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Resumo

A deteccdo do material genético do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) em
sémen de machos recentemente infectados, pode ocorrer antes mesmo da resposta
sorologica. Adicionalmente, a transmissdo do virus por inseminacgdo artificial com
sémen infectado foi recentemente comprovada. Contudo, ha necessidade de buscar
maior conhecimento do que acontece neste fluido em todas as fases da infecgdo. Além
do sémen, deve-se atentar a presenca do virus em outras amostras como em saliva, que
tem permitido o diagndéstico de doencas infecciosas em humanos e animais.

Dessa forma, o primeiro objetivo deste estudo foi investigar a presenca do DNA
proviral do CAEV em amostras de saliva de reprodutores infectados. Para tanto dez
machos caprinos divididos em dois grupos, G1 (n = 8) composto por animais positivos e
G2 (n = 2) com animais negativos como controle, tiveram a saliva coletada em jejum de
12h, e obtida através de succdo do fluido da cavidade oral na regido lateral dos dentes
molares inferiores. A técnica de deteccgdo utilizada foi a reagdo em cadeia da polimerase
nested (NPCR) para amplificar um fragmento final de 187 pb do DNA proviral do
CAEV. Como resultado, constatou-se que 100% dos animais do grupo positivo
amplificaram o fragmento do DNA proviral na saliva, contudo houve resultados
positivos e negativos para 0 mesmo animal em momentos diferentes. Com relacdo ao
grupo controle nenhum animal apresentou resultado positivo. Desse modo, ficou
comprovando que caprinos infectados eliminam o virus na saliva, e possivelmente as
células da saliva que o albergam podem produzir virus infeccioso.

O segundo objetivo do estudo foi demonstrar a eliminacdo do CAEV no sémen de
reprodutores nas fases aguda e cronica da infec¢do. Foram utilizados onze machos
caprinos divididos em dois grupos, G1 (n = 5) composto por machos experimentalmente
infectados para representar a fase aguda da artrite encefalite caprina (CAE), e G2 (n =
6) grupo com infeccdo cronica, constituido por reprodutores naturalmente infectados. O
sémen foi coletado pelo método de vagina artificial, e a técnica de detec¢éo viral foi (n
PCR). Os resultados mostraram o inicio da infeccdo como o periodo de maior detec¢do
do CAEV no sémen, pois, o fragmento do DNA proviral foi amplificado em 4/5 (80%)
dos animais pertencentes ao grupo G1, enquanto que no G2 o provirus foi detectado em
4/6 (66,7%) dos animais, porém, ndo foi observada diferenca significativa (P>0.05)
entre as fases. Contudo, foi observado que os dois grupos apresentaram trés padrdes de
eliminacdo do provirus no sémen: ausente, continuo e intermitente, ressaltando que a
eliminacdo intermitente prevaleceu em relacdo as demais. Desse modo, tendo em vista a
intermiténcia da eliminacdo viral no sémen, esta possa ser um indicador para selecdo de
ejaculados livres do virus por meio de técnicas moleculares, para um possivel
aproveitamento na reproducéo utilizando biotécnicas reprodutivas.

Palavras chave: CAEV. Infeccdo aguda. Infecgéo cronica. Saliva. Sémen.



Abstract

The detection of the genetic material of the caprine arthritis encephalitis virus (CAEV)
in the semen of goats recently infected may happen even before the serological
response. In addition, CAEV has also been proved to be transmitted through artificial
insemination. However, there is need to seek greater knowledge about what happens in
this fluid at all stages of infection. Moreover, besides semen, attention should be paid to
the presence of the virus in other samples such as saliva, which is target of diagnosis of
infectious diseases in humans and animals.

Thus, the first objective of this study was to determine the presence of proviral DNA in
saliva of infected goats. Ten male goats where assorted into two groups: G1 (n = 8)
composed of positive animals, and G2 (n = 2), composed of negative animals for
control. Saliva was collected in fasting animals (12 h), by suctioning it from the oral
cavity of the lateral side of the lower molars. Nested polymerase chain reaction (nPCR)
was used to amplify a final 187 bp fragment of the CAEV proviral DNA. As a result, it
was found that 100% of the animals of the positive group amplified the fragment in the
saliva, although there were positive and negative results from the same animal at
different times. None of the animals of the control group tested positive. Nevertheless, it
was proved that infected goats excrete the virus in their saliva, and possibly salivar cells
that shelter it can produce infectious virus.

The objective of the second study was to evidence CAEV elimination in seminal plasma
of male goats with acute and chronic infection. Eleven male goats were divided into one
of two groups, G1 (n = 5), consisting of experimentally infected males to represent the
acute CAE phase, and G2 (n = 6), consisting of naturally infected reproducers which
had chronic infection. The semen was collected by the artificial vagina method, and
viral detection was also performed by nested PCR. The results showed that the
beginning of the infection was the period of greatest CAEV elimination in the semen,
because the target fragment was amplified in 4/5 (80%) of the animals belonging to the
group G1, whereas in the G2 the provirus was detected in 4/6 (66,%) the animals, bat
not significantly different (P > 0.05) between the phases. However, the two groups
presented three elimination patterns of the provirus in the semen: absent, continuous and
intermittent, regardless of the phase of infection. Among these, intermittent elimination
prevailed. Nevertheless, the intermittent viral elimination from the semen indicates that
molecular biology techniques could be used to select virus-free ejaculates for possible
use in reproduction by reproductive biotechniques.

Keywords: Acute infection. CAEV. Chronic infection. Saliva. Semen.
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1 INTRODUCAO

A familia Retroviridae inclui varios agentes infecciosos de importancia na
medicina veterindria e humana. Os membros dessa familia estdo classificados em
diferentes géneros e espécies, como os lentivirus de pequenos ruminantes que afetam
caprinos (CAEV) e ovinos (MVV), o virus da anemia infecciosa equina (EIAV), e 0s
virus da imunodeficiéncia felina (FIV), bovina (BIV), simia (SIV) e (HIV) humana
(PATRICK et al., 2002; QUINN et al., 2005). Normalmente esses virus estdo
associados a doencas de progressao lenta, cronica e degenerativa (LEITE et al., 2013).

Dentre os retrovirus acima citados, o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) é
de grande importancia para caprinocultura, por provocar a artrite encefalite caprina
(CAE), uma infeccdo permanente, pois o virus persiste no organismo por toda a vida do
animal e leva a perdas econdmicas expressivas devido a diminuicdo da producdo animal
e barreiras a importacdo de animais vivos e de seus produtos ou germoplasma
(PINHEIRO et al., 2001).

A fonte de infeccdo da CAE sdo os animais infectados, que transmitem o agente
por meio de secrecdes ou excrecoes ricas em células do sistema monocitico- fagocitario.
Das vias de transmissao, a digestiva é a mais amplamente conhecida, ocorre geralmente
no periodo neonatal com a ingestdo pela cria de colostro e/ou leite de cabras infectadas
(PUGH, 2004).

Para os animais adultos, o contato direto e prolongado representa um importante
fator na transmissdo do virus, pelo contato com a saliva, as secrecdes respiratoria e
urogenital dos animais infectados, dependendo da situacdo particular de cada criagdo
(BLACKLAWS et al., 2004).

Outros mecanismos para transmissdo horizontal incluiriam a exposicdo dos
animais susceptiveis a alimentos contaminados, agua, racGes e forragens contendo
secrecOes infectadas pelo virus e exposicdo a aerossoOis contendo particulas virais
(SMITH & SHERMAN, 1994). Em estudo recente Villoria et al. (2013) detectaram
sequencias virais dos lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) em amostras de agua e
ar, coletadas em instalacGes de rebanhos com prevaléncia média a alta da infeccéo,
levantando questdes sobre a transmisséo horizontal do virus.

A respeito do aspecto reprodutivo na transmissao do CAEV, o sémen tem sido
reconhecido como um importante fator. Pois, a forma proviral do virus foi identificada

em células ndo espermaticas no ejaculado de machos naturalmente e experimentalmente
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infectados (TRAVASSOS et al., 1998; TRAVASSOS et al., 1999). E em tecidos de
Orgdos sexuais masculino como testiculos, epididimo, ampola vesicular, prostata,
glandulas bulbouretrais (PETERSON et al. 2008), além dos vasos deferentes e
glandulas vesiculares (ALI AL HAMAD et al., 2008).

Mais recentemente ficou comprovado que o CAEV é transmitido pela via
reprodutiva, pois Souza et al. (2013) inseminaram fémeas soronegativas por via
transcervical com sémen contaminado in vitro e, posteriormente, detectaram anticorpos
anti-CAEV nessas fémeas. Contudo, esse tema torna-se cada vez mais desafiador. Ainda
persistem demandas por pesquisas que possam fornecer subsidios sobre a anélise do
CAEV no sistema reprodutivo.

Nesse contexto, no presente estudo propdem-se 0s seguintes objetivos: Avaliar
a presenca do CAEV na forma proviral em saliva de reprodutores infectados, e

demonstrar a eliminagdo do virus em sémen nas fases aguda e cronica da infec¢éo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. PARTE I - Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV)

2.1.1 Taxonomia

O CAEYV é pertencente a familia Retroviridae, e género Lentivirus (KLEVJER-
ANDERSON et al., 1984; LARA et al., 2005). O nome do género esta associado a
capacidade de se manterem latentes no hospedeiro por longos periodos de tempo, ndo se
replicando e dificultando o reconhecimento por parte do sistema imune e a formacgéo de
anticorpos, atuando como um reservatorio viral (LAIRMORE, 2011; MCDONNEL et
al., 2013).
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2.1.2 Constituicéo

O CAEV é um virus envelopado de formato icosaédrico, tém 80-100 nan6metros
de diametro (Figura 1) e densidade de 1,13-1,18 g/cm® (DAHLBERG et al., 1981).
Transporta duas pequenas moléculas de RNA (7-11 Kb) de cadeia simples com
polaridade positiva (HAZIZA et al., 2001; LEROUX & MORNEX, 2008), e a
transcriptase reversa dependente de magnésio e proteinas do nucleocapsideo (GONDA
et al., 1986).

O envelope viral estd associado com as glicoproteinas transmembranarias e de
superficie (HUSO et al., 1988). Outra estrutura presente na particula viral é a matriz

proteica que esta situada entre o capsideo e o envelope (PEPIN et al., 1998).

surface envelope protein (SU)
transmembrane envelope protein (TM)
membrane

matrix protein (MA)

capsid (CA)

RNA genome, bound by nucleocapsid (NC)
integrase (IN)

reverse transcriptase (RT)

protease (PR)

Figura 1. Estrutura de um retrovirus. A particula viral contendo duas copias da enzima
transcriptase reversa (RT) associada ao RNA de cadeia positiva no interior do ntcleo. Encontra-
se também nucleocapsideo (NC), capsideo (CA), integrase (IN) e a protease (PR). O nucleo é
envolvido por uma camada externa a matriz (MA), que por sua vez € englobada pela
glicoproteina (ENV) do envelope. (O'Keefe, 2013).
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Como todo retrovirus, o genoma estd organizado em trés regides principais
(Figura 2).

Regido Gag (group specific antigen) codifica as proteinas estruturais internas,
(MA-matriz, CA-capside e NC-nucleocapsideo) que constituem o virion. Essas
proteinas sdo originadas a partir de uma proteina precursora denominada Gag
(CLEMENTS & ZINK, 1996).

