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Resumo: Sabe-se que o Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) é transmitido pela via reprodutiva, portanto, faz-se necessario
um entendimento da dindmica do CAEV no sémen de reprodutores tanto na infec¢do aguda como em infeccdo cronica. Para a
previsdo da magnitude do CAEV no sémen e o tempo de maximo risco da transmissdo sexual do lentivirus. Para tanto, 11
reprodutores caprinos (n = 5) recentemente infectados e (n = 6) em fase cronica da infec¢do tiveram sémen coletado ao longo de trés
meses. O DNA das amostras foi extraido utilizando QlAamp DNA mini kit (QIAgen, USA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Dois rounds da reagdo em cadeia da polimerase nested (nPCR) foram realizados para amplificar um fragmento de 185pb
do DNA proviral do CAEV com base na regido gag. Dos cinco animais do grupo na fase aguda em 4/5 foi detectado o provirus no
sémen no primeiro més de infeccdo, onde pode-se observar um pico de eliminagdo do virus, seguido por um rapido declinio. Dos
animais pertencentes ao grupo cronico o provirus foi detectado em 4/6. Numa avaliagdo individual, verificou-se intermiténcia entre
positividade e negatividade na nPCR de um mesmo animal em todas as fases da infeccéo. Estes resultados demonstram que machos
com infeccdo recente eliminam o CAEV no sémen e podem vir a ser infecciosos nos primeiros meses apos a infecgéo.
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Caprine Arthritis Encephalitis Virus (CAEV) proviral DNA in semen
during acute and chronic infection

Abstract: That CAEV has been transmitted by the reproductive path, furthermore, the dynamic of the CAEV needs to be understood
in the reproducer semen in both the acute and chronic infection stages and to predict the CAEV magnitude in the semen and the
maximum risk time for sexual transmission of the lentivirus. Therefore, 11 goat reproducers, (n = 5) recently infected and (n = 6) in
the chronic phase of the infection semen were collected over three months. The DNA was extracted from the semen samples using
the QIAamp DNA Mini Kit (QIAgen, USA) according to the manufacturer’s instructions. Two rounds of polymerase chain reaction
(nested PCR) were carried out to amplify the final 185pb fragment of the proviral DNA corresponding to the CAEV gag gene. Of the
five animals with recent infection “acute phase” in 4/5 the provirus has been detected in the first month of infection, that virus
elimination peaked in the first month of infection and then declined rapidly. Of the animals belonging to the group chronic the
provirus has been detected in 4/6. In an individual assessment, intermittence was observed between positivity and negativity in the
nPCR of the same animal in all the phases of infection. The results showed the goats recently infected eliminated the provirus in the
semen, may be infectious in the first months after being infected.
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INTRODUCAO

A transmisséo sexual do Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) foi recentemente comprovada através de inseminacéo artificial
(1A) (SOUZA et al., 2013). Demonstrando que reprodutores infectados sdo importantes fontes de infec¢do. Os riscos consistem em i)
A presenca do CAEV no sémen ndo é necessariamente concordante as amostras de sangue. Portanto, técnicas de deteccdo do virus
como a reagao em cadeia da polimerse (PCR) quando realizada nas células do sangue pode ndo ser um método fiavel de selegdo de
animais com sémen livre de CAEV. ii) Machos com infecgéo recente podem apresentar o material genético do virus no sémen antes
da deteccéo dos anticorpos no soro sanguineo.
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Diante desta realidade, faz-se necessario um entendimento da dinamica do CAEV no sémen de reprodutores nas diferentes fases-da
infeccdo. Para a previsdo da magnitude do CAEV neste meio e o tempo de maximo risco da transmissao sexual do lentivirus.

OBJETIVOS
O objetivo do presente trabalho foi estudar a dindmica do CAEV no sémen em reprodutores nas fases aguda e crénica da infecgéo.
MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados onze machos caprinos pertencentes ao rebanho experimental da Embrapa Caprinos e Ovinos. Cada animal foi
avaliado no pré-experimento através do teste de western blotting (WB) para confirmacdo do quesito positividade e/ou negatividade
para o CAEV. Dois grupos entdo foram constituidos, G1 (n = 5) composto pelos machos negativos que foram experimentalmente
infectados, com 1mL da cepa padrdo CAEV-Cork titulo (10°TCIDsy/mL) via intramuscular, para representar a fase aguda da CAE. E
G2 (n = 6) grupo com infeccdo cronica formado por reprodutores naturalmente infectados.

As coletas de sémen ocorreram semanalmente no primeiro més de infeccdo e quizenalmente até o terceiro més do experimento. O
método de coleta foi por vagina artificial. Sendo as amostras estocadas a -80 °C até o momento da extracdo do DNA, que foi
realizada utilizando QlAamp DNA mini kit (QIAgen, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Utilizou-se a reacdo em
cadeia da polimerase nested (NPCR) para amplificar um fragmento de 185pb do DNA proviral do CAEV, com base na regido gag
segundo metodologia de Andrioli et al. (2006).

As analises estatisticas foram realizadas com Epilnfo ™ versdo 6.0 por meio do qui-quadrado ( %2 ) e o teste exato de Fisher. O
limite de confianca para os testes foi fixado em 5 % (P > 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, detectou-se através da nPCR a presenca do DNA proviral do CAEV em amostras de sémen de machos com
infeccdo recente “fase aguda” e em fases avangadas da CAE “fase cronica”.

