sendo o
sedimento lavado com PBS e ressuspenso em 250 L de tampao de PCR
(10mM Tris.HCI, pH 8,0; 50mM KCI; 1,0mM MgCli2; 5% glicerol;
0,05% Tween20) e tratado com 100g de proteinase K/mL, durante 60
minutos a 56°C. Finalmente, a proteinase K sera inativada
termicamente (cerca de 100°C durante 10 minutos) e as amostras
acondicionadas em geladeira e, posteriormente, em freezer a -20°C.

Extracao do DNA

Para extracao do DNA viral as amostras de sémen devem ser filtradas,

individualmente, em coluna de Sephacryl S-400', segundo Santurde et al.
(1996) e, em seguida, as amostras sao incubadas a 56°C por 45 minutos

em solucdo contendo 200uL de Chelex 100° a 5%, 2uL de proteinase K
(10 mg/mL) e 7uL de DTT 1M. Apds centrifugacao por 10 segundos a
13.000g, os tubos serao colocados em banho de agua fervente por 8
minutos e a seguir centrifugados por trés minutos a 13.000g (Walsh et al.,
1991). O material deve ser acondicionado em geladeira até sua utilizacao
naprova de PCR.

Técnica de PCR

Utilizam-se dois pares de iniciadores derivados a partir das sequéncias
das regioes gag da amostra padrao CAEV-Cork (Saltarelli et al., 1990),
sendo os iniciadores 1 (5' CAAGC AGCAGGAGGGAGAAGCTG-3',
nucleotideos 953 a4 975) e 2 (5'TCCTACCCCC ATAATTTGATCCAC -

Pharmacia, Uppsala, Sweden
‘Sigma, EUA C- 7901
‘Gibco / BRL, EUA



18

Selecdo do Sémen de Reprodutores Portadares do Virus da Artrite Encefalite Caprina
Através da Técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase

3', nucleotideos 1249 & 1226) descritos por Barlough et al. (1994),
resultando na amplificacdo de um fragmento de DNA de 297pb. Os
iniciadores 3 (6'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3'
nucleotideos 997-1024) e 4

(5" ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3' - nucleotideos 1181 a
1154) foram utilizados na segunda amplificacdo, resultando num
fragmento final de 185 pb (Rimstad et al., 1993).

A reacado de PCR Nested deve ser realizada num volume total por
reacao de 50uL, os quais contenham: tampao Tris HCI {pH 8,3)
10mM; KCI - 50mM; MgClI2 1,5mM; Gelatina- 0,001 % (p/v); dNTP -
100M de cada; TMAC- 5M ; iniciadores 20pmoL de cada (Ciclo 1
iniciadores 1 e 2; Ciclo 2 iniciadores 3 e 4); Tag DNA polimerase 2 Ul;
Target DNA: Ciclo 1 - 3uL e Ciclo 2 - 1L produto do Ciclo 1 e agua Q
ultra pura 18 (Milli-Q) livre de DNAse, autoclavada 50ulLq.s.p.

As reacdOes de amplificacdo realizam-se em termociclador”, constituindo
num ciclo inicial para desnaturar as fitas de DNA, de 94°C por 5
minutos; 35 ciclos: 94°C - 1 minuto, 56°C - 1 minuto, 72°C - 45
segundos; extensao final a 72°C por 7 minutos; 4°C - até a coleta da
amostra.

Normas de seguranca necessérias para obtencao de um teste confiavel
devem se seguidas rigorosamente. Para prevenir contaminacoes, os
procedimentos de preparo das amostras de sémen, infeccao das
células, extracdo do DNA proviral, montagem da PCR e manipulacado do
material amplificado devem ser realizados em ambientes distintos.
Luvas de procedimentos, ponteiras com barreira para aerossdis,
microtubos e outros recipientes utilizados devem ser novos, estéreis e
descartaveis. As reacdoes de PCR sao montadas em unidade de fluxo
laminar classe Il exclusivo para manipulacdo. Reagentes estoques
(iniciadores, enzimas e tampodes) foram preparados em agua ultra pura
18 Q (Milli-Q) livre de DNAse, manipulados em cabine de fluxo laminar
livre de contaminacédo externa.

