Fatores de risco natransmisséo do lentivirus caprino pelo sémen

Alice Andrioli®V, Aurora Maria Guimaraes Gouveia®, Almir de Sousa Martins®,
Raymundo Rizaldo Pinheiro® e Diones Oliveira Santos®

(MEmbrapa Caprinos, CE 178, Estrada Sobral/Groairas, Km 4, Zona Rural, CEP 62011-970 Sobral, CE. E-mail: alice@cnpc.embrapa.br
(@Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Escola de Veterinaria, Dep. de Medicina Veterinaria Preventiva, Av. Anténio Carlos, n2 6.627,
Pampulha, CEP 31270-901 Belo Horizonte, MG. E-mail: aurora@vet.ufmg.br @UFMG, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Dep. de Fisiologia e

Biofisica. E-mail: alisbete@icb.ufmg.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca do DNA pro-viral do lentivirus caprino (LVC) em
ejaculados de machos infectados naturalmente, e verificar a influéncia da lavagem do sémen e da presenga de
inflamacdo testicular sobre a carga viral. Foram realizadas oito coletas de sémen de sete reprodutores soropositivos
para o LVC: quatro antes dos animais sofrerem dano testicular e quatro depois. Entre as coletas realizadas na
mesma semana, ém uma, o ejaculado era lavado, para retirada do plasma seminal, e na outra, ndo. O DNA pro-viral
do LVC foi identificado pela reacdo em cadeia da polimerase Nested (PCR Nested), e pelo isolamento viral.
O virus foi isolado em 7,1% das amostras. A PCR identificou o0 DNA pré-viral em 35,7% do total das amostras:
17,9% nas amostras lavadas e 53,6% das amostras de sémen integrais. O dano ao testiculo permite maior fluxo do
virus para o sémen, pois antes do dano, 21,4% das amostras foram positivas e pds-dano, 50%. A transmisséo do
LVC pelo sémen de reprodutores caprinos é potencializada pela presenca de inflamagoes testiculares e pelo fato
de 0 sémen criopreservado conter o LVC na forma infectante.

Termos para indexacdo: reproducdo, PCR, artrite-encefalite caprina, transmisséo.

Risk factors in caprine lentivirus transmission through semen

Abstract — The objective of this work was to evaluate the presence of the DNA provirus of the caprine lentivirus
(LVC) in ejaculates of naturally infected males, and to verify the influence of the wash of the semen as well as the
presence of testicle inflammation on the viral load. Eight semen collections of seven soropositive reproducers
were accomplished, four before testicle injury and four after injury. Amongst the collections carried out at the
same week, in one the ejaculate was washed, to withdraw the plasma seminal, and in the other it was not. The
provirus DNA was identified both by Nested polymerase chain reaction technique (Nested PCR) and by the viral
isolation. The virus was isolated in 7.1% of the samples. The PCR identified the provirus DNA in 35.7% of all
samples, 17.9% in the washed samples and 53.6% of the integral semen samples. The injury of the testicle tends
to greater flow of virus for the semen, therefore, before injury, 21.4% of the samples were positive and after-injury,
50%. Risk of transmission of the LVVC by semen of goat reproducers is strengthened by the presence of testicle
inflammations and the fact that the criopreserved semen contains the L\VVC in infecting form.

Index terms: reproduction, PCR, caprine arthritis encephalitis, transmission.

Introducéo

O lentivirus caprino (LVC) é o agente etiol6gico da
artrite-encefalite caprina (AEC), uma enfermidade
cronica, incuravel, de alta prevaléncia em rebanhos
leiteiros nacionais e associada a perdas econdmicas. Ha
grande necessidade de pesquisa dos modos de
transmissdo desse virus para o delineamento eficiente
de medidas de controle e possivel erradicacao.

O avanc¢o das técnicas de conservagao de
germoplasma, aliado ao aumento da importancia

econémica da caprinocultura, favorece o intercdmbio
de sémen. No entanto, pouco tem sido estudado sobre a
possibilidade de transmisséo de microrganismos via
sémen e embrido, bem como, quais as medidas ou testes
de diagnostico que podem assegurar que estes materiais
estejam livres de patdgenos, diminuindo o risco da
entrada de novas enfermidades nos rebanhos.

