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Resumo

As doengas da reproducdo possuem peso importante nos indices de natalidade e de natimortos, na taxa
de prenhez e no retorno ao cio, causando inimeros prejuizos. Com o desenvolvimento da reagdo em cadeia da
polimerase na medicina veterinaria, é possivel reduzir essas perdas por meio do diagnostico de doengas genéticas
e infecciosas, além de esta ser uma tecnologia capaz de viabilizar procedimentos como identificagdo do sexo
embrionario e investigacdo de paternidade. Este trabalho traz uma revisdo de literatura sobre a aplicagdo desta
ferramenta molecular na reprodugido animal, abordando sua utilizagdo como suporte a novas biotecnologias, na
detecgdo de diversas doengas e no aumento da eficiéncia reprodutiva animal.

Palavras-chave: doengas, identificagdo do sexo, paternidade.

Abstract

The reproductive diseases have significant importance in the birth rate, rate of pregnant, return to
estrus and stillbirths, causing numerous losses. With the development of polymerase chain reaction in veterinary
medicine, it is possible to reduce these losses by the diagnosis of genetic diseases and infectious diseases, in
addition to being a technology capable of viabilize procedures for identification of embryonic sex and paternity.
This study brings a revision above the application of this molecular tool on Animal Reproduction, approach its
utilization like a support the new biotechnologies, to detection of patologies and to improve the efficiency of
animal reproduction.

Keywords: diagnostic diseases, paternity, sexing.
Introducao

Dentre as novas tecnologias, a aplicagdo da analise de DNA tem se intensificado bastante nos ultimos
anos, e o desenvolvimento do método de reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)
tem sido largamente empregado nas areas biologicas, em especial na medicina veterindria. A utilizagdo desta
técnica ¢ tdo ampla que podem ser editados compéndios sobre a metodologia de PCR em cada especialidade
diagnostica (Oliveira, 2003).

Particularmente na microbiologia, a atuacdo da biologia molecular é muito ampla, apesar de ser mais
usada na pesquisa e no ensino. Porém, muitas doengas infecciosas dependem de um diagnostico rapido e seguro,
que, com certeza, encontram solu¢do na PCR (Oliveira, 2003).

As técnicas moleculares tém sido um grande avango para a bacteriologia, particularmente para o
diagnostico das micoplasmoses, pois, além de detectarem estirpes invidveis para o isolamento, requerem
pequenas quantidades de DNA presentes na amostra clinica a ser analisada (Andrade, 1993; Farah, 1997;
Ghadersohi et al., 1997). A possibilidade da amplificacdo de um gene especifico, como os genes de uma
bactéria, por meio da PCR, podera vir a dispensar os métodos diagnosticos classicos até entdo utilizados (Farah,
1997).

Na reprodugdo animal, a PCR oferece a possibilidade de identificar o sexo de embrides (Almeida e
Alvarez, 2003), porém, para ser comercialmente vidvel, a técnica de sexagem deve ser reproduzivel, barata e
rapida o suficiente para permitir avaliar um grande numero de embrides em pouco tempo (Van Vliet et al.,
1989). Por enquanto, apenas a técnica da PCR parece cumprir as condi¢des acima assinaladas, estando
credenciada para ser utilizada na sexagem de embrides de alto valor genético (Almeida e Alvarez, 2003).

Esta técnica também vem sendo bastante utilizada em diversos segmentos diretamente ligados a
reproduc@o. A presente revisdo objetiva apresentar as principais aplicagdes da técnica de PCR para desenvolver
o manejo ¢ a sanidade da reproducdo de animais domésticos.
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Reacido em cadeia da polimerase

A PCR ¢ um método utilizado para amplificar uma sequéncia selecionada de DNA ou RNA, a qual
permite sintetizar, em poucas horas, milhdes de copias de uma sequéncia de nucleotideos especifica, podendo
amplificar a sequéncia-alvo em um milhdo de vezes da amostra inicial (Champe e Harvey, 1997). Como
consequéncia do desenvolvimento desta tecnologia, ¢ atualmente possivel realizar diversos tipos de diagnosticos,
entre eles a investigacdo de paternidade, a detec¢@o de doengas genéticas e infecciosas, além da determinagdo do
sexo de embrides (Garcia et al., 2003).

PCR em tempo real (qPCR)

A PCR em tempo real (QPCR) ¢é baseada na PCR tradicional, todavia, além de amplificar,
simultaneamente, ela determina medidas quantitativas ao longo dos ciclos da PCR, tornando-se uma ferramenta
mais rapida, especifica e sensivel, dando a capacidade de quantificar o DNA durante as reagdes (Schmittgen,
2000).

