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Presença do vírus da artrite-encefalite caprina na forma de 
partículas virais livres infecciosas no líquido seminal de caprinos 

soro positivos 

Detection of caprine arthritis-encephalitis virus as cell-free virus in 
semen from seropositive bucks. 

Carlos Eurico Pires Ferreira Travassos,* Angela Gonçalves da Silva,* Gerard Perrin** 

Resumo 

Amostras de líquido seminal livre de células de dez caprinos soropositivos foram analisadas quanto à presença do vírus 
da artrite-encefalite caprina (CAEV) através de cultura e técnicas de amplificação enzimática (PCR). A presença do 
CAEV foi detectada por PCR em seis de dez no final de oito semanas de cultivo. Entre as seis amostras PCR positivas, 
quatro demonstraram a formação de efeito citopático (sincício). Esses resultados sugerem a possibilidade do CAEV ser 
transmitido por via sexual. 
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Introdução 

O vírus da artrite-encefalite caprina (CAEV), um lentivírus, é 
a causa de perdas econômicas importantes para a indús­
tria caprina. Em razão de não haver, infelizmente, alguma 
perspectiva próxima em matéria de vacinação, os progra­
mas de controle da doença tem-se baseado na prevenção 
da transmissão através do colostro e ou do leite. Entretan­
to, apesar dessas medidas terem diminuído a prevalência 
da doença em planteis com vistas à erradicação (Adams et 
ai., 1983.; East et ai., 1987.; East et ai., 1993.; Mackenzie 
et ai., 1987), alguns estudos epidemiológicos (East et ai., 
1987; Rowe et ai., 1991) têm demonstrado a ocorrência de 
recontaminações, algumas vezes maciças, totalmente 
inexplicáveis. Essas observações nos fazem pensar que 
outras vias de contaminação, em adição ao colostro e leite, 
podem ser importantes em certas condições. Apesar de 
vários trabalhos terem sido realizados com vistas a precisar 
os modos de transmissão do vírus, restam, ainda hoje, al­
gumas dúvidas que precisam ser esclarecidas, como, por 
exemplo, a transmissão sexual que ainda não foi bem 
esclarecida. Recentemente, em um trabalho anterior, foi 
detectada, através da técnica double nested-PCR, a pre­
sença do CAEV-DNA e RNA no sêmen de animais 
soropositivos (dados pessoais). Entretanto, essa técnica 
detecta a presença do vírus independentemente de sua ca­
pacidade de causar infecção. Sabendo que o CAEV pode 
ser encontrado na forma de partículas virais livres no líquido 

seminal de animais infectados por esse vírus, nosso traba­
lho teve como objetivo verificar se essas partículas são in­
fecciosas. Para isso, inoculamos o líquido seminal em cul­
tura de células primárias de membrana sinovial, que foram 
posteriormente analisadas por PCR. 

Material e métodos 

Animais 

Foram utilizados, nesse experimento, dez caprinos ma­
chos soropositivos, nos quais já tinha sido detectada a 
presença do CAEV nos respectivos sêmens, em um tra­
balho anterior. Paralelamente, foram coletadas amostras 
de dois caprinos machos soronegativos que foram utiliza­
dos como controles negativos. 

Foram coletadas amostras de sêmen e de sangue. 

Sêmen 

Todas as amostras de sêmen, onde o volume variava de 1 
a 2 ml foram coletadas através de uma vagina artificial e 
processadas no laboratório no máximo 4 horas após a 
coleta. Após centrifugação a 800 x g por 1 O min, o 
sobrenadante (LS) foi coletado, clarificado a 5000 x g por 
1 O min a 4ºC, e em seguida, concentrado por 
ultracentrifugação a 20 000 x g por 2 horas a 4ºC sobre 
gradiente de sacarose a 20%. Após a ultracentrifugação, 
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o sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspenso em 4 
ml de meio de cultura (HMEM) adicionado de 8% de DMSO, 
e conservado a- 80ºC antes de serem inoculados em cul­
turas de células de membrana sinovial caprina, para isola­
mento vira! e posterior PCR. O pellet obtido após a primei­
ra centrifugação (CMNE e SPZ), foi estocado a -80°C. 

Sangue 

As amostras de sangue, coletadas em tubos venoject de 
1 Oml contendo EDTA, foram obtidas por punção venosa na 
jugular. Paralelamente, foram coletados 5ml de sangue para 
a obtenção de soro. Uma fração de células mononucleares 
foi obtida por centrifugação a 700 x g por 20 min. sobre 
igual volume de gradiente de densidade (Histopack 1077-
Sigma). Após a centrifugação, as células mononucleares 
localizadas na interfase foram coletadas, lavadas 2x com 
PBS pH 7,2 a 700 x g por 5 min. e estocadas (pellet seco) 
a -80ºC para posterior extração do DNA. 

