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Virus da artrite encefalite caprina em sémen: diagndstico e transmisséo
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Resumo

Esta consolidado que o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) esta presente no sémen, tanto na
forma livre (RNA viral) no liquido seminal, como na forma de DNA pro-viral integrado as células nédo
espermaticas. Estudos sugerem, ainda, que a presenca do CAEV no sémen pode ndo ter correlagdo positiva com
o0 diagnostico no sangue e que o patdgeno pode ser detectado no plasma seminal antes mesmo da converséo
soroldgica. Além disso, os 6rgdos sexuais masculinos podem contribuir para a eliminacdo do DNA pré-viral do
CAEV no ejaculado, e a transmissdo do virus pela via reprodutiva foi recentemente comprovada utilizando-se a
inseminacao artificial. Se considerada a adogéo de testes de diagndsticos realizados diretamente no sémen, pode-
se diminuir o risco da entrada ou da disseminacéo do CAEV nos rebanhos pela via reprodutiva, especialmente na
inseminacdo em que o numero de fémeas que podem receber sémen contaminado é expressivamente maior.
Neste contexto, objetivou-se com esta revisdo fazer um levantamento bibliografico e apontar perspectivas de
utilizacdo do sémen para o diagndstico da artrite encefalite caprina (CAE).
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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).
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Introducao

O sémen tem sido reconhecido como um importante fator na transmissdo sexual do virus da artrite
encefalite caprina (CAEV), quando da sua deteccdo 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
soroconversdo de fémeas cobertas por machos soropositivos, 0 que levantou a suspeita de que a transmissao
ocorreu pela cdpula, e de Souza et al. (2013) comprovarem por inseminacdo artificial (1A) a transmissao 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 diagndsticos
disponiveis. E importante ressaltar que a técnica mais amplamente utilizada para o diagnéstico da infeccdo é a
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) no soro, adotada pelo Programa Nacional de Sanidade dos Caprinos e
Ovinos (PNSCO) do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Mapa), além de recomendada pela
Organizagdo Mundial de Saide Animal (OIE). Entretanto, o IDGA apresenta baixa sensibilidade, e a
identificacdo de animais na fase inicial da infec¢do 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 diagnéstico individual, sendo mais eficiente como teste de triagem.
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Portanto, faz-se necessario um diagnostico preciso e individual dos reprodutores, que pode ser
alcancado com técnicas imunol6gicas mais sensiveis ou de biologia molecular. Tais técnicas, além de realizadas
no sangue, podem ser aplicadas diretamente no sémen, assegurando que este esteja livre do patdégeno, o que
diminui o risco da entrada ou da disseminacdo do CAEV nos rebanhos pela via reprodutiva. Assim, o objetivo
desta revisao é fazer um levantamento bibliografico e apontar perspectivas de utilizagdo do sémen para o
diagndstico da artrite encefalite caprina (CAE).

O virus da artrite encefalite caprina (CAEV)

O CAEV ¢ 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 é 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 sidlicos em sua
superficie, o que dificulta a acdo dos anticorpos neutralizantes.

A primeira fase da infeccdo 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 (linfécitos e monécitos), o que determina o tropismo
celular do virus. Logo apoés essa ligacdo, o CAEV penetra na célula, sendo necesséaria a fusdo da particula viral
com a célula hospedeira, a fim de permitir a liberagdo do material genético viral para dentro do citoplasma ou do
nlcleo, onde ird iniciar o processo de replicacdo viral e a expressao dos genes virais (Kreutz, 2001). Por fim, a
capacidade do virus de infectar persistentemente 0s macrofagos, sem causar lise celular, facilita sua
disseminacdo no hospedeiro.

O sémen

O sémen é produto da ejaculacdo e consiste de componentes celulares, os espermatozoides. E uma
suspensdo acelular liquida que contém secre¢Bes 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 leucdcitos, células epiteliais e células germinativas imaturas. Portanto, a identificacdo dos
componentes do sémen envolvidos na transmissdo de patdégenos é de grande importancia.

Contaminacdo 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 inflamac6es 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 leucécitos. Destas, os macr6fagos sdo as células principais do
virus in vivo, podendo estar presentes no limen dos ductos espermaticos ou epididimo e conter o 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 leucécitos, o CAEV pode
infectar outros tipos celulares, tais como as células epiteliais, comumente encontradas no sémen.

Deteccdes do CAEV em sémen

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) provou ser um método sensivel para deteccdo dos lentivirus
tanto no sangue como no sémen de humanos e animais. Nos caprinos, a utilizagdo da Nested PCR mais a PCR
precedida pela transcrigdo reversa (RT-PCR) possibilitou detectar o DNA pré-viral e o RNA gendmico do
CAEV no ejaculado e em tecidos do trato genital de machos infectados, como também correlacionar a deteccéo
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).
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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 prd-viral do CAEV no sémen de bodes
experimentalmente e naturalmente infectados e ressaltaram o risco de transmissdo 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 pro-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 ndo lavado, em 17,9% de sémen lavado e em 35,7% do sémen criopreservado.
Portanto, a lavagem do sémen diminuiu a carga viral, porém néo eliminou totalmente o CAEV, enquanto o
sémen criopreservado pode conter o virus na forma infectante. Philpott, em 1993, j& 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, ap0s injdria testicular, houve um aumento de 21,4 para
50% de sémen positivo a PCR. Possivelmente, o processo inflamatério aumentou a carga viral do sémen por um
maior fluxo de células de defesa nesse 6rgdo. Em ovinos, os primeiros estudos sobre a presenga do MVV no
sémen ocorreram ap6s lesbes patologicas 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 Brucella ovis e constataram que infec¢do persistente ou
inflamag&o induziram & eliminac¢do 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 espermaticas 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 hibridacdo in situ, demonstraram que as
secOes de tecido epididimal (cabega, 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, &mpola vesicular, préstata e glandulas bulbouretrais. Esses
autores demonstraram claramente a importancia dos 6rgdos sexuais masculinos na excre¢do dos lentivirus no
ejaculado.