O sémen pode ser contaminado por microrganismos que
afetam diretamente os 6rgdos reprodutores ou pelo sangue
e liquidos tissulares que carreiam microrganismos para estes
orgéos (Hare, 1985; Thibier & Guérin, 2000).
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Em pequenos ruminantes, varios patégenos foram
detectados no sémen, com transmissdo potencial ou
comprovada (Hare, 1985; Thibier & Guérin, 2000),
incluindo os lentivirus que infectam caprinos (LVC) e
ovinos (Maedi Visna - MVV) (Concha-Bermejillo et al.,
1996; Andrioli et al., 1999; Travassos et al., 1999;
Preziuso et al., 2003). Outros lentivirus responsaveis por
infegOes em bovinos, felinos, primatas e humanos, foram,
igualmente, detectados no sémen (Mermin et al., 1991,
Jordan et al., 1995; Nash et al., 1995).

A principal via de transmissdo do LVC é a digestiva,
seguida pelo contato prolongado com animais infectados
(Adams et al., 1983; Rowe et al., 1992), porém, nem
toda infeccdo pelo LVC pode ser atribuida a estas duas
vias de transmissdo, visto que o virus tem se mantido,
por anos, em rebanhos submetidos a rigidos programas
de controle da AEC. A comprovacdo da presenca do
lentivirus no sémen reforga a possibilidade da transmissdo
do LVC pelavia sexual. Rowe et al. (1992) observaram
maiores taxas de soro-conversao em fémeas cobertas
por machos soropositivos do que naquelas cobertas por
machos negativos.

Em humanos, a transmissao dos lentivirus pelo sémen
depende do estagio da doenca, do estado imunoldgico
ou nutricional do paciente e da associacdo com outras
enfermidades (Alexander, 1990). Em caprinos, pouco se
conhece sobre fatores que interferem na presenca dos
LVC no sémen, porém como os lentivirus infectam
monacitos e macr6fagos (Nash et al., 1995; Quayle
etal., 1997), a presenca de inflamag6es ou infeccbes
no 6rgao reprodutor poderia desencadear o maior fluxo
destas células inflamatorias, resultando em aumento da
carga viral no sémen. Concha-Bermejillo et al. (1996) e
Preziuso et al. (2003) detectaram o lentivirus ovino no
sémen de carneiros, concomitantemente, infectados por
Brucella ovis. A presenca de leucdcitos foi constatada
nos ejaculados de todos os animais.

Ha ainda a possibilidade dos virus estarem presentes
no sémen na forma livre e como os virus geralmente
ndo infectam os espermatozdides (Nash et al., 1995;
Travassos et al., 1999), cogita-se 0 uso de métodos fisicos
para separar 0s espermatozoides do fluido seminal,
visando a eliminacdo dos patégenos. No entanto,
Bielanski et al. (1992) relataram que os resultados ndo
foram confiaveis para a remogdo do virus da diarréia
bovina viral (BVD) no sémen.

A fim de determinar a presenca do LVC no sémen
de reprodutores caprinos naturalmente infectados, foi
utilizada a técnica de reagdo em cadeia da polimerase
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Nested (PCR-Nested), por possuir alta sensibilidade e
especificidade para diagnostico de varios agentes
etioldgicos, até mesmo o LVC, em diversos tipos de
amostras clinicas (Barlough et al., 1994), aliada a técnica
cléssica de isolamento viral.

O objetivo deste trabalho foi detectar a presenca do
DNA pro-viral do LVC em ejaculados de machos
naturalmente infectados e com sinais clinicos da AEC,
avaliando a influéncia da lavagem do sémen e da
inflamacéo testicular, induzida por leséo traumatica local,
sobre a carga viral.

Material e Métodos

Foram utilizados sete reprodutores caprinos, criados
em sistema intensivo, com dois anos de idade, sendo
dois da raca Pardo Alpina, dois Anglo Nubiana, um
Saanen e dois mesticos (Pardo Alpino/Moxotd)
infectados naturalmente com o LVVC, com manifestacfes
clinicas da enfermidade e comprovagdo sorolégica por
imunodifusdo em gel de &4gar (IDGA).