Regido Pol (polymerase) que contém as ORFs (open reading frames ou regides
abertas de leitura) das enzimas virais responsaveis pelo processo de transcri¢do reversa
e integragdo proviral (RT-transcriptase reversa, PR-protease, IN-integrase). Essas
enzimas intervém na transcri¢do reversa do RNA viral em DNA linear de cadeia dupla,
e na integracdo deste nas células do hospedeiro (BERGER et al., 2001; HARE et al.,
2009).

Regido Env (envelope) responsavel pela codificagdo das glicoproteinas do
envelope (SU-superficie ou gp135, e TM-transmembranéria) (CARTER & SAUNDER,
2007) com a capacidade de se ligar e fundir com as células alvo. Ambas as proteinas sdo
derivadas de um precursor comum designado Env, na qual a funcdo é mediar a adsor¢édo
e a fusdo do invélucro virico com a membrana celular, possibilitando a penetragdo do
core nas células-alvo (HULLINGER et al., 1993).

A proteina vif estd relacionada com a infectividade viral e com o controle da
producdo das particulas virais infecciosas, enquanto as proteinas tat e env estdo
envolvidas com a regulagédo da expressao viral (CLEMENTES PAYNE, 1994).

O genoma apresenta ainda regides ndo codificantes em suas terminagdes, que
sdo fundamentais para a replicacdo do virus: duas regides R repetidas nas duas
terminagdes, uma regido U5 na terminagdo 5° e uma U3 na terminacdo 3’. Apds a
transcricdo inversa, estas regides, dao origem as extremidades do genoma do provirus
denominados LTR (“long terminal repeats”) compostos pelos trés fragmentos U3-R-U5
(LEROUX & MORNEX, 2008).

As LTR podem apresentar tamanhos variaveis, servem de local de inicio da
transcricdo, contém diversos elementos importantes para o tropismo celular do virus,
bem como os promotores virais ¢ a “TATA box” (HESS et al., 1986;
ANGELOPOULOU et al., 2006).

21



SRLV

5 LTR 3 LTR
‘:.—:.
U3 RUS pro pO/ ORF S U3 RUS
N B
gag vif rev

| S L]
[

Figura 2. Representacdo genémica dos lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR). Com as
repeticOes terminais longas (LTR) do provirus. Que sdo formadas a partir das regides U3, R e
U5 do genoma viral e 5' da regido U3 contém o promotor e intensificador elementos importantes
do virus e a regido 3' contém a regido de poliadenilagdo da U3. Os genes das regies abertas de
leitura (ORF) s&o indicadas: genes estruturais: gag, pol, env; gene de regulamentacéo: rev; gene
acessorio: vif das ORF S; regido (pro) da protease do gene pol (BLACKLAWS & HARKISS
2010).

2.1.1 Ciclo de Replicacado

O CAEV apresenta trés propriedades bioldgicas que causam a infeccdo
persistente nos caprinos: 1) integra seu genoma ao DNA da célula hospedeira evitando
sua destruicdo pelo sistema imune; 2) replicacdo preferencial em macréfagos; 3) nédo
inducdo a formacdo de anticorpos neutralizantes (NARAYAN et al., 1980, NARAYAN
et al., 1982). As caracteristicas permitem a continuacdo de sua multiplicacdo
independente do controle do sistema imune humoral do hospedeiro (NARAYAN &
CORK, 1990).

O ciclo de replicacdo propriamente dito acontece em vérias etapas (Figura 3),
sendo o primeiro passo: a ligacdo da particula viral a receptores especificos na
superficie da célula alvo (adsorcdo); apos a ligacdo ocorre a fusdo virus-celula,
permitindo a entrada do capsideo na célula e a liberagdo do RNA gendmico e enzimas
virais no seu citoplasma (desnudamento); apdés a enzima RT transcreve 0 RNA
gendémico viral em uma dupla fita de DNA (transcricdo reversa); esse DNA ¢é

transportado para o nucleo celular e integrado como um provirus por acdo da enzima
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integrase (integracdo). O provirus é transcrito em MRNA pela RNA polimerase Il
celular onde é traduzido em proteinas virais. Segue entdo as etapas de montagem;

construcdo do capsideo e brotamento do virus (COFFIN, 1996).

&

Receptor binding
and membrane fusion

Viral protein

synthesis
L ©
Reverse ® e
transcription - e
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&

Viral RNA
packaging
and capsid
assembly
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Integration

Viral
RNA

Provirus
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Figura 3. Replicacdo de um retrovirus. A infeccdo comeca quando a proteina viral Env interage
com o receptor celular e entra na célula. O RNA de sentido inverso é transcrito pela RT em
DNA que depois entra no nucleo e é integrada no genoma do hospedeiro. Apos a acumulacéo
das proteinas virais sintetizadas de novo e RNA genémico viral, 0s componentes sdo unidos a
partir da célula, com a aquisi¢do de uma membrana celular derivada. A particula amadurece

guando as poliproteinas gag e gag-pol sdo clivadas pela protease viral (O'KEEFE, 2013).

2.1.2 Células alvo

O CAEV infecta principalmente células da linhagem mondcito/macréfago
(CLEMENTS et al., 1994). A diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos cria as
condigcdes para a ativacdo da replicacdo do virus e transmissdo a outras células
(NARAYAN et al., 1982).

Além dos macréfagos o virus ja foi identificado em células da membrana
sinovial (ZINK et al., 1990), em células epiteliais de glandulas mamarias
(LERONDELLE et al., 1999; SINGH et al., 1999; BOLEA et al., 2006), do sistema
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respiratorio (SINGH et al., 1999), da granulosa e do oviducto (LAMARA et al.,
2001; LAMARA et al., 2002), em células do cumulus oophorus (ALI AL AHMAD et
al., 2005) dentre outras.

2.2 PARTE Il - Fluido Oral amostra para deteccéo de patogenos virais

2.2.1 Saliva: Conceitos Béasicos

As glandulas salivares dos mamiferos variam em ndmero, estrutura, localizagéo
e tamanho (SHACKLEFORD & WILBORN, 1968). Os seres humanos e 0s animais
domeésticos (cdes, gatos, suinos, ruminantes e equinos) possuem pelo menos trés
grandes glandulas salivares, assim como numerosas glandulas salivares menores. Os
humanos possuem glandulas parétida, submandibular e sublingual (NAVAZESH,
1993); os equinos e suinos tém parétidas, mandibulares e sublinguais (SISSON, 1975a,
1975b); o cdo e o gato tém par6tida, mandibular, sublingual e glandula salivar
zigomatica, o gato apresenta ainda duas glandulas salivares molares bem desenvolvidas
(WIGGS & LOBRISE, 1997). Os ruminantes em particular, apresentam quatro grandes
glandulas (Figura 4) parétida, mandibular, sublingual monostomatica e sublingual
polistomatica (HABEL, 1975).

Figura 4. Representagdo das glandulas salivares
maiores dos ruminantes tendo como modelo um
bovino. 1. Glandula parétida; 2. Glandula
mandibular; 3a. Glandula sublingual polistomatica;
3b. Glandula sublingual monostomatica.

http://es.slideshare.net/arissx/glandulas-salivales-

equino-bovino-canino-porcino.
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Nos ruminantes, a saliva atua principalmente como um tampé&o de bicarbonato-
fosfato segregada a um pH medio de 8,1 (MCDOUGALL, 1948), que auxilia no
tamponamento de acidos graxos volateis produzidos durante os processos de digestdo
ruminal, e desempenha um papel importante no eletrolito e homeostase da
agua. Fornece nutrientes para a microflora (por exemplo, ureia como fonte de
nitrogénio), e um ambiente fluido para a fermentacdo no rimen e para o transporte de
ingesta, ambos de volta para a boca para remastigacdo em diante, atraves dos
compartimentos gastricos para o intestino delgado (CARTER & GROVUN, 1990; VAN
SOESTE, 1994) .

Nos mamiferos, em geral, as principais fun¢bes sdo lubrificar a cavidade oral,
auxiliar na mastigacdo e degluticdo, e em algumas espécies iniciar a digestdo
enzimatica. Sua composicdo varia entre glandulas salivares, e muitas vezes refletem os
habitos alimentares das diversas espécies (AMADO et al., 2006). No entanto,
independente da espécie, a saliva é constituida na maior parte de agua (99 a 99,5% da
massa total), na qual estd suspensa uma variedade de moléculas com importantes
funcBes bioldgicas (mucina, amilase, lisozima, lipase, e proteinas). A saliva possui
ainda cloretos, fosfatos, bicarbonatos de potéssio, sodio e célcio; leucécitos, células
epiteliais de descamacéo e microrganismos (PRICKETT, 2008).

2.2.2 Saliva fonte de anticorpos

Nos seres humanos, a IgA é a imunoglobulina predominante nas secre¢cdes das
glandulas salivares menores, essas glandulas produzem de 30 a 35% de IgA que entra
na cavidade oral (CRAWFORD et al., 1975). O potencial destas glandulas para
estimulacdo antigénica, sugere que elas podem ser uma fonte importante de fatores do
sistema imunoldgico que séo envolvidos na regulacdo dos microrganismos no ambiente
bucal. As imunoglobulinas IgM e IgG também foram encontradas localmente, mas em
menor concentracdo (CHALLACOMBE et al., 1995).

Existe ainda evidéncia da passagem de anticorpos do soro (IgG, IgM, IgA) a
partir do sistema circulatério para a cavidade oral. Challacombe et al. (1978)
observaram anticorpos no fluido oral de macacos Rhesus, horas apos terem recebido
IgG, IgM e IgA por via intravenosa, demonstrando a transferéncia de anticorpos

derivadas do soro em fluido oral.
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Em ovinos, Scicchitano et al. (1986) estimaram que cerca de 81% de IgA nas
secrecdes do trato respiratorio superior e saliva desses animais eram de origem local, ao
passo que a IgM, IgGl, IgG2 e albumina foram inteiramente derivadas do plasma.
Smith et al. (1975) em outro estudo demonstrou ser a IgA a principal imunoglobulina na
saliva, pulméo, fluido lacrimal e secre¢Bes nasais. Enquanto a imunoglobulina 1gG foi

predominante em colostro, leite, soro e secrecéo biliar.

2.2.3 Saliva como fluido de diagnostico na medicina humana

Na medicina humana, o teste para HIV é um excelente exemplo da utilidade
potencial da saliva no diagnostico de doencgas infecciosas.

Em 1984, Groopman et al. isolaram o virus da leucemia de células T Il (HTLV-
I11) de fluido oral coletados de pessoas com AIDS. Posteriormente, Archibald et al.
(1986) detectaram anticorpos ao virus no fluido oral em pacientes com AIDS e/ou em
seus parceiros sexuais. Essa demonstracdo levou a conclusdo de que anticorpos
sisttmico (IgA, 1gM, 1gG) séo produzidos localmente em fluido oral sugerindo a sua
possivel utilizacdo como um espécimen de diagndstico para doencas infecciosas.