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo de quantificagdo de
fragmentos de DNA e RNA. A PCR em tempo real realiza a quantificagdo destes 4cidos nucleicos de maneira
precisa e com maior reprodutibilidade, ja que determina valores durante a fase exponencial da reagdo. O ponto
que detecta o ciclo no qual a reagdo atinge o limiar da fase exponencial ¢ denominado de Cycle Threshlod (CT).
Este ponto permite a quantificagdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia (Novais e Pires-Alves, 2004).

Identificacido de microrganismos

A presenga de microrganismos causadores de doengas infecciosas pode atingir diretamente a
produtividade (Cardoso et al., 2000) em bovinos. Brucelose, leptospirose, campilobacteriose, rinotraqueite
infecciosa bovina, diarreia viral bovina e tricomoniase estdo entre as mais frequentemente associadas a disturbios
reprodutivos (Kirkbride, 1987; Eaglasome et al., 1992).

Ao lado destas doengas, varias outras, menos conhecidas e, consequentemente, pouco divulgadas, como
as micoplasmoses, deveriam ser investigadas, pois resultam em quadro sintomatoldgico semelhante aquelas
citadas acima, além de constar da lista B da Organizagdo Internacional de Epizootias (OIE) como doengas
suscetiveis de serem transmitidas pela inseminagao artificial (Thibier e Guerin, 2000).

Doencas causadas por bactérias
Micoplasmose

Mycoplasma bovis, Mycoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum ocorrem predominantemente
na cavidade oral, nos tratos respiratorio e urogenital de varias espécies animais ¢ de humanos (Cardoso et al.,
2006). Estes agentes estdo comprovadamente envolvidos em casos de vesiculite seminal, balanopostite,
epididimite (Pilaszek e Truszcynski, 1988) e outras patologias responsaveis por alteracdes morfologicas e
funcionais dos espermatozoides (Panangala et al., 1981; Eaglesome et al., 1992), como diminui¢do da
motilidade, a qual resulta em baixa qualidade do sémen (Doig et al., 1981; Hall ¢ McEntee, 1981; Fish et al.,
1985; Huffman et al., 1985; Jasper, 1987; Rae et al., 1995).

O diagnéstico da micoplasmose pela PCR combina o primer MGSO selecionado a partir da regido 16S
rRNA com o oligonucleotideo procaridtico GPO-1, que amplifica um fragmento de 715 pares de bases, o qual
esta presente em todos os organismos da classe Mollicutes (Kuppeveld et al., 1992).

Em trabalho realizado por Cardoso et al. (2006) visando reduzir o tempo para os resultados laboratoriais
e melhorar os niveis de detecgdo dos agentes, primers espécie-especificos para M. bovigenitalium ¢ U. diversum
foram utilizados com a intengdo de ser testada sua eficiéncia em um processo de triagem das amostras clinicas. A
PCR para M. bovigenitalium apresentou excelente nivel de detecgdo em muco prepucial e em sémen, justificando
a necessidade do diagndstico desta espécie em reprodutores, especialmente em amostras de sémen, que deveriam
estar livres de qualquer contaminago.

Rizzo et al. (2011) obtiveram sucesso no isolamento e na detec¢do de micoplasma e ureaplasma em
material clinico do trato reprodutivo de fémeas da espécie caprina, utilizando primers genéricos, que identificam
qualquer membro da classe Mollicutes (micoplasma, acholeplasma, ureaplasma e espiroplasma) também a partir
da regido 16S rRNA, constatando associag¢@o entre as bactérias e os disturbios reprodutivos. Por meio da PCR,
estes pesquisadores detectaram ainda micoplasmas anteriormente descritos como espécie-especificos, envolvidos
em infec¢des de hospedeiros ndo especificos.
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Leptospirose

A leptospirose é uma zoonose bacteriana prevalente em todo o mundo. E causada por espiroquetas da
espécie Leptospira interrogans, que apresentam mais de 212 sorovares, agrupados em 23 sorogrupos (Ellis,
1994). Em bovinos, o sorovar hardjo é o mais importante porque compromete o desempenho reprodutivo dos
rebanhos acometidos, causando abortamento, natimortalidade e nascimento de bezerros fracos (Ellis, 1994).