As coletas de sémen foram realizadas por
eletroejaculacdo, visto que 0s animais apresentavam
estado avancado de artrite, que os impossibilitava de
realizar a monta. Foram realizadas oito coletas de sémen
de cada reprodutor, duas vezes por semana, com dois
dias de intervalo.

Das oito coletas de sémen realizadas, quatro
ocorreram antes, e quatro depois de os machos sofrerem
dano testicular visando ao maior fluxo de leucécitos para
os testiculos, que sdo as células de elei¢do do LVC.
O dano foi provocado pela perfuracdo de um dos
testiculos com trocater de 4 mm de diametro, sob
anestesia regional. Foi coletado sangue dos machos,
antes e até dez dias depois do dano testicular, para
avaliacdo do quadro leucocitario.

Entre as coletas realizadas na mesma semana, em
uma o ejaculado era lavado, para retirada do plasma
seminal, e na outra ndo, com a finalidade de avaliar se a
retirada do plasma seminal reduziria a carga viral no
sémen.

Na lavagem do sémen, utilizou-se solugdo
Krebs-Ringer-Fosfato, na propor¢do de nove partes da
solucdo para uma parte de sémen, com centrifugacéo a
2.000 g durante 10 minutos. Foi adicionado diluente & base
de leite desnatado, glicose e glicerol, ao sémen lavado.

As amostras foram envasadas, submetidas aos
vapores de nitrogénio liquido e em seguida imersas no
nitrogénio, para proceder-se o congelamento. Depois
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dessa etapa, as paletas foram transferidas para o botijao
criobioldgico e posteriormente armazenadas a -80°C.

As amostras de sémen e controles positivo e negativo
foram inoculadas em monocamadas de células de
membrana sinovial caprina (MSC) obtidas a partir de
explante de cabrito negativo para o LVC. As amostras
(200 uL de cada) e os controles foram previamente
tratados com 4 pL de garamicina (80 ug mL™1), 2 uL de
penicilina/estreptomicina (200 Ul mL1) e 1 uL de
anfotericina B (100 Ul mL-1sob refrigeracdo entre 4 e 8°C)
por 12 horas. Nos controles positivo e negativo, foram
utilizados, respectivamente, sobrenadante de células de
MSC inoculadas ou ndo com o LVC (amostra padrao
CAEV-Cork).

As amostras e os controles foram diluidos 1:5 em meio
essencial minimo (MEM), sendo ent&o inoculados 100 uL
de cada amostra, em duplicata, em placas de 24 pogos
sobre monocamada semiconfluente de MSC e mantidos
em meio MEM, com 5% de soro fetal bovino, 1% de
anfotericina e 2% de penicilina e estreptomicina.
Os cultivos foram mantidos por 63 dias em estufa com
5% de CO,, com trocas de meio a cada sete dias e
passagem de células a cada 21 dias, sendo a
monocamada examinada diariamente em microscopio
invertido para verificacdo de efeito citopéatico
caracteristico, isto é, presenca de células multinucleadas
ou sincicios. Depois da Ultima passagem de células, foi
realizada a coloracdo da monocamada com solucéo de
cristal violeta a 0,1% para melhor visualizag&o do efeito
citopatico.

Foram preparados controles positivo e negativo para
a PCR a partir de monocamadas de células de MSC
inoculadas ou ndo com amostra do LVC de referéncia,
respectivamente. As suspensoes celulares foram obtidas
por tripsinizagdo das monocamadas. Depois de
centrifugadas (6.500 g por 5 minutos) e submetidas a
duas lavagens com 10 mL de solucdo tampdo fosfato
(PBS), as células foram ressuspendidas em tampéo
hipertonico (0,32 M sacarose; 10 mM Trizma
hydrochloride, pH 7,5; 50 mM MgCly;
1,0% Triton X 100), para lise do citoplasma (Higuchi,
1989) durante cinco minutos, em temperatura ambiente.
Em seguida, o material foi centrifugado (2.500 rpm por
10 minutos), sendo o sedimento lavado com PBS e
ressuspendido em 250 uL de tampé&o de PCR (10 mM
Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM KCI; 1,0 mM MgCl,; 5%
glicerol; 0,05% Tween20) e tratado com 100 ug de
proteinase K mL-1, durante 60 minutos, a 56°C.
Finalmente, a proteinase K foi inativada a 100°C por
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10 minutos e as amostras acondicionadas e armazenadas
sob refrigeracdo e, posteriormente, a -20°C.

