A Artrite Encefalite Caprina (AEC), causada pelo lentivirus

caprino (LVC), é uma enfermidade crénica, incuravel e
multisistémica (Cork et al. 1974). A ocorréncia da AEC em
um rebanho caprino leva a perdas econémicas considera-
veis, inclusive a queda na producéo de leite.

Para o controle efetivo dessa enfermidade, é importante
que os métodos de diagndstico identifiquem todos os
animais portadores, visto que a AEC é, muitas vezes,
assintomatica e pode ser transmitida pelo contato direto
entre os animais, além de apresentar varias outras vias de
transmissao (ingestao de leite/colostro; secrecdes; instru-
mentos perfurantes contendo sangue de animais contami-
nados, dentre outras).

Dessa forma, a manutencao de animais falso-negativos no
rebanho representa sérios problemas sanitéarios, dificultan-
do o controle da doenca.

Os testes diagndsticos podem ser divididos em dois tipos:
os que detectam os anticorpos, por exemplo, o teste de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e o enzyme linked
immunoassay (ELISA) e, os que detectam diretamente o
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agente, que sdo isolamento viral, a hibridizacéo in situ e a
reacdo de cadeia da polimerase (PCR).

Devido a confiabilidade e a facilidade na coleta das amos-
tras, os testes para deteccao de anticorpos anti-AEC, como
o IDGA e o ELISA, permanecem sendo os mais utilizados.

Como a infeccdo dos mondcitos e macréfagos pelos
lentivirus é persistente e ha a recorrente expressao dos
genes virais estimulando o sistema imune (Cheevers et al.
1988) ha, normalmente, anticorpos circulantes no soro
dos animais infectados.

No entanto, o nivel de anticorpos circulantes varia entre
animais e no mesmo animal, dependendo do seu estado
fisiolégico. No teste de IDGA, a reacao positiva sé ocorre
num nivel determinado de anticorpos, de forma que, se o
nivel de anticorpos estiver abaixo do detectavel, o animal
seré falso-negativo ao teste.

Dentre as técnicas utilizadas para o diagnéstico direto de
patdégenos, destaca-se a PCR, cujo objetivo é a amplifica-
cao in vitro dos acidos nucleicos, permitindo a obtencao
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de milhares de cépias de uma seqiiéncia especifica de
DNA.

A PCR vem sendo adotada em todo o mundo na pesquisa de
microorganismos devido a sua especificidade, sensibilidade e
rapidez de resultados (Belak & Ballagi-Pordéany, 1993).

Os primeiros trabalhos sobre o uso da PCR apareceram no
final dos anos 80, e tém sido de grande importancia para o
diagnéstico de doencas virais, em varias amostras de
tecidos e secrecdes de animais. A vantagem da PCR é que
esta técnica pode detectar pequenas quantidades de DNA
viral presentes no material, amplificando-o em quantidades
identificaveis.

Até mesmo patdgenos de dificil crescimento em cultivo in
vitro ou que se encontrem sob estado de laténcia ou
integrados ao genoma do hospedeiro, ou microorganismos
mortos, podem ser detectados por essa técnica.

Dentre as vérias doencas virais de importancia veterinaria
ja detectadas por PCR, estdo as lentiviroses de pequenos
ruminantes (LVPR) (Zanoni et al., 1990).

A PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNA proviral
do lentivirus de caprinos em diferentes amostras, como:
sangue, liquido sinovial, leite e soro do leite, tecidos e
sémen (Reddy et al., 1993; Rimstad et al., 1994;
Barlough et al., 1994; Clavijo & Thorsen, 1996; Andrioli
et al., 2006).

No caso dos LVPR, essa técnica é particularmente impor-
tante para a identificacdo de animais que apresentam
soroconversao tardia ou com resultado sorolégico duvido-
so (Rimstad et al., 1993). Porém, parece nao haver relacao
entre o nivel de anticorpos e o resultado positivo a PCR
(Barlough et al., 1994) e nem todas as amostras de
sangue positivas aos testes sorolégicos sdao também
positivas na PCR (Reddy et al., 1993).

Zanoni et al. (1990) demonstraram que a deteccdo do DNA
proviral do LVPR em cultivo celular pode ser obtida um dia
ap6s inoculacao e que o PCR apresentou alta sensibilidade,
sendo capaz de identificar o virus em uma célula infectada
dentro de uma cultura contendo 106 células.