Anos mais tarde, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro kit
de coleta de fluido oral para a deteccdo de anticorpos anti-HIV (NIGHTINGALE,
1995). No periodo de 2002 a 2006 a FDA aprovou quatro ensaios rapidos de HIV,
concebidos para detectar anticorpos no fluido oral (BRANSON, 2007). Destes ensaios
houve kit que apresentou uma sensibilidade de diagnostico de 99,6% e uma
especificidade de 100%.

A partir dessa tecnologia os testes utilizando saliva tém fornecido dados
epidemioldgicos significativos sobre o HIV em paises como Africa (CONNOLLY et al,
2004) e Tailandia (FRERICHS et al., 1994).

Para maiores evidéncias do fluido oral como espécimen para detec¢do de
patdgenos virais, Qureshi et al. (1997) observaram que o DNA proviral e 0 RNA
genémico do HIV estavam presentes em amostras da glandula parotida de individuos
infectados. Esses mesmos autores identificaram particulas virais consistente com HIV
em associagdo com células epiteliais da mucosa bucal, especialmente na cavidade oral,

evidenciando a infeccdo produtiva de linhagens de células epiteliais.
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O HIV também foi identificado em &cinos e elementos ductais de glandulas
salivares maiores. E através das técnicas de imunofluorescéncia e hibridizacdo in situ o
agente foi detectado em macrofagos, mondcitos e linfécitos infiltrados nas glandulas
salivares maiores e menores (GAYTAN & HERNANDEZ, 1996).

Além do HIV, multiplas publica¢cdes descrevem a aplicacdo de diagndstico de
fluido oral para agentes patogénicos e/ou de anticorpo para outras doencas infecciosas.
Coronavirus virus (PCR) (WANG et al, 2004); Cytomegalovirus IgG, IgA
(HOCHMAN et al., 1998); Dengue virus 1gG, IgM (CUZZUBBO et al., 1998); Ebola
virus IgG, (PCR) (FORMENTY et el., 2006); Hantaan virus IgG, IgM (PETRAITYTE
et al., 2007); Hepatite A, B, C IgM (AMADO et al., 2006); Human herpes virus type 1
virus (PCR) (SCOTT et al., 1997); Human herpes virus type 6 virus (PCR) (COLLOT
et al., 2002); Rotavirus IgA (WARD et al., 1992); Rubella IgG (BEN SALAH et al.,
2003) Varicella-zoster virus (PCR) (FURUTA et al., 2004), dentre outros.

2.2.4 Saliva como fluido de diagnéstico na medicina veterinaria

Em medicina veterindria a utilizacdo de secre¢des salivares como amostra para
o diagnostico é uma realidade. A literatura descreve deteccdes de anticorpos e agentes

patogénicos em animais domésticos.

2.2.4.1 Felinos

No final dos anos 80 foi relatado pela primeira vez a deteccdo de antigenos ao
virus da leucemia felina (FeLV) em fluidos orais de gatos (LEWIS et al, 1987; LUTZ &
JARRETT, 1987). Atualmente testes de antigeno em fluido oral estdo comercialmente
disponiveis e sdo amplamente utilizados no diagnostico da infeccéo por FelLV.

Recentes publicacGes evidenciaram a detec¢do do RNA viral do FeLV em fluido
oral por RT-PCR, e a comparagdo com o teste de ELISA utilizado rotineiramente em
clinicas veterinarias. Os resultados apresentaram concordancia entre a detec¢do do
material genético do virus por PCR no fluido oral e a detec¢do dos antigenos pelo
ELISA (GOMES-KELLER et al., 20064, b).

O FIV, um tipico lentivirus, que se assemelha aos virus da imunodeficiéncia

humana e dos simios em caracteristicas morfoldgicas, foi encontrado em fluido oral a
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partir de gatos experimentalmente infectados (YAMAMOTO et al, 1988).
Subsequentemente, Poli et al. (1992) detectaram anti-FIV IgG e anti-FIV IgA em
amostras de fluido oral coletados de gatos soropositivos e soronegativos.

Na infeccdo por haemoplasma felino, o Candidatus Mycoplasma
haemominutum (CMhm) e o Mycoplasma haemofelis (Mhf) foram amplificados a
partir de amostras de saliva e de glandulas salivares de gatos infectados (DEAN et al.,
2008).

2.2.4.2 Suinos

Vérios patdgenos suinos estdo presentes em niveis detectaveis em amostras de
fluido oral. O virus da estomatite vesicular (VSV) ja foi isolado em fluido oral a partir
de suinos infectados por vetores mecanicos e de suinos que permaneceram em contato
direto com animais infectados (STALLNECHT et al., 1999).

O circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) e o virus da sindrome reprodutiva e
respiratoria (PPRSV) foram detectados em amostras de fluidos orais suinos coletadas
tanto em condi¢Oes experimentais como de campo (PRICKETT et al., 2008,
PRICKETT et al., 2008a).

O virus da febre aftosa foi isolado 10 dias apds a infeccdo em suinos
experimentalmente infectados, bem como o material genético do virus foi detectado 11

dias apos a inoculacgio desses animais (EBLE et al., 2004).

2.2.4.3 Bovinos

A deteccdo do virus da febre aftosa (FMDV) em bovinos tem sido foco de
investigacdo. Figueroa et al. (1973) observaram que bezerros desenvolveram anticorpos
nasal e salivar contra o virus da febre aftosa, apds inoculagdo nasal com virus vivo. E
Archetti et al. (1995), encontraram anti-FMDYV imunoglobulina IgA em sonda esofagica
no fluido orofaringeo. Os autores sugerem que anticorpos anti-FMDYV da mucosa, deve
ser investigada no caso de vacinagdes de emergéncia em areas afetadas ou em inicio de
surto. Isso porque bovinos vacinados uma vez raramente mostraram uma resposta de

anticorpos €em mucosa.
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2.2.4.4 Ovinos e Caprinos

Em pequenos ruminantes estudos com deteccbes de agentes patogénicos séo
pouco explorados, amostras dos fluidos orais de caprinos e ovinos tém sido mais
utilizadas para pesquisas em nutricao.

Contudo, 0 MVV ja foi isolado a partir de glandulas salivares e secre¢fes nasais
de ovinos experimentalmente infectados (GUDNADOTTIR & PALSSON, 1965).

Sequéncias virais dos LVPR foram encontradas em amostras de dgua e no ar
expirado, de rebanhos com prevaléncia média a alta da infeccdo (VILLORIA et al.,
2013).

2.2 PARTE 111 — Virus da artrite encefalite caprina em sémen

Corresponde ao Capitulo I.

29



3 JUSTIFICATIVA

Como o CAEV encontra-se associado as células do sistema
monocitico/fagocitério, e estas estdo dentre varias amostras bioldgicas, a pesquisa do
virus nestes meios e a possibilidade de transmissdo tém sido estudadas, com o intuito de
estabelecer eficientes programas de controle.

Em sémen foi descrito que a deteccdo do CAEV ndo é necessariamente
concordante com a deteccdo em sangue (CRUZ et al. 2009; PAULA et al. 2009). De
forma que para selecdo de animais com sémen livre do virus, a deteccdo do DNA
proviral nas células do sangue ndo € um método confiavel de selecdo. Adicionalmente, a
literatura refere que machos recentemente infectados eliminam o CAEV no ejaculado
antes da deteccdo por anticorpos (PAULA et al. 2009) e a transmissdo através de
inseminacdo artificial com sémen infectado foi recentemente comprovada (SOUZA et
al., 2013). Contudo, a eliminacdo do virus em sémen nas fases aguda e cronica da
infeccdo necessita de elucidacdo para prever o periodo de méaximo risco da transmissao
sexual do CAEV.

Tem sido sugerido que secrecdes de orgdos-alvo contendo macréfagos
infectados sdo uma fonte potencial de infeccdo (MOOJEN, 2001; MCNEILLY et al.,
2008). Ademais, a recente deteccdo dos LVPR em &gua de bebedouro e até no ar
expirado a partir de animais com sintomas clinicos da infeccdo (VILLORIA et al.,
2013), mostra que deve-se atentar a presenca deste agente em outras partes do corpo

como em mucosa oral, pois a saliva pode ser potencial fonte de infeccdo pelo CAEV.

4 HIPOTESES CIENTIFICAS

© O conhecimento da eliminacdo do CAEV no sémen de reprodutores nas fases
aguda e cronica da infeccdo possibilita a identificacdo do periodo de maximo

risco para a transmissao sexual do virus.
@ A deteccdo do CAEV em fluido oral é importante na avaliagéo de possiveis rotas

de transmissdo viral, além de figurar como um meio alternativo de coleta de

amostras para diagnostico rapido.

30



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca do DNA proviral do virus da artrite encefalite caprina
(CAEV) na saliva de reprodutores infectados e, observar a eliminacdo do virus em

sémen nas fases aguda e cronica da infecgéo.

5.1 Objetivos Especificos
Detectar o DNA proviral do CAEV em saliva;
Identificar a eliminacdo do CAEV no sémen de reprodutores recentemente
infectados (fase aguda);
Avaliar a eliminacdo do CAEV no sémen de reprodutores nas fases avancadas
da infeccdo (fase cronica);
Verificar as respostas sorolégicas dos reprodutores nas diferentes fases da CAE;

© Observar interferéncia da CAE nos parametros seminais dos reprodutores.
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Resumo

Esta consolidado que o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) estd presente no
sémen, tanto na forma livre (RNA viral) no liquido seminal, como na forma de DNA
pré-viral integrado as células ndo espermaticas. Estudos sugerem, ainda, que a presenca
do CAEV no sémen pode ndo ter correlacdo positiva com o diagnostico no sangue e que
0 patdgeno pode ser detectado no plasma seminal antes mesmo da conversdo sorologica.
Além disso, os 6rgdos sexuais masculinos podem contribuir para a eliminacdo do DNA
proviral do CAEV no ejaculado, e a transmissdo do virus pela via reprodutiva foi
recentemente comprovada utilizando-se a inseminacdo artificial. Se considerada a
adocdo de testes de diagnosticos realizados diretamente no sémen, pode-se diminuir o
risco da entrada ou da disseminacdo do CAEV nos rebanhos pela via reprodutiva,
especialmente na inseminagdo em que o nimero de fémeas que podem receber sémen
contaminado € expressivamente maior. Neste contexto, objetivou-se com esta revisdo
fazer um levantamento bibliografico e apontar perspectivas de utilizacdo do sémen para

o diagnostico da artrite encefalite caprina (CAE).

Palavras-chave: CAEV, detecgéo, plasma seminal.
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Abstract

It is well established that the Caprine Arthritis Encephalitis Virus (CAEV) is found in
semen, either in free form (RNA) in the seminal fluid or in the integrated proviral DNA
in leukocytes and macrophages present in the semen. Studies also suggest that the
presence of CAEV in semen may not have a positive correlation with the blood
diagnosis, and that the pathogen can be detected in seminal plasma even before the
seroconvertion. Furthermore, male sexual organs may contribute to the DNA proviral
elimination of CAEV in the ejaculate and transmission of the virus by reproduction was
recently demonstrated using artificial insemination. If considered the adoption of
diagnostic tests performed directly in semen, it can reduce the risk of entry of the virus
or the spread of CAEV in flocks through reproduction, especially insemination, in
which the number of females receiving contaminated semen is significantly higher. In
this context, the aim of this report was to review the literature and point out
perspectives for the use of semen in the diagnosis of caprine arthritis-encephalitis
(CAE).