Para extracdo do DNA gendmico viral, as amostras
de sémen foram filtradas, individualmente, em coluna
de Sephacryl S-400, como descrito por Santurde et al.
(1996) e em seguida foram incubadas a 56°C por
45 minutos em solucdo contendo 200 uL de Chelex 100
a 5%, 2 uL de proteinase K (10 mg mL1) e 7 uL de
dithiothreitol 1 M. Depois da centrifugagéo, por
10 segundos, a 13.000 g, os tubos foram colocados em
banho de agua fervente por oito minutos e, a seguir,
centrifugados por trés minutos a 13.000 g (Walsh et al.,
1991). O material foi acondicionado sob refrigeracdo até
sua utilizagdo na prova de PCR.

Na primeira etapa de amplificagéo, foram utilizados
dois pares de oligonucleotideos iniciadores, determinados
a partir da regido gag da amostra-padrdo CAEV-Cork
(Saltarelli et al., 1990), sendo os iniciadores
P1 = 5’CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3
(posigédo gendmica 953-975) e P2 =5TCCTACCCCC
ATAATTTGATCCAC-3' (posigdo genébmica 1249-
1226) descritos por Barlough et al. (1994), que
amplificaram um fragmento-alvo de 297 pb. Em seguida,
foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores internos
P3 = 5'GTTCCAGCAACTGCAA ACAGTAGCAA
TG-3' (posi¢do gendmica 997-1024) e P4 =5"ACCTT
TCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC 3' (posicio
gendmica 1181-1154) para a segunda amplificacdo
(Nested PCR), a fim de obter-se um fragmento-alvo
final de 185 pb (Rimstad et al., 1993).

A reagdo de PCR Nested foi realizada segundo
método de Barlough et al. (1994), com algumas
modificacdes. A reacdo consistiu de um volume total de
50 uL, contendo: tampdo Tris HCI (pH 8,3) 10 mM,;
KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; Gelatina 0,001% (p/v);
dNTP, 100 uM de cada; TMAC 5 uM; 20 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador (ciclo 1 — iniciadores P1 e P2;
ciclo 2 — iniciadores P3 e P4); Tag DNA polimerase
(2 Ul); 3 uL amostrano ciclo 1 e 1 uL de produto ciclo 1
no ciclo 2, sendo o volume final (gqsp 50 uL) completado
com &gua ultra pura autoclavada (Milli-Q — 18 Q; livre
de DNAse).

As reacGes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador (Programmable Thermal Controller,
PTC-100, MJ Research, Inc.), com os seguintes termais:
um ciclo inicial para desnaturagdo a 94°C, cinco minutos;
seguido de 35 ciclos de 94°C, um minuto; 56°C,
um minuto, 72°C, 45 segundos; seguidos de extensao
final a 72°C, sete minutos e término a 4°C.
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As amostras amplificadas e os controles positivo e
negativo, além do marcador molecular, foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE (Tris,
borato e EDTA 0,1X), corado com brometo de etidio
(0,5 ug mL-1). Cada amostra (15 pL), com 3 uL de
tampdo da amostra, foi submetida a eletroforese em cuba
horizontal, com TBE (0,5X), por 60 minutos (2 amp e
90 volts). A visualizacdo dos fragmentos amplificados
de DNA foi feita em transiluminador de luz ultravioleta,
e fotodocumentada por camera polaroide com filme
preto-e-branco.