Culturas celulares 

As células de membrana sinovial de caprino foram obtidas 
de cabritos privados de colostro, todos provenientes de 
criações oficialmente indenes para o CAEV, pelo menos a 
5 anos. As células foram cultivadas em monocamadas em 
meio de cultura HMEM (Minimum Essential Medium), 
'suplementado com 1 0% de soro fetal bovino inativado. Após 
as inoculações das frações de LS processadas anterior­
mente, as culturas inoculadas foram cultivadas com meio 
nutritivo (HMEM) adicionado com 4% de soro fetal bovino. 
As subculturas foram realizadas a cada semana. A partir 
do momento em que foi observado o aparecimento dos 
efeitos citopáticos ou no final de oito semanas, as cultu­
ras inoculadas e não inoculadas (controle negativo) foram 
raspadas, lavadas 2x a 700 x g com PBS pH 7,2 e esto­
cadas a -80ºC para posterior extração do DNA. 

Extração e amplificação do DNA 

Todas as extrações foram realizadas através de um kit 
comercial (lsoquick-Microprobe}, conforme as instruções 
do fabricante. Após alise e precipitação (etano!), o DNA 
foi dissolvido em tampão TE O, 1 x (Tris HCI pH 8,0 1 mM; 
EDTA 0,1 mM) e quantificado ao espectrofotômetro. Os 
fragmentos de DNA de 175pb e 350pb, correspondendo 
respectivamente às regiões pol e env, foram co-amplifica­
dos pela técnica nested-PCR. Os primers externos utiliza­
dos foram: 5374 (5'-ACAGAAGAGAAATTAAAAGG-3', pb 
2236-2255}, e 5376 (5'-ATCATCCATATATATGCCAAATTG-
3', bp 2712-2689) para a região pol, e 99001(5'­
AGGTAAGTATAAACCCCAGGTAAG-3', pb6122-6145) e 
5086 (5'-ATTCTTATCTTTTATTCCCCCATA-3', pb6962-
6939) para a região env. Os primers internos utilizados 
foram: 5375 (5'-CAGGGAAGTGGAGAATGTTAAT-3', pb 
2357 -2378), e 5377 (5' -GGTATAGTAAAATATGCATCTCCT-
3', pb 251 0-2487), para a região pol, e 99006 (5'­
CATTGCCCTTTATGGCAAATGG-3', pb 6471-6492) e 99008 
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(5' -GATGTTCATAAAGGCCATGCTCTC-3', pb 6812-6789}, 
para a região env. As posições dos primers utilizados para 
amplificar os fragmentos subgenômico do vírus correspondem 
à seqüência da cepa Cork do CAEV (Saltarelli et ai., 1990}. 
As reações de amplificação para ambos os primers foram 
realizadas em um único tubo (double nested - PCR) em 
aparelho GeneAmp PCR System 9600- Perkin-Eimer. Du­
rante o primeiro ciclo de amplificação (PCR), 11Jg de DNA 
genômico foi amplificado em 501JI de solução contendo 
1 OmM Tris HCI pH 8,3; 50mM KCI; 2 mM MgCI; 0,001% 
gelatina; 2001JM de cada dNTP; 1 OOng de cada primer ex­
terno; e 1 unidade de taq polimerase - Ampli Taq Perkin­
Eimer. No segundo ciclo de amplificação, 51JI da reação do 
primeiro ciclo foi novamente amplificado com a mesma so­
lução reacional contendo dessa vez 1 OOng de cada prime r, 
interno. As reações de amplificação foram realizadas de 
acordo com o programa: primeiro ciclo, desnaturação por 5 
minutos a 95ºC, seguido de uma série de 35 ciclos suces­
sivos compreendido por uma nova fase de desnaturação de 
40 segundos a 92ºC, uma fase de hibridação de 50 segun­
dos a 56ºC, e uma fase de extensão de 1 minuto a 72ºC. A 
série de ciclos foi terminada por uma fase de extensão final 
de 5 minutos a 72ºC. O segundo ciclo (nested-PCR) foi com­
posto por 35 ciclos sucessivos compreendido por uma fase 
de desnaturação de 40 segundos a 92ºC, uma fase de 
hibridação de 40 segundos a 602C, e uma fase de extensão 
de 40 segundos a 72ºC, seguida de uma fase de extensão 
final de 5 minutos a 72ºC. Apropriados controles negativos 
e positivos foram coloc9-dos em paralelo com as amostras. 
Os produtos amplificados (1 O!JI} foram separados por 
eletroforese em gel de agarose a 3%, juntamente com 
marcadores de DNA. Os géis foram tratados com Bret 
(brometo de etídio), e visualizados portransiluminação com 
luz ultravioleta. 

Resultados 

Os resultados das análises realizadas a partir das amos­
tras de sangue (células mononucleares) e líquido seminal 
(LS) estão apresentadas na Tabela 1. Após um período 
máximo pós-inoculação de oito semanas, foi detectada por 
double nested-PCR, a presença do CAEV em· seis de dez 
culturas inoculadas com LS previamente tratados, obtidos 
dos animais soropositivos. Entretanto, apenas nas amos­
tras dos animais 5, 6, 15, e 31 foi observada a formação de 
sincícios após 1 O, 14, 22, e 48 dias pós-inoculação, res­
pectivamente. Nas amostras dos animais 1 e 1 O, apesar de 
terem sido PCR pE>sitivo no final das oito semanas, não foi 
observada a formação de sincício nas respectivas culturas. 
As culturas dos animais 4, 12, 13, e 50, foram negativas. 