Keywords: CAEV, detection, seminal plasma.

Introducao

O sémen tem sido reconhecido como um importante fator na transmissao sexual
do virus da artrite encefalite caprina (CAEV), quando da sua detec¢cdo no ejaculado de
animais experimentalmente e naturalmente infectados (Travassos et al., 1998, 1999; Ali
Al Hamad et al., 2008; Peterson et al., 2008; Cruz et al., 2009; Paula et al., 2009a;
Gregory et al., 2011). Acresce-se a isso o fato de Rowe et al. (1992) observarem a
soroconversao de fémeas cobertas por machos soropositivos, o que levantou a suspeita
de que a transmiss@o ocorreu pela cépula, e de Souza et al. (2013) comprovarem por
inseminacao artificial (1A) a transmissdo do CAEV utilizando-se sémen contaminado in
vitro.

O risco de reprodutores permanecerem disseminando o CAEV nos rebanhos por
monta natural (MN) ou IA é bastante relevante devido a ocorréncia dos portadores
assintomaticos e a falhas dos métodos de diagnosticos disponiveis. E importante

ressaltar que a técnica mais amplamente utilizada para o diagndstico da infeccdo é a
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imunodifusédo em gel de agarose (IDGA) no soro, adotada pelo Programa Nacional de
Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO) do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (Mapa), além de recomendada pela Organizacdo Mundial de Salde
Animal (OIE). Entretanto, o IDGA apresenta baixa sensibilidade, e a identificacdo de
animais na fase inicial da infeccdo fica limitada (Pinheiro et al., 2006 ). Isto permite a
ocorréncia de falso-negativos no rebanho (Andrioli et al., 2006; Tigre et al., 2006). Em
termos praticos, o teste tem pouco valor no diagndéstico individual, sendo mais eficiente
como teste de triagem.

Portanto, faz-se necessario um diagnostico preciso e individual dos reprodutores,
que pode ser alcangado com técnicas imunoldgicas mais sensiveis ou de biologia
molecular. Tais técnicas, alem de realizadas no sangue, podem ser aplicadas diretamente
no sémen, assegurando que este esteja livre do patdgeno, o que diminui o risco da
entrada ou da disseminagdo do CAEV nos rebanhos pela via reprodutiva. Assim, o
objetivo desta revisdo € fazer um levantamento bibliogréafico e apontar perspectivas de

utilizacdo do sémen para o diagnéstico da artrite encefalite caprina (CAE).

O virus da artrite encefalite caprina (CAEV)

O CAEV e pertencente a familia Retroviridae, género Lentivirus (Lara et al.,
2005). A este género compreendem outros virus de importancia em patologia veterinaria
e humana, como o virus do Maedi-Visna (MVV), o virus da anemia infecciosa equina
(EIAV), o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o virus da imunodeficiéncia bovina
(BIV), o virus da imunodeficiéncia simia (SIV) e o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) Patrick et al. (2002).

O CAEV é envelopado e tem como material genético duas fitas simples de acido
ribonucleico (RNA). A estrutura do envelope viral € composta por uma dupla camada
de lipideos, onde se encontram inseridas diversas glicoproteinas codificadas pelo virus.
O CAEV apresenta ainda uma grande quantidade de acidos sialicos em sua superficie, o
que dificulta a acdo dos anticorpos neutralizantes.

A primeira fase da infeccéo viral é por meio da ligacdo da particula viral com
moléculas de superficie da célula hospedeira. As proteinas virais que promovem essa
interacdo ligam-se de forma especifica aos receptores encontrados em apenas alguns
tipos de células (linfocitos e mondcitos), o que determina o tropismo celular do virus.

Logo apos essa ligagdo, o CAEV penetra na celula, sendo necessaria a fusdo da
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particula viral com a célula hospedeira, a fim de permitir a liberacdo do material
replicacdo viral e a expressdo dos genes virais (Kreutz, 2001). Por fim, a capacidade do
virus de infectar persistentemente os macréfagos, sem causar lise celular, facilita sua

disseminagédo no hospedeiro.

O sémen

O sémen é produto da ejaculagdo e consiste de componentes celulares, 0s
espermatozoides. E uma suspensdo acelular liquida que contém secrecfes dos 6rgdos
acessorios do trato genital masculino, o plasma seminal (Reece, 2006). Este se integra
aos espermatozoides na ejaculacdo, servindo como meio de sobrevivéncia e de
transporte para as células espermaticas. Além dos espermatozoides, outras células
podem estar presentes no sémen, como leucocitos, células epiteliais e células
germinativas imaturas. Portanto, a identificacdo dos componentes do sémen envolvidos

na transmissao de patdgenos é de grande importancia.

Contaminagéo do sémen pelo CAEV

O sémen pode ser infectado com o virus procedente dos testiculos, epididimo ou
glandulas anexas, visto que foi demonstrada a presenca do CAEV em diversos tecidos
do trato genital masculino de bodes infectados (Ali Al Hamad et al., 2008; Peterson et
al., 2008). Os microrganismos podem ainda contaminar amostras durante processos de
manipulacdo como coleta, envasamento ou armazenamento (Bielanski, 2007). Outra
forma de infeccdo do sémen envolve a presenca de inflamagdes no sistema reprodutor
do macho. O processo inflamatorio poderia desencadear um maior fluxo de células de
defesa infectadas com o virus, resultando em aumento da carga viral no sémen (Andrioli
et al., 2006). Segundo estudos, o principal tipo de células infectadas pelo CAEV no
ejaculado sdo os leucocitos. Destas, 0s macrofagos sao as células principais do virus in
vivo, podendo estar presentes no Iimen dos ductos espermaticos ou epididimo e conter
0 virus em concentracdo suficiente para permitir a deteccdo por testes de diagndstico,
mas sem afetar negativamente a funcdo desses tecidos ou a fertilidade do ejaculado
(Paula et al., 2009b). Além dos leucocitos, o CAEV pode infectar outros tipos celulares,

tais como as células epiteliais, comumente encontradas no sémen.
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Detecgdes do CAEV em sémen

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) provou ser um meétodo sensivel para
deteccdo dos lentivirus tanto no sangue como no sémen de humanos e animais. Nos
caprinos, a utilizacdo da Nested PCR mais a PCR precedida pela transcri¢do reversa
(RT-PCR) possibilitou detectar o DNA pré-viral e 0 RNA gendmico do CAEV no
ejaculado e em tecidos do trato genital de machos infectados, como também
correlacionar a deteccdo do virus em sémen e sangue (Travassos et al., 1998, 1999; Ali
Al Hamad et al., 2008; Peterson et al., 2008; Cruz et al., 2009; Paula et al., 2009a;
Gregory et al., 2011). Em adicdo as técnicas moleculares, alguns testes soroldgicos
foram realizados no plasma seminal e podem vir a ser utilizados para identificar
reprodutores positivos e negativos (Ramirez et al., 2009; Andrioli et al., 2012).

Os primeiros estudos realizados com a aplicacdo da técnica de PCR no sémen
caprino ocorreram na década de 90. Travassos et al. (1998, 1999) relataram a presenca
do DNA pro-viral do CAEV no sémen de bodes experimentalmente e naturalmente
infectados e ressaltaram o risco de transmisséo da enfermidade pelo sémen.

Posteriormente, diversos estudos com técnicas moleculares para deteccdo do
CAEV em reprodutores foram realizados. Andrioli et al. (2006) investigaram a presenca
do DNA proé-viral do CAEV por NestedPCR em amostras de sémen lavado, ndo lavado
e criopreservado. Encontraram resultados positivos em 53,6% das amostras totais de
sémen néo lavado, em 17,9% de sémen lavado e em 35,7% do sémen criopreservado.
Portanto, a lavagem do sémen diminuiu a carga viral, porém ndo eliminou totalmente o
CAEV, enquanto o sémen criopreservado pode conter o virus na forma infectante.
Philpott, em 1993, ja havia constatado a viabilidade do CAEV em amostras de sémen
criopreservado, evidenciando que a congelacdo do sémen possibilita a sobrevivéncia do
virus, bem como de outros microrganismos.

Andrioli et al. (2006) observaram ainda que, apés injuria testicular, houve um
aumento de 21,4 para 50% de sémen positivo a PCR. Possivelmente, o processo
inflamatorio aumentou a carga viral do sémen por um maior fluxo de células de defesa
nesse Orgdo. Em ovinos, 0s primeiros estudos sobre a presenca do MVV no sémen
ocorreram apo6s lesdes patoldgicas nos testiculos de animais infectados (Palfi et al.,
1989). Posteriormente, Concha-Bermejillo et al. (1996) e Preziuso et al. (2003)

encontraram o lentivirus no epididimo de carneiros infectados experimentalmente com
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Brucella ovis e constataram que infeccdo persistente ou inflamacgdo induziram a
eliminagdo do MVV no sémen.

Em 2008, Ali Al Hamad et al., com o objetivo de buscar elevar o conhecimento
sobre infectividade em reprodutores, investigaram a presenca do CAEV por técnicas
moleculares tanto no sémen quanto no trato genital de animais naturalmente infectados.
Por PCR, encontraram o pré-virus em células ndo espermaéticas presentes no sémen e
em tecidos como testiculo, epididimo, vasos deferentes e glandulas vesiculares.
Adicionalmente, detectaram RNA viral no plasma seminal por RT-PCR. E, mediante a
hibridacéo in situ, demonstraram que as sec¢des de tecido epididimal (cabeca, corpo e
cauda), por meio de PCR positivos, contém células infectadas.

Em estudo semelhante, Peterson et al. (2008) detectaram o DNA pro-viral do
CAEV e do MVV em amostras de tecidos a partir de testiculos, epididimo, ampola
vesicular, prostata e glandulas bulbouretrais. Esses autores demonstraram claramente a
importancia dos 6rgdos sexuais masculinos na excrecéo dos lentivirus no ejaculado.

Nas células espermaéticas, no entanto, ndo foram demonstrados resultados
positivos ao CAEV. Para Ali Al Hamad et al. (2008), a auséncia de receptores na
membrana plasmatica dos espermatozoides impossibilitaria a internalizacéo da particula
viral, o que conferiria resisténcia deles a infeccdo. Em humanos, foi sugerido que
espermatozoides ndo expressavam niveis significativos de receptores de superficie
(CD4, CXCR4 e CCR5), portanto ndo seriam alvos principais de infeccdo pelo HIV,
contudo os estudos ainda s&o controversos (Bielanski, 2007). Com o lentivirus caprino,
Thibault et al. (2001) destacaram ainda que proteinas epididiméarias protegeriam o
espermatozoide durante o transito através do trato genital do macho.