Este agente pode afetar animais domésticos, selvagens e humanos, representando, portanto, um
importante problema de saude publica (Barwick et al., 1997). A infecg¢do ocorre diretamente através da pele e
mucosas, que entram em contato com urina, fluidos placentarios, leite ou agua e alimentos contaminados,
podendo também ser transmitida pelo sémen e por via transplacentaria (Bolin e Prescott, 1999). A deteccdo de
Leptospira no sémen equino ja foi descrita no Brasil (Scarcelli et al., 2001).

A infec¢@o por Leptospira sp. em equinos € considerada como uma causa importante de abortos
(usualmente ao 6° més de gestacdo), nascimento de animais fracos ou prematuros, natimortos ¢ mortalidade
neonatal (Hong et al., 1993).

Amostras de urina e rim de primata foram submetidas as técnicas de cultivo e inoculagdo experimental
em cobaias e a técnica da PCR empregando-se primers género especificos da sequéncia do gene 16S rRNA de
Leptospira interrogans sorotipo canicola. Na PCR, as amostras clinicas revelaram um fragmento amplificado de
330 pb correspondente ao género Lepfospira, enquanto nas demais técnicas empregadas (cultivo e inoculagdo
experimental em cobaias) o isolamento do agente foi negativo (Scarcelli et al., 2001).

A técnica de PCR representa um importante método de detecgdo para o diagnostico da leptospirose em
primatas, considerando-se que ndo ¢ necessaria a viabilidade do patégeno, permitindo a detec¢do do agente em
amostras autolisadas, congeladas ou amostras malconservadas (Scarcelli et al., 2001).

Brucelose

A brucelose é uma doenga infectocontagiosa cronica, comum a diversas espécies animais. E uma das
doengas ou infecgdes, naturalmente transmissiveis entre os animais ¢ 0 homem, mais amplamente difundidas por
todo o mundo (Vasconcellos et al., 1987). Afeta a populagdo humana em muitos paises em desenvolvimento,
incluindo os do Oriente Médio ¢ da América Latina, onde ainda ¢ endémica (Nimri, 2003), sendo que quatro
espécies podem causar infecgdo em humanos: Brucella abortus, B. canis, B. suis e especialmente B. melitensis
(Young, 1995).

O agente etiologico da brucelose ovina ¢ Brucella ovis, que produz doenga crénica em ovinos
caracterizada por epididimite e subsequente diminui¢do de fertilidade em carneiros; em ovelhas, causa abortos
ocasionais (Nozaki et al., 2004).

A automatizag¢do da PCR tornou esta técnica muito promissora para identificagdo de DNA de bactérias
(Saiki et al., 1988), sendo capaz de detectar DNA de Brucella spp. (Baily et al., 1992; Fekete et al., 1992;
Herman e Ridder, 1992).

Um teste para diagnosticar a Brucella spp. em bovinos foi desenvolvido usando-se o gene 43-kDa da
membrana externa da B. abortus como um alvo para o PCR (Fekete et al., 1990). Em razdo de os métodos de
diagnoésticos que usam sequéncias do rRNA como alvo apresentarem alta confianga para tipos diferentes das
amostras, foram utilizados dois primers para o 16S rRNA da B. abortus na PCR em trabalho realizado por
Herman e Ridder (1992).

Em rebanhos bovinos com historico de brucelose, o cdo pode ser considerado como possivel fonte de
infecc¢do por B. abortus, como descrito por Megid et al. (2007), apds sintomatologia clinica, sorologia persistente
e presenga do DNA bacteriano em urina ¢ sangue nesta espécie detectado por PCR, a partir do gene que codifica
uma proteina imunogénica de 31kDa de B. abortus.

Campilobacteriose

A campilobacteriose genital bovina (CGB), causada pelo Campylobacter fetus, ¢ uma enfermidade de
transmissao venérea que afeta bovinos, caracterizada principalmente por infertilidade (Catena, 2003). Devido aos
longos intervalos entre partos e a diminui¢do do numero de terneiros produzidos, ocasiona baixa eficiéncia
reprodutiva, o que leva a perdas econdmicas significativas e afeta a produtividade da pecuaria leiteira e de corte
(Cobo et al., 2003).

Nas fémeas bovinas, o C. fetus coloniza o trato genital e produz infertilidade temporaria, ciclos estrais
irregulares, morte embrionaria ¢ abortamento. Os touros sdo portadores e principais disseminadores da doenga;
nesses animais, a bactéria esta confinada a mucosa do pénis, ao prepucio e a por¢ao distal da uretra (Eaglesome e
Garcia, 1992).