Barlough et al. (1994), observaram que uma amostra com
trés mil mondcitos contendo de 30 a 240 células
infectadas foi suficiente para gerar resultados positivos na
PCR. Os autores avaliaram a quantidade de mondcitos de
amostras de sangue de cinco caprinos positivos para a
AEC, diluiram essas amostras e realizaram PCR de cada
uma delas para determinar, por calculos, o nimero de
mondcitos necessarios para obter reacdo positiva na PCR.
Os dados revelaram uma quantitativa diferenca no nivel de

células associadas ao virus entre os cinco animais testados,
os quais variaram de 10%a 10® mondcitos para a deteccéo.

Dessa forma, parece que a taxa de infeccao dos mondcitos
varia entre individuos portadores da AEC, provavelmente
devido ao nivel de restricdo da expressao viral (Narayan et
al., 1983).

O objetivo deste trabalho foi padronizar um método eficaz de
extracao do DNA-proviral do LVC em amostras de sangue.

Foi coletado sangue em tubos vacuntainer de 5ml com
EDTA, de trés machos caprinos da raca Anglo-nubiana,
com infeccdo comprovada sorologicamente por

Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA).

Em seguida, as amostras de sangue foram processadas,
segundo trés protocolos de extracao:

Protocolo “A”, segundo Walsh et al. (1991):

- Colocar 5ul de sangue em tubos de eppendorf
contendo 1ml de dgua destilada MilliQ autoclavada;

- Homogeneizar e centrifugar (1500g) por trés
minutos;

- Retirar o sobrenadante e acrescentar ao pellet 200ul
de Chelex a 5%;

- Incubar as amostras a 56°C em banho-maria por
30 minutos e em vortex por 10 segundos;

- Incubar a 95°C, por oito minutos, e em vortex por
10 segundos;

- Centrifugar a 1000-1500g por trés minutos;
- Armazenar as amostras entre 2 e 8°C.
Protocolo “B”, segundo Caldas et al. (2000):

- Centrifugar 5ml de sangue por seis minutos a
4000g;

- Retirar a camada de leucdcitos (100ul) e colocar em
eppendorf, juntamente com 500ul de solucédo de tris
EDTA;

- Centrifugar por mais seis minutos a 4000g, retirar o
sobrenadante e repetir a operacao;

- Apds a segunda centrifugacéo, o sobrenadante
deve ser retirado. Ressuspender o pellet em 500ul de



Tampao K (10mM de Tris HCI pH 8,0; 50mM de KCI;
2mM de MgCl, 0,5% de Tween 20; 100ug/mL de
proteinase K = 0,1ug/ulL);

- Incubar as amostras em banho-maria por 45
minutos, a 56°C;

- Incubar a 95°C por 10 minutos;
- Armazenar as amostras entre 2°C e 8°C.
Protocolo “C*, segundo Panteleeff et al. (1999):

- Centrifugar 5ml de sangue por seis minutos a
4000g;

- Retirar a capa de leucdcitos (100ul) e acrescentar
1ml de PBS;

- Centrifugar a 1100g por cinco minutos;

- Retirar o sobrenadante e acrescentar mais 1ml de
solucdo tampado salina, repetindo a operacao;

- Retirar o sobrenadante e acrescentar ao pellet 1ml

de tampao de lise (10mM Tris-HCI, pH 8,3; 50mM KCI;

100ug de gelatina; 0,45% de tween 20; 0,45% nonidet
P-40; 60ug de proteinase K por mL);

- Incubar a 56°C por 90 minutos;
- Incubar as amostras por 20 minutos a 95°C;
- Centrifugar a 1100g por sete minutos;

- As amostras devem ser armazenadas a 20°C
negativos.