Apesar da pouca probabilidade de os espermatozoides serem alvos dos
lentivirus, Peterson et al. (2008) observaram o DNA pro6-viral do CAEV e do MVV na
fragdo composta de agregados e em partes de espermatozoides separados pelo gradiente
de Percoll, bem como na fracdo do sémen que continha macrofagos e goticulas
citoplasmaticas. Em outro estudo, Ricarte et al. (2010) visualizaram, por microscopia
eletronica de transmissdo, uma particula viral semelhante ao CAEV na peca
intermediaria do espermatozoide de um macho infectado experimentalmente, o que
sugere que essas células poderiam ser infectadas pelo virus. Desta forma, a
susceptibilidade dos espermatozoides ao CAEV, bem como as estruturas dos receptores
de membrana espermatica para os lentivirus dos pequenos ruminantes, necessita de

elucidacéo.
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Paula et al. (2009a) destacaram um fato importantissimo para o diagnéstico da
artrite encefalite caprina (CAE) em reprodutores. Os autores avaliaram o perfil viral do
sangue e do sémen em machos naturalmente e experimentalmente infectados,
salientando gue tanto no sémen como no sangue a presenca do virus é intermitente e que
pode ndo haver correlagdo positiva entre as deteccdes. Nos animais naturalmente
infectados, 0 DNA pré-viral foi detectado no sangue em apenas um animal, enquanto no
sémen o proé-virus foi detectado nos cinco reprodutores do grupo. Portanto, a auséncia
do virus no sangue ndo exclui a excrecdo do agente patogénico no plasma seminal nem
uma possivel transmissdo. Nos reprodutores infectados experimentalmente, o DNA foi
detectado tanto no sangue quanto no sémen na primeira semana pos-infec¢do em dois de
cinco animais, demonstrando que machos com infeccdo recente excretam o virus no
sémen, o que representa importante fonte de infeccéo.

Na deteccdo de anticorpos anti-CAEV por IDGA, Paula et al. (2009a) somente
detectaram anticorpos contra o virus na 162 semana pés-infeccdo no grupo dos animais
experimentalmente infectados. Além disso, um reprodutor apresentou Soroconversao
tardia, 32 semanas pos-infeccdo. Esses resultados sugerem uma baixa sensibilidade do
IDGA em detectar precocemente a soroconversdao. Contudo, no diagnostico sorolégico
da infeccdo, deve-se considerar a existéncia da “janela imunologica” (periodo entre a
infeccdo e a soroconversdo), alem da possibilidade de sororreacdo intermitente. Dessa
forma, Cruz et al. (2009) sugeriram que as provas sorolégicas dos reprodutores devem
ser realizadas em associacdo com as moleculares, bem como a deteccdo do DNA pré-
viral do CAEV deve ser realizada no sangue e no sémen.

Com relacdo a aplicacdo de técnicas sorologicas no plasma seminal, Ramirez et
al. (2009), baseados em diagndstico por anticorpos anti-CAEV e MVV, verificaram, por
meio da técnica de ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), resultados
concordantes com os realizados no soro. Do mesmo modo, Andrioli et al. (2012)
compararam por Western Blot (WB) a deteccdo de anticorpos anti-CAEV no soro
sanguineo e no plasma seminal e encontraram uma especificidade de 100% e uma
sensibilidade de 87,5% entre elas, o que demonstra que o WB pode ser aplicado no
diagnostico da CAE utilizando-se plasma seminal. Vale ressaltar que ELISA e WB séo
técnicas mais sensiveis em comparagéo ao IDGA.

Em se tratando de sensibilidade, uma nova técnica designada PCR em tempo
real (JPCR), evolucéo da PCR convencional, vem crescendo de forma significativa

como técnica de grande importancia em varios dominios da ciéncia. A gPCR permite
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quantificar as formas integrada e livre do CAEV, além de levar a um diagnostico
precoce em relagdo aos métodos convencionais. Entretanto, estudos com sua utilizacéo
nessa linha de pesquisa ainda sdo incipientes. Peterson et al. (2008) utilizaram a forma
qualitativa da técnica e detectaram o0 CAEV em sémen e tecidos do trato genital de
machos. Em trabalhos com fémeas, Ravazzolo et al. (2006) detectaram e avaliaram a
carga viral na glandula mamaria e no leite. J& Brajon et al. (2012) encontraram RNA

viral e DNA pro-viral em amostras como fluido intra-articular e sangue.

Transmissdo do CAEV pelo sémen

Poucos estudos foram realizados visando a confirmacdo da transmissdo sexual
do CAEV. De acordo com Johnson et al. (1992) e Hubl et al. (1996), a comprovacéo
somente é possivel por meio da inseminacdo de fémeas ndo infectadas utilizando-se
ejaculados positivos, ou pela monta natural com macho infectado mais a subsequente
comprovacao da infeccdo nas fémeas por meio de testes de diagndstico. Para Peterson et
al. (2008), é necessaria a inclusdo de atividade homossexual na transmissdo dos
lentivirus. Isso porque o0s animais, quando criados em lotes de mesmo sexo,
desenvolvem héabitos comportamentais como montar uns nos outros.

Estudos iniciais ndo apontaram soroconversdo de fémeas que tiveram contato
com sémen contaminado (Adams et al., 1983). E provavel, entdo, que a transmissdo néo
tenha ocorrido, porque os ejaculados ndo continham particulas virais suficientes para
infeccao.

Por outro lado, Rowe et al. (1992) observaram que algumas cabras
soroconverteram entre 100 e 140 dias apos terem sido submetidas a MN com machos
soropositivos e suspeitaram que a transmissdo havia ocorrido pela copula. Mais
recentemente, Souza et al. (2013) comprovaram a transmissdo sexual do CAEV por IA.
No trabalho, 20 fémeas foram inseminadas por via transcervical com sémen fresco
contaminado in vitro, sendo a transmissdo comprovada 30 dias pos-infeccdo, quando 12
fémeas apresentaram anticorpos anti-CAEV pela técnica de WB. Neste trabalho, pode-
se afirmar a via reprodutiva da infeccdo, pois o sémen contaminado foi introduzido
diretamente no trato genital das fémeas, ndo existindo contato algum entre os animais.
Em consonancia a este resultado, Cortez-Romero et al. (2013) sugerem maior
frequéncia de infec¢do observada em cabras na IA quando comparada ao acasalamento

natural.
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Técnicas de inativacéo viral

Em geral, esses procedimentos incluem metodologias aceitas internacionalmente
e envolvem a utilizacdo de lavagem, antibidticos, acidificacdo (pH), tripsina e outras
enzimas, o0zoOnio, agentes fotossensiveis (Bielanski, 2007). Os procedimentos de
lavagem sdo as técnicas mais amplamente utilizadas, das quais se destacam swim-up e
centrifugacdo em gradiente de Percoll. A inclusdo de tripsina € um metodo seguro para
inativar ou separar virus que podem aderir aos espermatozoides (Loskutoff et al.,
2005). A estratégia de lavagem para desinfec¢do seminal pelo CAEV foi utilizada por
Andrioli et al. (2006), os quais observaram que o processo diminuiu a carga viral do
sémen, porém nao eliminou totalmente o virus. Peterson et al. (2008), apds utilizarem
gradiente de Percoll em amostras de sémen caprino e ovino, conseguiram detectar
resultados positivos. J& Ricarte et al. (2010) ndo detectaram o CAEV apds swim-up
realizado no sémen de machos naturalmente infectados. Entretanto, observaram uma
amostra positiva apos swim-up de um macho experimentalmente infectado. Contudo,
Bielanski (2007) evidencia que, embora alguns métodos ndo inativem ou removam
completamente agentes infecciosos, a carga microbiana associada ao germoplasma pode

ser reduzida a niveis baixos para infectividade intrauterina.

Consideracoes finais

Com base no que foi referenciado, acredita-se que técnicas de diagndstico mais
confiaveis como Western Blot ou reacdo em cadeia da polimerase, devam ser aplicadas
em programas de controle da CAE pelos 6rgdos competentes, a fim de reduzir os falso-
negativos, além de garantir vigilancia clinica mais segura.

Adicionalmente, o procedimento de lavagem seminal poderia ser adotado como
rotina em centrais de inseminagdo, associado as técnicas de PCR e RT-PCR para
assegurar a negatividade do sémen quanto as formas livre e integrada do CAEV. Estas
medidas, embora laboriosas, certamente apresentariam um impacto significante na
prevencdo da artrite encefalite caprina pela via venérea, além da possibilidade de o

animal portador ter sua genética multiplicada sem comprometer a seguranca do rebanho.
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ABSTRACT

Background: Goats can be infected by a lentivirus called the caprine arthritis
encephalitis virus (CAEV) that causes an infectious disease characterized by a chronic.
For replication, the CAEV, integrate as a provirus in the DNA of the host cell genome.
By consequence, infection of cells persistent life-long infection of the animal. The
CAEV can be found in most body fluids, It has been demonstrated its presence in blood,
milk, semen. However, the search for the CAEV in other body fluids besides blood is
important to assess possible viral transmission. The aim of this study was to determine
whether the presence of proviral DNA sequences in saliva of animals infected.

Materials, Methods & Results: The study was carried out on the farm belonging to the
Embrapa Goat and Sheep Research Center, located in the municipality of Sobral, Cear3,
Brazil. To assess the oral fluid for the presence of CAEV, samples of saliva from eight
infected breeders were collected by suctioning saliva from the oral cavity on the side
region of the breeders lower molar teeth using a probe coupled to a plastic 5 mL
syringe. And pro-viral DNA was extracted from the samples using NaCl and proteinase
K. Two rounds of polymerase chain reaction (nested PCR) were carried out to amplify
the final 187 pb fragment of the pro-viral DNA. All the oligonucleotide primers were
determined from the gag region of the structural gene of the CAEV-Cork. The
fragments amplified by PCR were analyzed in electrophoresis in a horizontal cube. On

2% agarose gel and stained with ethidium bromide (10 pg/uL). The products of the
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PCR amplification were sequenced in platform Applied Biosystems, the sequences were
compared to available GenBank strains, and the results of this comparison demonstrated
that were more related to the caprine strains regional. The presence of pro-viral DNA
was observed in saliva in of 100% animals and proved that saliva of infected goats
contained the CAEV. However, when assessing the results of CAEV pro-viral DNA
detection in the present study, it was observed variation in the detection frequency of
lentivirus in samples collected at different times.

Discussion: This finding indicated that the CAEV was present in saliva samples in its
pro-viral form, a factor that would not limit its contagion capacity and that direct,
continued exposure in a favorable environment presents perfect conditions for its
transmission by this pathway. The results found in the present study corroborated
studies on other lentivirus. Isolated the maedi-visna virus (MVV) in saliva glands of
experimentally infected sheep. In cats, the feline immunodeficiency virus (FIV) was
also detected in the saliva of infected animals and transmission was reported. In a recent
study, was detected the presence of the lentivirus in small ruminants by PCR in water
and air samples in different installations that housed herds with medium to high
infection prevalence. Throughout in this study, an intermitency in proviral elimination
was observed in saliva similar blood and semen, as reported by other authors for CAEV
and other virus. Although the determining mechanism of horizontal transmission
through the oral fluids was not definitively elucidated, these studies highlight the risks
of transmission through direct contact with animals or indirect contamination by food
and/or water in the drinker. This study proved that saliva from infected goats contains
the CAEV, more studies should be carried out to analyze the degree of infectiousness of

the virus in the saliva and the viral elimination characteristics in this medium.

Keywords: CAEV, detection, PCR, saliva, transmission.