Relacionado ao grupo G1 constituido pelos animais recentemente infectados, o produto de 185bp correspondente ao gene gag do
CAEV foi amplificado no sémen em 4/5 dos animais pertencentes ao grupo, enfatizando que entre a terceira e quinta semana pés
infec¢do quatro dos cinco bodes ja haviam eliminado o provirus no sémen. Comprovando que machos na fase aguda da infeccdo
excretam o virus no ejaculado, representando importante fonte de infeccdo. Em estudo semelhante, Paula et al. (2009) detectaram o
DNA proviral do CAEV no sémen de machos recentemente infectados antes da detec¢do dos anticorpos no sangue. Estes achadas
demonstram o risco de reprodutores disseminarem o CAEV nos rebanhos por monta natural (MN) ou IA.

Em todo o periodo experimental foram coletadas 55 amostras do G1, sendo o provirus detectado em dez (18,1%) das amostras.
Destas, 2/10 (20%) detectados na terceira semana apds a inoculagdo e manteve-se até a coleta seguinte. Com cinco semanas de
infec¢do, o percentual de positividade observado foi de 30% (3/10); nas duas coletas seguintes 10% (1/10) de deteccao e nas Ultimas
ndo houve resultado positivo (Tabela 1). Nesse periodo, como dindmica do CAEV no sémen foi observado um pico de eliminagéo do
virus da terceira a quinta semana apdés a infeccdo, seguido por um breve declinio. Todavia pode ser uma caracteristica presente em
infeccBes por lentivirus. Ja que, esta mesma dinadmica foi descrita em estudos com o HIV (PILCHER et al. 2007) e em macacos
rhesus infectados de forma aguda (PULLIUM et al. 2001).

Em uma avaliacdo individual, verificou-se intermiténcia entre positividade e negatividade na nPCR de um mesmo animal. Dos cinco
reprodutores em 1/5, o provirus foi detectado no sémen uma Unica vez; 3/5 trés vezes; e 1/5 em nenhum momento detectou-se o
provirus no ejaculado (Tabela 1). Eliminagdo intermitente também foi constatada em infecg¢des por outros lentivirus, contudo, néo
esta claro se a falta de deteccéo dos lentivirus no sémen em diferentes momentos é devido a auséncia do material genético, ou ao
nimero de células infectadas em quantidades minimas ndo detectaveis pelos testes. Outra hipotese é que os macréfagos possam se
encontrar em baixa quantidade no sémen desses animais.

Tabela 1. Resultado dos testes de reagdo em cadeia de polimerase nested (nPCR) no sémen dos reprodutores com infeccéo aguda e
infeccdo cronica.

Semanas Animais Grupo G1 Animais Grupo G2

A B C D E F G H I K
1 - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - -
3 - - + + - - - - - - -
4 - + + - - - - - - - -
5 - + - + + + - - - - -
6 - - + - - - - - - - -
7 - + - - - - + - - + -
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8 - - - + - - - + - - -
9 - - - - - - + - - - -
10 - - - - - + - + - - -
11 - - - - - + + + - - -

Animais Grupo G1 "infecgéo aguda"(A, B, C, D, E); Animais Grupo G2 "infecgdo cronica" (F, G, H, 1, J, K); (-) Resultado Negativo;
(+) Resultado Positivo.

No grupo G2 constituido pelos reprodutores com infecgéo cronica, o provirus foi detectado em 4/6 dos animais. Sendo importante
ressaltar que nas quatro primeiras semanas de coleta ndo houve deteccdo do CAEV no sémen em nenhum dos machos cronicamente
infectados. E em dois animais do grupo néo foi constatada qualquer presenca do CAEV no sémen durante o periodo experimental.
Sugerindo que com o tempo de infecgéo o virus tende a ficar quiescente nos animais cronicamente infectados, possivelmente com o
DNA proviral ndo integrado ou integrado sem ativacdo. Das 66 amostras coletas em todo o periodo experimental 10/66 (15,5%)
foram consideradas positivas (Tabela 1).

Na avaliacdo individual da nPCR 1/6 dos animais apresentou o provirus no sémen uma unica vez; 3/6, trés vezes. E 2/6 dos animais
ndo eliminaram o CAEV no sémen em nenhum momento do periodo experimental, apresentando intermiténcia de deteccdo do
CAEV semelhante aos animais do grupo G1 (Tabela 1). Desse modo, fica evidente que eliminacéo intermitente do virus ocorre em
todas as fases da infeccéo, e que os resultados podem variar tanto entre 0s animais quanto nos varios ejaculados de um mesmo
animal.

CONCLUSAO

Machos caprinos na fase aguda da infecgéo eliminam o CAEV no sémen e podem vir a ser infecciosos nos primeiros meses apés a
infeccéo.

Intermiténcia na eliminagdo do provirus no sémen ocorre em todas as fases da infecgéo.

Todavia estudos futuros devam confirmar os resultados, e amostras maiores podem ser necessarias para compreender plenamente o
papel da dindmica viral na transmissdo sexual do CAEV.

APOIO
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