Na amplificacdo do DNA, foram utilizados dois pares de
oligonucleotideos iniciadores, determinados a partir da
regido gag da amostra padrdao CAEV-Cork (Saltarelli et al.,
1990), sendo os iniciadores P1 = 5'CAAGC
AGCAGGAGGGAGAAGCTGS' (posicao genémica 953-
975) e P2 = 5'TCCTACCCCC ATAATTTGATCCACS3'
(posicdo gendmica 1249-1226), descritos por Barlough
et al., (1994), que amplificaram um fragmento alvo de
297 pb. Em seguida, foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores internos P3 =
5'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3' (posicao
genOémica 997-1024) e P4 = 5" ACCTT
TCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3' (posicdo gendbmica
1181-1154) para a segunda amplificacdo (Nested PCR),
para a obtencdo de um fragmento alvo final de 185 pb
(Rimstad et al., 1993).
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A reacdo de PCR Nested (PCRn) foi realizada segundo
metodologia de Barlough et al. (1994), com algumas
modificacdes. A reacdo consistiu de um volume total de
50uL, contendo: tampéo Tris HCI (pH 8,3) 10mM; KCI
50mM; MgCI2 1,5mM; Gelatina 0,001% (p/v); dNTP,
100 uM de cada; TMAC 5uM ; 20pmolL de cada
oligonucleotideo iniciador (ciclo 1 — iniciadores P1 e P2;
ciclo 2 - iniciadores P3 e P4); Tag DNA polimerase (2 Ul);
DNA da amostra: 3uL no ciclo 1 e 1 uL de produto do
ciclo 1 no ciclo 2, sendo o volume final completado com
agua destilada MilliQ autoclavada.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador (Programmable Thermal Controller, PTC-
100, MJ Research, Inc.), com os seguintes termais: um
ciclo inicial para desnaturacédo a 94°C por 5 minutos;
seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto; 56°C por 1
minuto, 72°C por 45 segundos; seguidos de extensao
final a 72°C por 7 minutos e término a 4°C.

As amostras amplificadas e os controles positivo e
negativo, juntamente com o marcador molecular, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE
(tris, borato e EDTA 0,1X), corado com brometo de etidio
(0,5ug). Cada amostra (15uL) juntamente com 3yl de
tampao da amostra, foi submetida a eletroforese em cuba
horizontal, com TBE (0,5X), por 60 minutos (2amp e 90
volts). A visualizacdo dos fragmentos amplificados de
DNA foi feita em transiluminador de luz ultravioleta.

Resultados

O protocolo B amplificou o DNA-proviral no sangue de
dois animais, enquanto que os protocolos A e C, amplifica-
ram em apenas um. E importante notar que esses dois
protocolos detectaram o DNA-proviral em animais diferen-
tes (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacéo dos protocolos de extracdo do
DNA-proviral do LVC em sangue.

Animal Protocolo A Protocolo B Protocolo C
1 + + -
2 - + +
3 - - -

0O animal 3, embora portador do virus, ndo apresentou
resultado positivo em nenhum dos protocolos testados,
indicando que as técnicas testadas ou nao sado capazes de
detectar 100% das amostras, ou o DNA viral ndo estava
presente no seu sangue. De Andrés et al., (2005) também
observaram que a PCR néo é capaz de detectar todos os
animais portadores do LVC.
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Fig. 1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. PCR de amostras
de sangue, bandas de 185pb, sendo: M- marcador DNA Ladder; 4,5, 6 e
7 - amostras positivas; 1,2,3 e 8 - amostras negativas; 9 - controle
positivo e 10 - controle negativo.

A realizacdo de apenas um teste de IDGA também nao é
suficiente na deteccédo do lentivirus caprino. Além disso,
foi observado que em amostras de sangue (PCRn) e soro
(IDGA) coletadas conjuntamente, ocorriam resultados
discordantes nos testes (Andrioli, 2006).

Embora a PCR identifique animais portadores do LVC antes
da soroconversao, tem-se relatado que apos a
soroconversao a PCR é menos sensivel quando comparada
aos testes soroldgicos, de forma que ha recomendacéao que
se utilize a associacdo dos dois testes num programa de
controle (De Andrés et al., 2005).

A dificuldade em amplificar o DNA-proviral dos lentivirus
pode estar na sua caracteristica de alta taxa de mutacao
(Suarez & Whetstone, 1997). A variacado das seqliéncias de
bases no genoma dos lentivirus afeta a eficiéncia da PCR,
pois esta é intimamente dependente da complementaridade
entre os primers/ templates (Pasick, 1998). Os LVPR
apresentam grande variacdo antigénica (Ellis et al., 1988) e
existem também variacoes fenotipicas que refletem o
potencial patogénico do virus (Pasick, 1998).

Em continuidade ao experimento, elegeu-se o protocolo de
extracao B para ser utilizado em sete reprodutores portado-
res do virus da AEC, sendo que todas as amostras
apresentaram resultados positivos.

Devido a ocorréncia de falsos negativos nos testes de
IDGA e PCR, indica-se a associacao dos dois testes para o
controle da AEC.

Para padronizar o protocolo de extracdo do DNA-proviral
do LVC em sangue, é necessério determinar a sensibilidade
e a especificidade do teste, além da repetibilidade dos
resultados, sendo que essas acoes estao sendo realizadas
no laboratério de biologia molecular da Embrapa Caprinos.
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