A PCR ¢é uma grande aliada na identificagdo de bactérias cujo isolamento ¢ classificagdo sdo
problematicos. Uma das principais vantagens desta técnica ¢ que ela ndo necessita de grandes cuidados na
colheita e no transporte das amostras, uma vez que o DNA bacteriano permanece integro, mesmo que o agente
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esteja inviavel.

A especificidade, sensibilidade, praticidade e rapidez em relagdo a cultura de C. fetus tornam a PCR
uma alternativa mais eficiente para o diagndstico da campilobacteriose genital bovina, permitindo, assim, uma
melhor estimativa da prevaléncia desta enfermidade em rebanhos, para a adogdo de medidas de controle, visando
aumentar a produtividade deles (Groff e Vargas, 2005).

Doencas causadas por virus
Balanopostite pustularilnfecciosa e rinotraqueite infecciosa bovina

O BHV-1 ¢ o agente causal da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), da vulvovaginite pustular
infecciosa (IPV) e da balanopostite pustular infecciosa (IBP). E considerado o principal patégeno viral
encontrado no sémen bovino, fazendo com que os esforgos realizados para sua detec¢do neste substrato sejam
crescentes (Afshar e Eaglesome, 1990).

A detecgdo do acido nucleico viral por meio da PCR tem se mostrado como uma alternativa rapida e
sensivel ao isolamento viral (Meyer et al., 2003). Varios protocolos para a detecgdo do BHV-1, em amostras de
sémen bovino, foram desenvolvidos utilizando-se diversos tipos de preparo da amostra, técnicas de extracao do
DNA viral e primers direcionados para diferentes regioes-alvo, apresentando praticidade e desempenho bastante
variados (Meyer et al., 2003).

Doencgas causadas por protozoarios
Tricomoniase

Tricomonose bovina ¢ uma doenga sexualmente transmissivel e infecciosa, causada pelo protozoario
Tritrichomonas foetus, caracterizada principalmente por altera¢des reprodutivas nas fémeas, tais como: morte
embriondria inicial, aborto, piometra ou maceragdo fetal, enquanto nos machos a infecgdo ¢ assintomatica
(tricomoniase), podendo permanecer infectado e fonte de infecgao durante sua vida reprodutiva (Gomes, 2008).

Ho et al. (1994) desenvolveram uma sonda de DNA especifica com o objetivo de melhorar o
diagnostico do T. foetus aplicado em amostras no meio de cultivo, do material uterino e do esmegma prepucial.
Uma sequéncia de 0.85 kb ¢é considerada a melhor sonda, tendo como base a especificidade. Para aumentar a
sensibilidade, foi utilizada uma sequéncia parcial da sonda a fim de identificar dois primers (TF1 e TF2) que
podem ser utilizados para ampliar o DNA especifico do parasito. O DNA ¢ extraido utilizando-se o kit de
extragdo, o qual ¢é rapido, facil e reproduzivel, permitindo a detecgdo de um unico parasito em cultivo ou 10
organismos em amostra de esmegma.

A presenga de inibidores da Taq e da polimerase no esmegma bovino diminui a sensibilidade quando
comparado ao meio de cultivo, mas oferece a vantagem de ser de facil desempenho, rapida deteccdo (1 dia) e
aumento de amostras trabalhadas.

Toxoplasmose

O Toxoplasma gondii, agente causador da toxoplasmose, ¢ um protozoario de ciclo de vida
facultativamente heteroxeno (os parasitas se desenvolvem em pelo menos dois hospedeiros, definidos como
hospedeiros intermediarios e definitivos) ¢ infecta todas as espécies de animais homeotérmicos, incluindo
mamiferos, aves ¢ o0 homem (Silva et al., 2003). A infecgdo pelo 7. gondii é associada a ocorréncia de morte
embrionaria e reabsor¢ao, morte fetal ¢ mumificago, abortos, natimortos ¢ mortalidade neonatal (Dubey, 2009).

Moraes et al. (2010) utilizaram PCR, entre outras ferramentas, para caracterizar os disturbios
reprodutivos nas fases aguda e cronica em ovinos infectados experimentalmente com diferentes doses de
Toxoplasma gondii durante a inseminagdo artificial e obtiveram excelentes resultados na amplificacdo de
produto com 197 pb correspondente a 7. gondii.