Para determinacg&o da especificidade dos fragmentos
amplificados, foi feita a analise de restri¢ao por digestdo
com enzima Bal I. O protocolo foi realizado segundo as
recomendacdes do fabricante. As amostras e o0s
controles foram incubados a 37°C, por uma noite e 0s
produtos da restricdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose conforme descrito. A enzima de
restricdo Bal I cliva a seqliéncia 5°...TGC+CCA....3’
do fragmento alvo amplificado de 185 pb, resultando em
dois fragmentos de 116 e 69 pb, respectivamente.

Na analise estatistica dos resultados, utilizou-se o teste
qui-quadrado e o teste de Tukey (p<0,05) através do
programa EPI-INFO (Dean et al., 1992).

Resultados e Discussao

A utilizacdo da PCR Nested permitiu a deteccao de
bandas de 185 pb (Figura 1) que correspondem ao DNA
pro-viral de LVC, em 20 amostras de sémen

185 pb —»

Figura 1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
Reacéo em cadeia da polimerase — PCR Nested de amostras
de sémen de reprodutores caprinos infectados naturalmente com
o lentivirus caprino, bandas de 185 pb. Canaleta M — marcador
DNA Ladder; canaletas 1, 2 e 3 —amostras positivas; canaletas
4,5, 6, 7 e 8—amostras negativas; canaleta 9 — controle positivo;
e canaleta 10 — controle negativo.
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criopreservados (35,7%), a partir do total de 56 amostras
analisadas. Esses resultados estdo de acordo com
Andrioli et al. (1999) e Travassos et al. (1999), que
demonstraram a presenca do LVC em sémen de
caprinos infectados.

Até recentemente, a deteccdo do LVC em amostras
de sémen ndo havia sido descrita, provavelmente em
virtude da menor sensibilidade e dificuldades com as
técnicas disponiveis até entdo para deteccdo das
particulas virais no sémen.

A detecgdo do DNA pré-viral do LVC no sémen é
fundamental para o programa de controle da AEC,
considerando-se o risco de transmissdo por meio de
reprodutores infectados, quer sejam utilizados em monta
natural quer em inseminacdo artificial (I1A).

A lavagem do sémen e o dano testicular foram
fatores que influenciaram significativamente (p<0,05)
a presenca do LVC no sémen (Tabela 1). A lavagem
do sémen de caprino é um processo usual da Central
de Tecnologia de Sémen da Embrapa Caprinos, tendo
em vista a presenca de substancias toxicas aos
espermatozoides, contidas no plasma seminal, no caso
do sémen ser criopreservado. A conjuncdo do dano
testicular em animais infectados com a AEC
demonstrou ser um fator que influencia a presenca
do LVC no sémen, visto que 50% das amostras de
sémen coletadas depois do dano foram positivas,
enquanto 21,4% das amostras coletadas antes do dano
acusaram a presen¢a do LVC (p<0,05) (Tabela 1).
O mesmo foi observado por Concha-Bermejillo et al.
(1996), os quais isolaram o lentivirus ovino em sémen
de dois carneiros somente depois da infec¢cdo
experimental com Brucella ovis.

A infeccdo local causada pelo dano testicular ficou
evidente pelo exame de sangue, visto que houve pequeno

Tabela 1. Resultados da PCR Nested para a deteccdo do
lentivirus caprino, em amostras de sémen lavado ou ndo lava-
do, de reprodutores caprinos infectados naturalmente e subme-
tidos a dano testicular.

Sémen Pré-dano Pés-dano
Testadas Positivas Testadas Positivas
(n) (%) (n) (%)
Lavado 14 7,1a 14 28,6a
Integral 14 35,7a 14 71,4b
Total 28 21,4A 28 50,0B

(MMédias seguidas por letras minGsculas diferentes, na mesma coluna, e
por letras mailsculas diferentes, na mesma linha, diferem a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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aumento do numero de leucdcitos, principalmente
neutrofilos com tendéncia a um desvio a esquerda,
retornando dez dias depois do dano, a valores proximos
aos anteriores, 0 que indica um processo inflamatério,
caracteristico de infecgdo local.