4Programmable Thermal Controller, PTC-100, MJ Research, Inc, EUA,
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¥

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

185pb —

Fig. 1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Reacdo em cadeia da
polimerase - PCR Nested de amostras de sémen de bodes infectados naturalmente com o
CAEV, bandas de 185pb. Sendo M - marcador DNA Ladder; 1, 2 e 3 - amostras positi-
vas; 4, 5, 6, 7, 8 - amostras negativas; 9 - controle positivo e 10 - controle negativo.

Analise dos produtos da PCR

Eletroforese
As amostras amplificadas e os controles positivo e negativo,

juntamente com o marcador molecularS, foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% em TBE (Tris, borato e EDTA 0,1X),
corado com brometo de etidio adicionado ao gel (0,5ug/mL). Cada
amostra (15ul), juntamente com 3uL de tampao da amostra, foi
submetida a eletroforese em cuba horizontal, com TBE {0,5X), por 60
minutos (Zamp e 90volts). A visualizacao das bandas de DNA sao
observadas ao transiluminador de luz ultra violeta, e registradas
fotograficamente (Figura 1).

Teste de Especificidade por Restricao Enzimatica

O uso de enzimas de restricdao, também chamadas de endonucleases de
restricao, tem a funcao de cortar em pontos especificos, moléculas de
DNA longas em fragmentos pequenos, que variam, geralmente, de
quatro a oito pares de bases. A clivagem ocorre por clivagem de uma
ligacao fosfodiéster, em cada fita, portanto, essas enzimas reconhecem
uma sequéncia de bases especifica na dupla hélice do DNA e cortam
ambas as fitas da hélice, em lugares determinados.

°100bp DNA Ladder, Gibco /BRL, EUA.
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Verifica-se o perfil de restricao enzimatica do DNA amplificado do

CAEV frente a enzima Bal IG‘, sendo esta diluida nos respectivos
tampoes que acompanham o kit seguindo as recomendacoes do
fabricante. As amostras e os controles foram incubados a 37°C, por
uma noite, e os produtos da restricao foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose como descrito acima. A enzima Bal | reconhece e
corta as sequéncia 5° ...TGC‘I’CCA....3' e a copia correspondente -
3°...ACCWGGT...5 ", desta forma, os fragmentos amplificados no
experimento de 185 pb resultam em dois fragmentos de 116 e 69 pb,
comprovando a especificidade desta técnica de PCR.

Sensibilidade da Técnica de PCR em Sémen

Quanto a sensibilidade do teste, a PCR identificou bandas de DNA -
proviral em 10" a 10" TCDI,,/50uL em sobrenadante de cultivo celular
inoculado, quando se utilizaram os iniciadores externos. Com a
realizacao da segunda etapa - PCR Nested, utilizando os iniciadores
internos, as bandas esperadas foram obtidas entre 10" a 10°°
TCDI,,/50uL, indicando que a PCR Nested possui boa sensibilidade para
identificacao do DNA-proviral do CAEV em sémen.

Consideracoes Finais

v' A presenca do CAEV no sémen sugere um risco potencial da sua
transmissao por esta via, tornando-se relevante maior controle nas
importacoes e comercializacao de reprodutores e sémen de caprinos.

v’ A técnica de PCR pode ser utilizada na deteccdo do CAEV no sémen
de excelentes reprodutores, por possuir alta sensibilidade e
especificidade, podendo ser um recurso importante no comeércio de
animais ou sémen.

v A intermiténcia da presenca do CAEV no sémen sugere que 0
material genético de reprodutores de alto valor poderia ser utilizado
em |A, desde que uma aliquota de sémen de cada coleta seja
analisada por PCR Nested, porém a possibilidade de transmissao do
virus pelo sémen PCR negativo ainda estad em estudo.

bPromega, EUA.
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