Descritores: CAEV, deteccdo, PCR, saliva, transmisséo.
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INTRODUCAO

Os lentivirus responsaveis pela Artrite encefalite caprina (CAEV) e Maedi-Visna
(MVV) pertencem a familia Retroviridae, sdo complexos ndo oncogénicos, e
intimamente relacionados fenotipica, biologica e antigenicamente, 0 que 0s insere no
conceito de quasispecies virais [13]. Sdo agrupados como Lentivirus de Pequenos
Ruminantes (LVPR). Esses virus geralmente limitam a infeccdo a um simples
hospedeiro, acarretando sérios problemas ou mesmo a morte; multiplicam-se em células
em repouso (ndo ativadas); infectam mondcitos, macrofagos e/ou linfécitos,
determinando infeccdo persistente e multisistémica e apresentam alta taxa de mutacédo
[19].

Os LVPR podem ser encontrados na maior parte dos fluidos corporais, e 0
CAEV na forma proviral ja foi detectado em sangue [15], leite [18] e sémen [2,6], com
ocorréncia de transmissdo. Porém, deve-se atentar a presenca deste agente em outras
partes do corpo, como na mucosa oral. Nos ovinos, por exemplo, 0 MVV foi isolado na
saliva e em secrecgdes nasais [11]. Em gatos, o agente da imunodeficiéncia felina (FIV),
outro lentivirus, foi detectado na saliva de animais infectados, com transmissao
comprovada [25]. E em humanos, detec¢bes do DNA do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV-1) em células de mucosa oral [17] e do herpesvirus em fluido de lavagem
oral [5] sugerem que células epiteliais, em outras areas do corpo, podem ser infectadas.
Nos caprinos os estudos sdo incipientes, contudo, sequéncias virais ja foram
identificadas em agua de bebedouros e no ar expirado por animais infectados [24].
Assim, este trabalho tem o objetivo de estabelecer a presenca do DNA proviral do

CAEV na saliva de animais infectados.

MATERIAIS E METODOS
Animais
Foram estudadas amostras de saliva de dez machos caprinos alojados em baias e
mantidos em sistema intensivo de criacdo, pertencentes ao rebanho experimental da
Embrapa Caprinos e Ovinos.
Cada animal foi avaliado pré-experimento em varios momentos, através dos
testes de western blotting (WB) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no sangue, por

se tratar de um programa de controle adotado no rebanho. Dois grupos entdo foram
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selecionados, o grupo G1 (n = 8) composto por animais positivos e 0 G2 (n = 2) com

animais negativos como controle.

Amostras

As amostras de saliva foram coletadas com os animais em jejum de 12 h, e
obtidas através de succéao do fluido da cavidade oral na regido lateral dos dentes molares
inferiores. O aparato utilizado constava de uma sonda acoplada a uma seringa plastica
de 5 mL. Apds as coletas as amostras foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e
armazenadas a 4 °C até o0 momento da extracdo de DNA. Para a realizacdo da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR)

Um total de sete coletas por animal foi realizada, havendo intervalo entre elas
com o objetivo de avaliar o comportamento de eliminacdo do virus na saliva. As trés

primeiras coletas ocorreram mensalmente, apds estas semanalmente.

Extracdo de DNA

O método de extracdo do DNA proviral utilizado nas amostras foi baseado na
utilizagdo do NaCl e da proteinase K [1]. Posteriormente, as amostras foram
quantificadas em espectofotometro®.

Reacdo em Cadeia da Polimerase Nested (nPCR)

Para a PCR foram realizados dois rounds de PCR (nPCR) para amplificar uma
fragmento final de 187 pb do DNA proviral do CAEV. Todos os oligonucleotideos
iniciadores foram determinados a partir da regido do gene estrutural gag da amostra
padrdo CAEV-Cork [21] (Tabela 1).

As reacBes de PCR foram realizadas em termociclador (Mastercycler ep
Gradient 5341)* em um volume final de 50 pL. Estas consistiam de tampdo Tris HCI —
10 mM (pH 8,3)% KCI - 500 mM?*; MgCI2 - 25 mM?; Gelatina - 0,001% (w/v)®; dNTP -
100 pM3 (de cada); Primers — 20 pmol (de cada); Tag DNA polimerase - 2U°%; Target
DNA 3 puL e agua livre de DNAse autoclavada 50 pL g.s.p.

As condicdes de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial 94 °C por cinco min,
seguida de 35ciclos: desnaturacdo 94 °C por um min, anelamento 63 °C por um min,
extensdo 72 °C por 45 s, seguida de uma adicional extenséo final de 72 °C por sete min.
Para cada round de amplificagdo foi utilizado um controle positivo, referente amostra

padrdo de DNA proviral CAEV Cork derivada do cultivo de células de membrana
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sinovial de caprinos infectados, amostra de DNA de animal negativo e para controle de
qualidade das amplificagOes, agua livre de DNAse. Seguiu-se metodologia de Barlough
et al. [3] com modificagdes sugeridas por Andrioli et al. [2].

Os fragmentos amplificados pela PCR foram analisados por eletroforese em
cuba horizontal. Uma aliquota de 10 puL de cada amostra mais 2 ul. do tampéo de
carreamento foi disposta em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio (10
pug/ul). As bandas foram visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta
(BenchtopTM UV)* e fotodocumentadas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados
foram comparados ao padrdo de peso molecular 100 pb DNA ladder (TrackltTM)’ e ao

controle positivo.

Sequéncias de DNA

As amostras positivas foram purificadas em gel de agarose a 1%, usando kit
comercial” e sequenciadas em plataforma ABI 3500°. As sequéncias do gene foram
comparadas com MEGAG6 software de analise, e Basic Local Alignment Search Tool -

Blast.

Tabela 1. Sequéncias dos primers usados na reacdo de nPCR, com o tamanho dos
fragmentos amplificados.

Gene Primers Sequencias Fragmentos
Gag 5->3 (pb)
L0 Gagl CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG
' 296
round
Gag? TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC
20, Gag3 GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG 187
round

Gag4 ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC
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RESULTADOS

O DNA proviral do CAEV foi detectado na saliva em 100% (8/8) dos animais
pertencentes ao G1. Seis animais apresentaram pelo menos dois resultados positivos na
nPCR, por amplificarem um fragmento de 187 bp do provirus correspondente ao gene
gag do CAEV. Exceto os animais A e B (Tabela 2) que vieram a ¢bito antes da segunda
coleta devido a cronicidade da doenca. Com relacéo ao grupo controle nenhum animal
apresentou resultado positivo (Figura 1).

Avaliando os resultados por coleta observou-se que 25% (2/8) dos animais
amplificaram o fragmento do DNA proviral na primeira coleta. Na segunda, dos seis
animais infectados restantes, nenhum apresentou resultado positivo. J& nas coletas
subsequentes, 33,3% (2/6), 66,6% (4/6), 16,6% (1/6), 16,6% (1/6) e 100% (6/6) dos
animais apresentaram o provirus na saliva.

Verificou-se intermiténcia entre as analises ocorrendo resultados positivos e
negativos para o0 mesmo animal, em momentos diferentes. Sendo que 33,3% (2/6)
apresentaram trés vezes salivas positivas para o CAEV, e 66,6% (4/6) apresentaram
positividade duas vezes (Tabela 2).

Na analise das sequéncias, verificou-se 100% de convergéncia e 99% de
identidade com as sequéncias CAEV10, CAEV09, CAEV08, CAEV07, CAEV06,
CAEV05, CAEV04, CAEV03, CAEV02, CAEVO01l, BR/CNPC-G1, BR/CNPC-G2,
BR/CNPC-G3, BR/ICNPC-G4 (sequencias de LVPR isoladas em animais de rebanhos
do Nordeste do Brasil), CAN_23-18CAEV, e CAEV-Cork, obtidas no GenBank
numeradas em: JQ290327.1[7], JQ290326.1[7], JQ290325.1[7], JQ290324.1[7],
JQ290323.1[7], JQ290322.1[7], JQ290321.1[7], JQ290320.1[7], JQ290319.1[7],
JQ290318.1[7]., EU300979.1[8], EU300978.1[8], EU300977.1[8], EU300976.1[8],

KC241951.1[22], e M33677.1[21]., respectivamente.
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Figura 1. Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio,
apresentando produtos da amplificacdo do fragmento-alvo do
DNA proviral do CAEV equivalente a 187pb. M (marcador
DNA ladder 100pb); 1,5 (amostras negativas dos animais
positivos); 2, 3, 4 e 6 (amostras positivas dos animais positivos)
7 e 8 (amostras negativas dos animais controles); C+ (controle
positivo da reagdo); C- (controle negativo da reacdo).

Tabela 2. Resultados positivos e negativos obtidos nos testes de nestedPCR para o
DNA proviral do CAEV na saliva dos animais dos diferentes grupos nas sete coletas.

Coletas
Animal  Grupo 1 2 3 4 5 6 7
*A Gl + — — — — — —
*B Gl + — — — — — —
C Gl - - + + - - +
D Gl - - - + - - +
E Gl - - - + - - +
F Gl - - + - + - +
G Gl - - - + - - +
H Gl - - - - - + +
I G2 - - - - - - -
J G2 - - - - - - -

*Animais que foram a obito antes da segunda coleta; G1- grupo de animais positivos para a CAE; G2-
grupo de animais negativos para a CAE; (—) nao houve coleta; (+) resultado positivo; (-) resultado
negativo.
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DISCUSSAO

A positividade no nPCR para 0 CAEV na saliva a partir da constatacdo do DNA
proviral, apontaram que leucdécitos e/ou células epiteliais de descamacdo encontradas
neste meio podem ser produtivamente infectadas pelo virus. Na avaliagdo do
sequenciamento encontrou-se alta relacdo com sequéncias de cepas de LVPR regionais
[7,8] e ao genoma completo da cepa CAEV-Co [21] disponiveis no GenBank. Desse
modo, a extracdo de DNA a partir da saliva total ou células bucais pode ser utilizada
para a pesquisa da infeccdo, para maior conhecimento da etiopatogenia da enfermidade,
bem como para o estudo da possibilidade de transmissdao oral a partir de certas
concentragdes e quais as circunstancias de maior vulnerabilidade.

Sequencias virais dos LVPR foram recentemente detectadas em amostras de
agua e ar, coletadas em instalacbes de rebanhos com prevaléncia média a alta da
infeccdo [24]. Muito provavelmente os bebedouros foram infectados pelas secrecdes
que continham o virus. Os mencionados autores ressaltaram que a forma proviral foi a
mais frequente entre as detec¢des. Fato que ndo limitaria sua capacidade infecciosa, mas
pode afetar sua resisténcia as condi¢cbes ambientais, e uma exposicdo préxima e
continua em ambiente favoravel pode oferecer condi¢Ges para sua transmissao [12].

Num estudo com oito ovelhas sadias mantidas em contato direto com cabras
soropositivas 0 CAEV foi capaz de infecta-las. Das oito ovelhas, seis (75%)
apresentaram resultados positivos na nPCR no sangue. Em cinco (62,5%), detectou-se o
DNA proviral do CAEV ja aos 30 dias de confinamento [23]. Sabe-se que o0s caprinos
tem um comportamento caracteristico como bufar e/ou tossir ao se alimentarem ou
beberem, liberando descargas nasais e/ou orais, 0 que pode favorecer a disseminagédo do
virus. Ademais, evidéncias epidemiologicas apontam para a importancia de transmisséo

por aerossois, e que secrecdes de orgaos-alvo contendo macrofagos infectados séo uma
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fonte potencial de infeccdo [4]. Soma-se a isto a adaptacdo dos LVPR para o
hospedeiro, demonstrando que a transmissdo e disseminacdo desses virus sdo mais
complexas que a simples ideia da especificidade a espécie [10,16].