Todas as amostras de células mononucleares do sangue 
dos dez animais soropositivos foram PCR positivo. 

Nenhuma reação positiva foi observada entre os dois 
soronegativos. Da mesma forma, nenhuma reação positiva 
foi observada nos controles de células (culturas não inocu­
ladas). 
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Tabela 1: Análise das amostras de líquido seminal e célu­
las mononucleares do sangue de 12 caprinos (1 O 
soropositivos, animais n2 1, 4, 5, 6, 1 O, 12, 13, 15,31 e 50, 
e dois soronegativos L 190 e L51 O) para presença do CAEV 
pela técnica double nested PCR. Os animais foram consi­
derados positivos (+), quando ao menos uma das duas 
seqüências-alvo (po/175pb e env 350pb) foi amplificada 
em cada fração analisada. Nesse caso, a seqüência 
amplificada está indicada. As amostras de líquido seminal 
foram inoculadas em cultura primária de células de mem­
brana sinovial caprina e analisadas posteriormente por PCR 
como descrito no texto. 

Animais LS 

+ env 

4 

5 + pol!env 

6 + pol!env 

10 + pol 

12 

13 

15 + env 

31 + env 

50 

L190 

L510 

Discussão 

CMS 

+ env 

+ pol!env 

+ pol!env 

+ env 

+ pol!env 

+ env 

+ pol!env 

+ pol!env 

+ pol!env 

+ pol 

Sincício (dpi) 

10 

14 

22 

48 

O uso da técnica PCR tem-se mostrado o mais sensível 
método utilizado para a detecção de lentivírus no sangue e 
sêmen de humanos e animais (Van Voorhis et ai., 1991; 
Mermin et ai., 1991; Rimstad & Ueland., 1992; Hamed et 
ai., 1993; Barlough et ai., 1994; Jordan et ai., 1995; Nash 
et ai., 1995). Entretanto, essa técnica detecta a presença 
vira! independentemente da sua capacidade de causar in­
fecção. Por exemplo, um resultado PCR positivo podere-

Abstract 

presentar a detecção de partículas virais defectivas ou in­
completas em adição às partículas competentes para 
replicação. Isso explica a alta taxa de detecção observada 
em estudos nos quais foi utilizada essa técnica em com­
paração com técnicas de cultura vira! (Krieger et ai., 1991; 
Mermin et ai., 1991; Hamed et ai., 1993). 

Nesse estudo, a inoculação do líquido seminal em cultu­
ras primárias de células de membranas de tecido sinovial 
caprino, induziu a formação de efeito citopático (sincício) 
em quatro de seis amostras que apresentaram um resul­
tado PCR positivo no final de oito semanas de cultivo. Es­
ses resultados, além de confirmarem que o CAEV pode 
estar presente na forma de partículas virais livres no líqui­
do seminal de caprinos machos soropositivos, demons­
tram que essas partículas são infecciosas. Nas outras duas 
amostras, as quais foram PCR positivas, não ocorreu efei­
to citopático nas respectivas culturas, provavelmente devi­
do ao fato de que a quantidade de células infectadas era 
muito baixa para que pudesse ser observada a formação 
de efeito citopático, porém, em número suficiente ·para 
permitir a detecção por double nested-PCR (a técnica é 
capaz de detectar 1 célula infectada em 1 0000). Além dis­
so, para confirmar que o sinal obtido foi resultado da infec­
ção das culturas e não de eventuais células mononucleares 
ou outras células existentes no sêmen (células epiteliais, 
espermatozóides, células germinais imaturas, etc.) que 
porventura pudessem permanecer no LS, todas as amos­
tras foram centrifugadas e em seguida ultracentrifugadas 
em gradiente de sacarose a 20% para remover todo mate­
rial celular. Para confirmar esses resultados, cada amos­
tra foi analisada duas vezes por PCR e apresentaram re­
sultados idênticos, o que exclui teoricamente uma possí­
vel contaminação entre as amostras de DNA durante as 
manipulações. 

Em resumo, nosso trabalho demonstrou in vitro a presen­
ça do CAEV na forma de partículas virais livres infecciosas 
no LS de caprinos infectados, através da inoculação des­
se material em cultura primária de células de membrana 
sinovial caprina. Embora a transmissão sexual do CAEV 
não tenha sido até hoje demostrada in vivo, esses resulta­
dos demonstram que existe um risco em potenc'ial de ocor­
rer uma transmissão por essa via. 

Cell-free seminal fluids of 1 O seropositive bucks were evaluated for the presence of caprine arthritis-encephalitis vírus 
(CAEV) using cell culture and polymerase chain reaction (PCR). CAEV was detected by double nested PCR after 8 

· weeks of cultivation. Amongst the 6 PCR positive samples, 4 samples demonstrated productive infection determined by 
syncytium formation. These results suggest the possibility of sexual transmission of CAEV. 

Keywords: caprine arthritis-encephalitis vírus; polymerase chain reaction; semen transmission. 
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