Biotecnologias
Sexagem embriondaria

O desenvolvimento de metodologias que permitam a predeterminagdo do sexo dos embrides tem sido
objeto de inimeras equipes de investigacdo em todo o mundo. Diversos métodos foram implementados. No
entanto, apenas a detec¢do de sequéncias de DNA especificas do cromossoma Y, apds recolha de biopsia
embrionaria ¢ amplificagdo pela PCR, ¢é suficientemente rapida e eficaz para ser usada na pratica, como
demonstraram Bredbacka (2001), Lopes et al. (2001), Lopes da Costa et al. (2002) e Pereira et al. (2007) ao
trabalharem com embrides bovinos.
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Nas espécies caprina e ovina, Santos Junior et al. (2011) obtiveram resultados satisfatorios na sexagem
em animais adultos com diferentes protocolos de PCR multiplex em pequenas quantidades de DNA para os
genes SRY, Aml-X e regides ZFX/ZFY, projetando esta técnica para pequenas amostras, como biopsias
embrionarias e espermatozoides.

Sexagem de espermatozoides

Até o momento, as técnicas que se baseiam na diferencga do conteido de DNA entre os espermatozoides
X e Y sdo as unicas validadas cientificamente (Garner, 2006). Uma dessas técnicas ¢ a citometria de fluxo, em
que se utiliza um equipamento munido de um laser, o qual é capaz de separar as duas populacdes de
espermatozoides com uma acuidade de mais de 90%. Por meio de uma metodologia bem mais simples, a
centrifugacdo em gradiente de densidade € capaz de separar os espermatozoides X dos Y a um custo e a uma
demanda de tempo bem menores, apesar de uma acuidade menor (ao redor de 70%) a obtida na citometria de
fluxo (Hossepian de Lima et al., 2000, 2007).

Para verificar a ocorréncia de danos aos espermatozoides que podem ocorrer durante a centrifugagao,
podem ser realizados testes in vivo, como a utilizagdo desses espermatozoides na inseminagao artificial, ou testes
in vitro, como, por exemplo, por meio de técnicas de coloragdo, taxa de clivagem e de blastocisto durante a
produgdo in vitro de embrides (Resende et al., 2009). Resende et al. (2010) avaliaram também o desvio da
propor¢ao de sexo em espermatozoides bovinos ¢ a viabilidade espermatica pela determinagdo de fragmentacao
do DNA apds a centrifugacdo em gradiente de densidade continuo.

Por ser uma técnica que possui alta especificidade e sensibilidade, a PCR ¢ sempre utilizada para
validagdo de qualquer um destes procedimentos, tornando-se uma ferramenta indispensavel na técnica de
sexagem de espermatozoides.

Paternidade

O teste de progénie tem por fungdo identificar animais geneticamente superiores que futuramente
poderao ser utilizados com o objetivo de promover o melhoramento da raga (Baron, 2000).

O desenvolvimento tecnolégico na area de marcadores genéticos, da tecnologia do DNA recombinante
e da amplifica¢do de segmentos de DNA pela PCR abriu caminho para a analise genética direta da sequéncia de
DNA, bem como para o desenvolvimento de outros métodos de clonagem, sequenciamento e analise de
polimorfismos (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

Por aproximadamente trés décadas, cavalos registrados tém sido submetidos ao teste de paternidade
utilizando-se tipagem sanguinea. Como alternativa para casos ndo resolvidos, esta metodologia esta sendo
substituida pela PCR, que possui vantagens como requerer pequena quantidade de material bioldgico e ndo fazer
restrigdo ao tipo de tecido, podendo ser utilizados sangue, sémen congelado, tecidos degradados, pelos, ossos ¢
dentes (Baron, 2000).

Para a investigagdo de paternidade em bovinos da raga Gir, Baron (2000) utilizou os marcadores
microssatélites BM8246, BMS963, BMS483, TEXANI1S5, INRA112 na concentracdo 4 pm ¢ CSFM50 na
concentracao 0,2 um, obtendo excelentes resultados.

Consideracoes finais

Nos ultimos 20 anos, a técnica de PCR tem crescido bastante e seu uso tem se estendido por diversas
areas na medicina veterinaria, podendo ser atualmente utilizada para diagnoéstico de varias doengas causadas por
bactérias (leptospirose, campilobacteriose, micoplasmose, brucelose) ou virus (detecgdo do BHV-1), como
também no suporte a implantagdo de varias biotecnologias novas, como a sexagem de embrido e o teste de
paternidade.

A biosseguranga também constitui uma grande vantagem da PCR, ja que ndo necessita da realizagdo de
inoculagdo e cultura de microrganismos, como nos métodos classicos utilizados em diversos laboratorios.

Esta técnica tem se constituido em uma ferramenta de alta confiabilidade para o desenvolvimento do
manejo ¢ da sanidade da reprodugdo de animais domésticos, promovendo o aumento de produgdo e
lucratividade, além de saude e bem-estar animal.
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