Nas amostras totais de sémen n&o lavado, 53,6%
foram positivos, enquanto no sémen lavado, 17,9% das
amostras apresentaram resultados positivos (p<0,05)
(Tabela 1). Observa-se que a lavagem do sémen pode
reduzir a presenca do virus, porém ndo é suficiente para
eliminé-los. A presenca maior do LVC no sémen integral
demonstra o risco de transmisséo do LVC pela monta
natural.

Embora o risco de transmisséo do LVC seja maior na
monta natural, a inseminacdo artificial também apresenta
potencial de disseminacéo da enfermidade, visto que o
virus esta presente no sémen lavado e criopreservado,
0 que requer grande atencdo na comercializacéo e
importacdo de sémen.

Antes do dano testicular, 7,1% das amostras lavadas
foram positivas, indicando a presenca do DNA pré-viral,
mesmo em sémen processado para criopreservacao e
inseminag&o artificial, oriundo de um animal que ndo tinha
nenhuma outra enfermidade concomitante a AEC.
Embora tenha sido demonstrado que o LVC esta
presente nas células ndo-espermaticas do sémen, ou
seja, nos leucocitos e ndo nos espermatozéides
(Travassos et al., 1998, 1999), ressalta-se que a lavagem
do sémen ndo remove totalmente os leucdcitos e sim o
plasma seminal.

Quanto a sensibilidade do teste, a PCR Nested
identificou as bandas esperadas entre 104° a
1095 TCDIsq por 50 puL em sobrenadante de cultivo
celular inoculado, quando se utilizaram os iniciadores
externos. Com a realizacdo da segunda etapa — PCR
Nested, utilizando os iniciadores internos — as bandas
esperadas foram obtidas entre 1045 e 10-4° TCDlIsq por
50 uL, indicando que a PCR Nested possui boa
sensibilidade para identificagdo do DNA pro-viral do
LVC, quando comparado com Rocha (1998), que obteve
sensibilidade de 10° a 103 TCDIsy por 50 uL para o
HVB-1 por PCR Nested.

A especificidade das amplificacfes foi confirmada pela
obtencdo dos fragmentos esperados depois da restri¢ao
enzimatica (enzima Bal I) dos produtos amplificados pelo
PCR Nested das amostras de sémen e do controle
positivo.

O LVC foi detectado por isolamento viral, sendo
observado a formacéo de sincicios na monocamada de
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MSC (Figura 2). Esse resultado evidencia a viabilidade
do LVC nas amostras de sémen criopreservado, 0 que
confirma que a congelacdo do sémen possibilita sua
sobrevivéncia assim como de outros microrganismos
(Philpott, 1993).

A PCR demonstrou ser superior ao isolamento viral,
jaque, das 56 amostras submetidas ao isolamento, quatro
foram positivas (7,1%), enquanto a PCR detectou
20 amostras positivas (35,7%), 0 que esta de acordo com
Smits et al. (2000), que encontraram maior positividade
nas provas de PCR do que no isolamento viral do
herpesvirus bovino em sémen. Das quatro amostras
positivas ao isolamento, trés eram de amostras de sémen
néo lavado, reforcando o fato de que o sémen, na forma
integra, tem maior probabilidade de conter o virus.

A variacdo na deteccdo do LVC, em ejaculados do
mesmo animal, sugere que a presenga do DNA pro-
viral no sémen de caprino ndo é constante, ou pode estar
em quantidades minimas ndo detectaveis. Esse fato esta
de acordo com Jordan et al. (1999), que observaram
que a presenca do lentivirus no ejaculado de gatos varia
tanto entre animais quanto nos varios ejaculados do
mesmo animal, e com Concha-Bermejillo et al. (1996),
que observaram que a presenca do MVV em sémen de
ovinos é intermitente.

Figura 2. Sincicio (setas) em cultura primaria de MSC inocu-
lada com sémen de reprodutores caprinos infectados natural-
mente com o lentivirus caprino, coloragéo cristal violeta 0,1%,
aumento 200X.
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Conclusdes

1. A lavagem do sémen caprino diminui a carga viral,
porém ndo elimina, totalmente, o lentivirus caprino no
sémen.

2. O dano testicular é um fator que influencia a
presenca do lentivirus caprino no sémen.
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