Nas células espermaticas, 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
internalizacdo 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 sdo controversos
(Bielanski, 2007). Com o lentivirus caprino, Thibault et al. (2001) destacaram ainda que proteinas epididimarias
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 pro-viral do CAEV e do MVV na fracdo composta de agregados e em partes de
espermatozoides separados pelo gradiente de Percoll, bem como na fracdo do sémen que continha macréfagos 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 elucidagéo.

Paula et al. (2009a) destacaram um fato importantissimo para o diagndstico 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 que tanto no sémen como no sangue a presenca do virus é
intermitente e que pode ndo haver correlacdo positiva entre as deteccdes. Nos animais naturalmente infectados, o
DNA pré-viral foi detectado no sangue em apenas um animal, enquanto no sémen o pro-virus foi detectado nos
cinco reprodutores do grupo. Portanto, a auséncia do virus no sangue nao exclui a excrecdo do agente patogénico
no plasma seminal nem uma possivel transmissdo. Nos reprodutores infectados experimentalmente, o0 DNA foi
detectado tanto no sangue quanto no sémen na primeira semana pés-infeccdo em dois de cinco animais,
demonstrando que machos com infecgéo recente excretam o virus no sémen, o que representa importante fonte
de infeccdo.

Na detecgdo 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 soroconversdo tardia, 32 semanas pos-infecgdo. Esses resultados sugerem uma baixa
sensibilidade do IDGA em detectar precocemente a soroconversdo. Contudo, no diagnéstico soroldgico da
infecgdo, deve-se considerar a existéncia da “janela imunoldgica” (periodo entre a infeccdo e a soroconversdo),
além da possibilidade de sororreagdo intermitente. Dessa forma, Cruz et al. (2009) sugeriram que as provas
sorologicas dos reprodutores devem ser realizadas em associagdo com as moleculares, bem como a detecgdo do
DNA pro-viral do CAEV deve ser realizada no sangue e no sémen.
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Com relagdo a aplicacdo de técnicas sorolégicas no plasma seminal, Ramirez et al. (2009), baseados em
diagndstico por anticorpos anti-CAEV e MVV, verificaram, por meio da técnica de ensaio de imunoadsorcéao
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 diagnéstico da CAE utilizando-se plasma seminal. Vale ressaltar que ELISA e WB sédo
técnicas mais sensiveis em comparagao ao IDGA.

Em se tratando de sensibilidade, uma nova técnica designada PCR em tempo real (qPCR), evolucéo da
PCR convencional, vem crescendo de forma significativa como técnica de grande importancia em varios
dominios da ciéncia. A gPCR permite quantificar as formas integrada e livre do CAEV, além de levar a um
diagndstico precoce em relacdo aos métodos convencionais. Entretanto, estudos com sua utilizacdo nessa linha
de pesquisa ainda sdo incipientes. Peterson et al. (2008) utilizaram a forma qualitativa da técnica e detectaram o
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 pré-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 comprovacao somente € possivel por meio da inseminagéo de
fémeas ndo infectadas utilizando-se ejaculados positivos, ou pela monta natural com macho infectado mais a
subsequente comprovagdo da infec¢do nas fémeas por meio de testes de diagnostico. Para Peterson et al. (2008),
é necessaria a inclusdo de atividade homossexual na transmissdo dos lentivirus. 1sso porque os animais, quando
criados em lotes de mesmo sexo, desenvolvem habitos comportamentais como montar uns nos outros.

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

Por outro lado, Rowe et al. (1992) observaram que algumas cabras soroconverteram entre 100 e 140
dias apds 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 pds-infeccdo, quando 12 fémeas apresentaram anticorpos anti-CAEV
pela técnica de WB. Neste trabalho, pdde-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
consonéncia a este resultado, Cortez-Romero et al. (2013) sugerem maior frequéncia de infeccdo observada em
cabras na 1A quando comparada ao acasalamento natural.

Técnicas de inativagao viral

Em geral, esses procedimentos incluem metodologias aceitas internacionalmente e envolvem a
utilizacdo de lavagem, antibiéticos, acidificacdo (pH), tripsina e outras enzimas, 0zonio, 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 é um método seguro para inativar ou separar
virus que podem aderir aos espermatozoides (Loskutoff et al., 2005).

A estratégia de lavagem para desinfeccdo seminal pelo CAEV foi utilizada por Andrioli et al. (2006), os
quais observaram que o processo diminuiu a carga viral do sémen, porém ndo eliminou totalmente o virus.
Peterson et al. (2008), ap6s utilizarem gradiente de Percoll em amostras de sémen caprino e ovino, conseguiram
detectar resultados positivos. Ja 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 nédo inativem ou
removam completamente agentes infecciosos, a carga microbiana associada ao germoplasma pode ser reduzida a
niveis baixos para infectividade intrauterina.

Considerac6es finais

Com base no que foi referenciado, acredita-se que técnicas de diagndstico mais confidveis, 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
inseminacao, associado as técnicas de PCR e RT-PCR para assegurar a negatividade do sémen quanto as formas
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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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