A intermiténcia nas deteccdes do DNA proviral do CAEV no presente trabalho,
é corroborada com resultados semelhantes observados em outros fluidos corporais como
em sangue e sémen [14]. Na saliva de humanos, quando amostras individuais foram
testadas, apenas 50% dos pacientes eram positivos para sequéncias de HIV-1. No
entanto, quando véarias amostras de um mesmo individuo foram testadas, 100% dos
pacientes apresentaram resultados positivos [9]. De modo similar, no presente trabalho
somente chegou-se a 100% de positividade do CAEV na saliva dos animais, com maior
frequéncia das coletas. Possivelmente, o numero de células infectadas na saliva esteja
em constante mudanca, ou em ndmero insuficiente para deteccdo, até mesmo que o
provirus esteja ausente no fluido em determinados momentos. Resultando em variacao
na frequéncia de deteccdo nas amostras colhidas de um mesmo animal. Outros fatores
como laténcia viral e replicacdo viral restrita nos animais infectados pelo LVPR podem,

também, contribuir para explicar a intermiténcia dos resultados [20].

CONCLUSAO
Neste trabalho, comprovou-se que caprinos infectados excretam o CAEV na
saliva em sua forma proviral, e possivelmente as células deste fluido que o albergam
podem produzir virus infeccioso. Este achado tem impacto na epidemiologia da
enfermidade e deve ser levado em consideracdo na implantacdo de programas de

controle desta lentivirose.
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Contudo, outros estudos ainda devem ser realizados para se determinar a
participacdo desse agente na saliva, bem como a possibilidade de transmissao a partir de

certas concentracdes e quais as circunstancias de maior vulnerabilidade dos animais.
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Abstract

The dynamics of the caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) in semen of
male goats with acute and chronic CAEV infection and their serological responses were
investigated. Blood and semen samples were collected over three months from 11
breeder male goats, (n = 5) recently and (n = 6) chronically infected. The start of the
infection was the period of greatest provirus elimination in the semen. The product of
185 bp corresponding to the CAEV gag gene was amplified in the semen in 4/5 (80%)
of the animals of the recently infected group whereas the provirus was detected in 4/6
(66.7%) of the animals of the chronically infected group. Bat not significantly different
(P > 0.05) between the phases. The male goats had higher percentages of positive
results for antibody detection in the acute phase. Regardless of the infection phase,
CAEV proviral DNA was shed in the semen following three patterns: absent,
intermittent or continuous while intermittent prevailed. Nevertheless, the intermittent
viral shedding in the semen indicates that molecular biology techniques could be used to

select virus-free ejaculate for possible use in breeding biotechniques.

Keywords: Chronic infection; Gag gene; Provirus; Recent infection; Semen
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Introduction

The caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) belongs to the Retroviridae
family, Lentivirus genus, and infects monocytes, macrophages and/or lymphocytes,
resulting in persistent and multi-systemic infection with high mutation rate (Reischak et

al., 2002).

CAEV can be found in most body fluids and proviral DNA has been detected in
the semen of experimentally and naturally infected male goat breeders (Travassos et al.,
1998; Travassos et al., 1999). The provirus was found in the male sex organs in tissues
such as the testis, epididymis, vas deferens, vesicular glands (Ali Al Hamad et al.,
2008); vesicular ampulla, prostate and bulbourethral glands (Peterson et al., 2008) of
naturally infected animals. Thus, these organs play an important role in the shedding of
lentivirus in the ejaculate, especially during inflammatory processes (Andrioli et al.,
2006) or stress caused by increased sexual activity in the breeding season (Peterson et

al., 2008).

CAEV has also been transmitted through artificial insemination (Souza et al.,
2013). Some recently infected males tested positive for proviral DNA in the semen
before serological antibody detection (Paula et al., 2009). Furthermore, studies
assessing the blood and semen viral profiles of naturally and experimentally infected
males reported that the virus is not necessarily detected simultaneously in the semen and
blood samples (Cruz et al., 2009; Paula et al., 2009). Therefore, detection by
polymerase chain reaction (PCR) of proviral DNA in the blood cells is not a reliable

method to select animals with CAEV- free semen.
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To this end, the dynamics of CAEV in the breeder semen needs to be understood
to predict the magnitude of CAEV infection in the acute and chronic infection stages
and to determine when the risk of sexual transmission is maximized. This knowledge
should assist the selection of virus-free semen samples and enable the use of semen of
high genetic and economic value CAEV carriers to perform assisted reproductive

techniques (Paula et al., 2008).

The objective of the present study was to investigate the dynamics of CAEV in
the semen and determine how the virus is shed in the acute and chronic phases of the
infection. Serological responses were assessed to show the antibody profile in these two
phases. The results should assist the development of procedures to avoid caprine

arthritic encephalitis (CAE) transmission by breeders.

Materials and methods
The project was approved by the Ethics Committee for Use of Animals (CEUA)

Universidade Estadual Vale do Acarad, protocol number: 01912; on February 20, 2013.

Animal groups

The eleven male goats used in the trial belong to the experimental herd of Embrapa
Goat and Sheep, in Ceara, Brazil. They were housed in stalls under intensive rearing
system (feedlot) and, prior to the experiment, each animal was confirmed seropositive
or negative for CAEV by the western blotting (WB) test. The male goats were then,
divided into two groups. The first, G1 (n = 5) consisted of seronegative male goats that
were experimentally infected with 1 mL of the standard strain CAEV-Cork infective

titre 10>>TCIDs, (50% tissue culture infectious dose)/mL by intramuscular injection, in
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the acute CAE phase. The second, G2 (n = 6) consisted of naturally infected male goats

in the chronic stage of the disease.

Semen and blood collection

Semen and blood samples were collected weekly during three months. The
semen was collected using an artificial vagina in the presence of a female oestrogenised
with 1 mL estradiol cypionate (E.C.P., Pfizer). Semen quality was then assessed by a
spermiogram according to criteria recognised by the Brazilian College of Animal
Reproduction - CBRA (2013). The samples were stored at -80 °C until the DNA was

extracted to perform the nested polymerase chain reaction (nPCR).

Blood samples were collected from the jugular in 10 mL vacutainer® tubes
without anticoagulant to separate the serum. The presence of anti-CAEV antibodies was
determined in each blood sample by the western blotting (WB) technique following

methodology by Rodrigues et al. (2014).

DNA extraction
DNA was extracted from the semen samples using the QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Germany) in QIAsymphony SP (Qiagen) according to the manufacturer’s

instructions and quantified in a spectrophotometer (Ultrospec 2100 pro, England).

Nested polymerase chain reaction (nPCR)
The nPCR followed the methodology described by Barlough et al. (1994)
modified by Andrioli et al. (2006) to amplify a 185 base pairs (bp) fragment of the

CAEV proviral DNA based on the gag region.
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Two rounds were carried out in a final volume of 50 uL. The first amplification
reaction used 20 pmol of each one of the primer sets, gagl 5’-
CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3’, gag2 5°-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3” bases corresponding to (953 and 975)
(Saltarelli et al., 1990), 10 mM Tris HCI (pH 8.3), 500 mM KCI, 25 mM MgCl,, 0.001
% (w/v) gelatine; 2U Taq DNA polymerase; 100 uM of each dNTP (Sigma Aldrich,
USA); Target DNA 3 uL (200 ng) and 50 uL g.s.p. autoclaved DNAse-free water. The
amplification conditions were as follows: initial denaturing at 94 °C for five min,
followed by 35 cycles: denaturation at 94 °C for one min, annealing 63 °C for one min,
extension at 72 °C for 45 s, followed by an additional extension phase at 72 °C for
seven min. An aliquot of 1.0 pL of this PCR product was transferred directly to a
second reaction and amplified using the following set of primers, gag3 5’-
GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-37, gag4 5’-
CCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC-3” bases (997 and 1024). The amplification
was repeated for 35 cycles, as described previously, in a thermocycler (Mastercycler ep
Gradient 5341, Eppendorf, German). The amplified DNA sequences were separated by
2% agarose gel electrophoresis containing ethidium bromide (10 pg/uL) and the
fragments were compared to the standard 100 bp molecular weight (Tracklt Invitrogen,
USA) and to the positive control. The bands were visualized and photographed using a

gel documentation system (Benchtop UV, England).

Statistical analysis

The results were compared by chi-squared (%2) and the exact Fisher tests using

the Epilnfo software, version 6.0, at 5% confidence (P > 0.05).
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The semen parameters were expressed as means and standard deviation,
evaluated by the Shapiro-Wilk and Battlet tests. The normality and homogeneity of the
data was checked using the logarithmic transformation. The Statistical Analysis
Systems (SAS version 9.2) software was used. Analysis of variance was performed and

means and standard deviations were compared by Tukey test at 5%.

Results

The nPCR was used to assess the presence of CAEV proviral DNA in semen
samples from male goats in both recently and chronically infected stages. The results
showed that the start of the infection was the period of greatest virus elimination in the
semen. Anti-CAEV antibodies were also detected by WB and the results again showed

the acute phase with period greater of positive results.

PCR analysis

In the male goats of Group 1 that had been recently infected, the product of 185
bp corresponding to the CAEV gag gene was amplified in the semen in 4/5 (80%) of the
animals. The provirus was detected in the semen of four of the five male goats between
the third and fifth weeks after infection. Of the 55 samples collected throughout the
experimental period, 10 (18.0%) amplified the proviral DNA, of which 2/10 (20%) were
observed in the third week after inoculation and remained until the following blood
collection. At five weeks of infection, 3/10 (30%) were positive; in the other collections
from the group 1/10 (10%) CAEV was detected, showing that virus elimination peaked

in the first month of infection and then declined rapidly.
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In an individual assessment, intermittence was observed between positivity and
negativity in the nPCR of the same animal. Of the five male goats, 1/5 (20%) had the
virus in the semen once; 3/5 (60%), three times; and in 1/5 (20%), the CAEV proviral

DNA was not detected in the semen at any moment (Fig. 1).
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Fig. 1. Results of the three different patterns of CAEV shedding in semen: absent

(animal 1); continuous (animals 2 and 3) and intermittent (animals 2, 3, 4 and 5). Acute

infection.

In the chronically infected male goats of Group 2, the 185 bp fragment of the
provirus was detected in 4/6 (66.7%) of the animals while 8/66 (12.1%) of the 66
samples collected throughout the experimental period were considered positive. There

was no elimination of the CAEV in the first four collections and no animal had the
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provirus in collection six. However, at least one positive result was observed in samples
five, eight and nine while two and three positive semen results were detected in samples

seven and ten, respectively.

The individual nPCR assessment, similar to the G1 animals, showed the
intermittent presence of the virus in the same sample, 1/6 (16.6%) presented the virus in
the semen once; 2/6 (33.3%), twice; and 1/6 (16.6%), three times. In contrast, 2/6
(33.3%) of the animals did not eliminated the CAEV in the semen at any time during

the experimental period (Fig. 2).
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Fig. 2. Results of the three different patterns of CAEV shedding in semen: absent
(animals 9 and 11), continuous (animal 7) and intermittent (animals 6, 7, 8 and 10).
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Interference from CAE was not observed in the weekly assessments of the
reproductive parameters. The sperm concentration, sperm motility and vigour values
were within the standards for male goats and did not differ statistically at (P > 0.05)
between the acute and chronic phases. However, the semen volume was significantly
greater in chronically infected breeders (Table 1), probably because they had a more

active reproducer profile.

Table 1 Mean and standard deviation of the semen parameters of male goats with acute

and chronic infection by the CAEV

Experimental Groups

Parameters Acute infection Chronic infection
Volume (mL) 0,84 + 0,45° 1,39 + 0,54°
Concentration (x 10%) 3,84 + 1,10° 3,80 + 1,09°
Motility (%) 83,53 + 14,93° 83,41 + 7,74
Vigor (0-5) 4,02 +0,61° 3,95+ 0,63

Values followed by the same letter on the same line did not differ statistically at the
level of 5%.

Serological analysis

The seroconversions detected by WB in G1 occurred simultaneously with the
provirus detections in the semen. Furthermore, the five-week period was sufficient for
5/5 (100%) of the animals to seroconvert since 1/5 (20%) and 2/5 (40%) of the animals
had anti-CAEV antibodies two and three weeks after the experimental infection,
respectively. In the general assessment, WB demonstrated that 28/55 (51%) of the blood
serum samples from G1 were positive. Of this percentage, 3/28 (10.7%) were detected
by the third week of the experiment and remained for five collections; a higher

incidence, 4/28 (14.3%), was detected in the sixth and seventh weeks of infection.
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Although the two techniques serve different specific purposes, the nPCR detects
the virus in the semen while WB determines seropositive blood, the comparison of the
results show that 6/11 (54.5%) of the semen and blood serum samples were positive
simultaneously. On the other hand, 100% of the reproducers in G1 had anti-CAEV

antibodies, while the provirus in the semen was detected in 80% (Table 2).

Table 2 Results of nested polymerase chain reaction (nPCR) test in semen and western

blotting (WB) test in serum of male goats with acute CAEV infection.

Animals
1 2 3 4 5
Weeks nPCR/WB nPCR/WB nPCR/WB nPCR/WB nPCR/WB
1 -I- -I- -I- -I- -I-
2 -1+ -I- -I- -I- -/~
3 -/- -+ +/+ +/- -/-
4 -/- +/+ ++ -/+ -/-
5 -I- +/- -1+ +/- +/+
8 -I- -1+ +/+ -1+ -1+
9 -/- +/+ -/+ -/+ -+
10 -/- -/- -1+ +/+ -1+
11 -I- -I- -1+ -1+ -1+

NOTE. ( +) positive result; ( - ) negative result.

The results of the WB test showed that 15/66 (22.7%) of the blood serum
samples from the chronically infected reproducers had anti-CAEV antibodies. Positive
results were observed in 100% of the collections; 50% had at least one serum reaction

and 50% had two serum reactions. However, although they were CAEV carriers, 4/6

73



(66.7%) of the animals presented false negative results to the test, while a smaller

percentage 2/6 (33.3%) showed antibodies to the virus.

Comparisons between the results obtained by the nPCR and WB techniques in
G2 show that 5/10 (50%) of the semen and blood serum collections were positive for
both tests. Of the six animals, only 33.3% had anti-CAEV antibodies and the same
animals had positive semen by nPCR. In this group, the WB results indicated a higher,

percentage of positive results compared to nPCR (Table 3).

Table 3 Results of nested polymerase chain reaction (nPCR) test in semen and western

blotting (WB) test in serum of male goats with chronic CAEV infection.

Animals
6 7 8 9 10 11
Weeks nPCR/WB  nPCR/WB  nPCR/WB  nPCR/WB  nPCR/WB  nPCR/WB

1 -I- -I- +/+ -I- -I- -I-
2 -I- -I- -+ -I- -I- -I-
3 -I- -I- -I+ -I- -I- -I-
4 -I- -I- -I+ -I- -I- -I-
5 +/+ -I- -1+ -I- -I- -I-
6 -1+ -/- -+ -/- -/- -/-
7 -+ +/- -/+ -/- +/- -/-
8 -1+ -I- +/+ -I- -I- -I-
9 -1+ +/- -1+ -I- -I- -I-
10 +/+ +/- -1+ -/- -/- -I-

NOTE. ( +) positive result; ( - ) negative result.
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Discussion

There are reports in the literature that goats recently infected by CAEV can
eliminate the provirus in the semen before seroconversion (Paula et al., 2009) but there
has been little investigation regarding the CAEV viral dynamics in the semen during the

acute and chronic phases of the infection.

The human lentivirus presents similarities to the small ruminant lentivirus
(LVPR) in the initial stages of infection (Blacklaws and Harkiss, 2010). Studies show
that the RNA levels of the human immunodeficiency virus (HIV) in the seminal plasma
tend to remain high for two months or more following infection. Furthermore, HIV-
positive men can be more infectious in the first months after acquiring the virus (Stekler

et al., 2008).

However, in the recently infected goats in the present study, the CAEV proviral
DNA dynamics in the semen agreed with studies on HIV (Pilcher et al., 2004; Pilcher
et al., 2007) and the data observed in acutely infected rhesus monkeys (Pullium et al.,
2001). The similarity consisted of a lentivirus elimination peak in the first month of
infection, but the shedding explosion was contained in later weeks. Paula et al. (2009)
did not identify a viral shedding pattern in experimentally infected male goats, but they
did observe that proviral DNA was present at shorter intervals after the 18th week of
infection. It can be argued that during the post seroconversion phase, there is either an
increase in the antibody levels (Eltahir et al., 2006) or a decrease in the viral load that

would reduce the PCR sensitivity (Andrés et al., 2005).
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During the present study, the CAEV shedding changed greatly in male goats
with acute infection compared to those with chronic infection, and they had more
positive results. Also, four animals from the chronic group did not show any elimination
of CAEV in the semen. This fact suggests that as time passes the virus tends to remain
quiescent in the infected animals and the proviral DNA may not have integrated, or it
was integrated without activation (Cavalcante et al., 2013). Another hypothesis is that
fewer macrophages may be found in the semen of these animals (Paula et al., 2009).
Nevertheless, Ali Al Hamad et al. (2008) found the provirus in the semen and tissues
such as the testis, epididymis, vas deferens and vesicular glands of naturally infected
animals. Likewise, Peterson et al. (2008) detected the provirus in tissue samples such as
the vesicular ampulla, prostate, and bulbourethral glands. This result demonstrated that
the sex organs are involved in shedding the lentivirus in the ejaculate. Andrioli et al.
(2006) observed an increase in CAEV expression frequency in the semen of animals

with testicular trauma.

In this study, the CAEV was shed in the semen following three patterns: absent,
intermittent or continuous in all infection phases, but intermittent shedding prevailed.
However, it is not clear whether the lentivirus was not detected at different times
because there was no genetic material or because of the number of infected cells.
Whatever the case, some authors have suggested that CAEV is shed intermittently in the
semen or in such minimal quantities that it is not detectable by tests (Travassos et al.,
1998; Travassos et al., 1999; Ali Al Hamad et al., 2008; Peterson et al., 2008; Paula et
al., 2009; Andrioli et al., 2006). This fact is in agreement with Concha-Bermejillo et al.

(1996), who reported that the maedi visna virus (MVV) was shed intermittently in sheep

76



semen. Jordan et al. (1999) reported variation in lentivirus presence in the ejaculate

from different animals and in various ejaculates from the same animal.

Thus, bearing in mind the intermittence of viral shedding in the semen, using the
nPCR allied to reverse transcription PCR (RT-PCR) would guarantee that the ejaculate
is negative for the free and integrated CAEV forms, and using the methodologies to
eliminate the virus from the ejaculate as carried out in humans with the HIV virus and
hepatitis C virus (Loskutoff et al., 2005) would enable the use of genetic material from
reproducers of high genetic and economic value. First, because the likelihood of the
spermatozoids to become targets of the lentivirus is very low (Ali Al Hamad et al.,
2008) or because they do not replicate in these cells (Ricarte 2010). Next, according to
results of the present state study and data by Rodriguéz et al., 2005; Paula et al., 2009a

the semen quality of CAEV carrier goat reproducers is not affected by the disease.

Intermittent antibodies were also observed for the serological responses in the
present study. This intermittence pattern was consistent with data observed over the
weeks, months or years in some CAE carrier animals, by the IDGA, ELISA, or WB
tests (Ellis et al., 1986; Mackenzie et al., 1987; Houwers and Nauta, 1989; Rowe et al.,
1992; Rimstad et al., 1993; Hanson et al., 1996; Krassnig and Schuller, 1998; Preziuso
et al., 2003). Greater occurrences of false negatives were observed in the chronically
infected animals, very probably because of the low antibody levels in this phase of the
infection or serological latency (Pinheiro et al., 2012). Thus, when identifying male
carriers of the virus, it may be useful to associate serological tests with molecular tests
(Andres et al., 2005; Cruz et al., 2009). For example, a study showed that in men, HIV-

1 can be detected in the semen in 66% of seropositive individuals (Coombs et al., 1998).
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Conclusions

The data reported in the present study the “acute phase” was the period of
greatest virus elimination in the semen. However, provirus was shed intermittently in
the semen at all infection stages. Antibody detection was similar in the blood serum.
Nevertheless, future studies should confirm the results, and larger samples may be
necessary to understand fully the role of the virus dynamic in CAEV sexual

transmission.
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CONCLUSOES

@ Comprovou-se que a saliva de caprinos infectados contém o CAEV e tem
importante papel na patogenia da enfermidade.

© A eliminacdo do DNA proviral do CAEV no sémen ocorre de forma intermitente

em todas as fases da CAE.

© O sémen dos reprodutores caprinos pode apresentar maior eliminacdo do CAEV

nos primeiros meses apds 0s animais adquirirem o virus.

© Reprodutores mesmo na fase crbnica da infeccdo podem ndo apresentar a
fertilidade do sémen afetada pela enfermidade.

10 PERSPECTIVAS

© Visando o bem estar animal utilizar saliva como amostra de diagnéstico ao invés

da venopuncéo para coleta de sangue.

© Padronizar protocolos de diagnéstico baseado em fluido oral para deteccdo de

doencas infecciosas como é o caso da CAE.

© Aliar biotécnicas reprodutivas as técnicas de biologia molecular para o

aproveitamento de ejaculados livres do virus.
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ANEXO

(Parecer do Comité de Etica para Uso de Animais - CEUA)

¥ Ldwonim Superinr

CEUA/UVA Certificado de Conduta Etica CCE

Certificamos que o Protocolo n° 019,12, sob titulo “Quantificaco da carga viral do CAEV
em sémen e sangue de machod natual ¢ axperimentaiments infectads™ 3sob a
responsabilidade de, Maria Fatima da Silva Teixeira, esta de acordo com os Principlos
Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Conselho Neclonal de Controle de
Experimentaco Animal - CONCEA (Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008), TENDO SIDO
CONSIDERADO APROVADO PELA Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual Vale do Acaral (CEUA/UVA).
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