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ATUAGAO DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA NA VIA
REPRODUTIVA DE MACHOS SUINOS

RESUMO - Infec¢bes causadas pelo Virus da Diarreia Viral Bovina em suinos
podem resultar em leucopenia transiente, gastroenterite crbnica, septicemia, e
lesGes hemorragicas. Tanto o virus da Peste Suina Classica (PSC) quando do Peste
Virus Atipico (APPV) sao excretados no sémen de cachagos infectados. Por
compartilharem de regides conservadas e apresentarem similaridade antigénica, é
possivel que ndo sejam as unicas espécies pertencentes ao género Pestivirus que
possam ser excretadas no sémen de suinos infectados. Em um primeiro momento,
foram selecionados seis machos treinados para colheita de sémen em manequim,
dos quais foram colhidas amostras de sangue, sémen e suabe prepucial a cada
quatro dias até o 52° dia pds-inoculagao com BVDV-2. Posteriormente, oito fémeas
foram adquiridas e alocadas em dois grupos: o grupo controle (n=2) e o grupo
inseminado com sémen contaminado com BVDV-2 (n=6) em laboratério, com o
objetivo de mimetizar a transmissdo do BVDV-2 via inseminacgdo artificial. As
amostras de sangue dos machos e das fémeas, sémen e suabe preprucial colhidos,
foram testadas para a deteccdo do RNA viral pela técnica de RT-PCR. Uma aliquota
de sangue total dos cachagos foi utilizada para realizagdo de analises
hematoldgicas, as quais mostraram redugao significativa na contagem de mondcitos
e aumento significativo na contagem de linfécitos quando comparados os periodos
pré e pos-inoculacdo com BVDV-2. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram
determinados por virusneutralizacdo. Nenhum dos animais apresentou sinais
clinicos e ndo foi observada excrecdo do BVDV-2 na via reprodutiva ou piora nos
parametros seminais avaliados. A transmissdao de BVDV-2 via inseminacgao artificial
sob condi¢bes experimentais nao foi observada.

Palavras — Chave: Inseminacao artificial, Pestivirus, qualidade seminal, sémen
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THE ROLE OF BOVINE VIRAL DIARRHEA IN THE REPRODUCTIVE TRACT OF
BOARS

ABSTRACT - The Bovine Viral Diarrhea Virus infection in pigs can result in
transient leukopenia, chronic gastroenteritis, septicemia, and hemorrhagic lesions.
Both the Classical Swine Fever Virus (CSF) and the Atypical Porcine Pestvirus
(APPV) are shedding in semen of infected boars. Because they share conserved
regions and present antigenic similarity, they may not be the only species belonging
to the genus Pestivirus that can be shed in the semen of infected boars. At first, six
trained males were selected for semen collection on a dummy. From those animals
were collected blood, semen and preputial swab every four days until the 52nd day
after inoculation with BVDV-2. Posteriorly, eight females were acquired and allocated
to two groups: the control group (n = 2) and the inseminated group with BVDV-2
contaminated semen (n = 6), aiming to mimic BVDV-2 transmission by artificial
insemination. Blood samples from males and females, semen and preputial swab
collected, were tested for viral RNA detection by the RT-PCR technique. An aliquot of
whole blood from the boars was used to perform hematological analyzes, which
showed a significant reduction in monocyte counts and a significant increase in
lymphocyte count when comparing periods before and after inoculation with BVDV-2.
Neutralizing antibody titers were determined by virus neutralization. None of the
animals presented clinical signs and no BVDV-2 shed was observed in the
reproductive route nor worsening in the seminal parameters evaluated. Transmission
of BVDV-2 via artificial insemination under experimental conditions was not
observed.

Key words: Artificial insemination, Pestivirus, seminal quality, semen
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introdugao

A deteccado de diferentes espécies de virus no sémen de suinos tem sido
evidenciada por diversos pesquisadores e alertam para a possibilidade de
transmissao de agentes de grande importancia e que causam impacto na produgao
animal no mundo todo. Sdo exemplos desses agentes: os virus causadores da
doenca de Aujesky (Medveczky et al.,, 1981), da Sindrome Reprodutiva e
Respiratéria dos Suinos (Shin et al., 1997; Christopher-Hennings et al., 1995), do
Circovirus tipo-Il (Madson et al., 2009; Kim et al., 2001; Hamel et al., 2000).
Colocando em evidéncia a importancia de monitorar tais patégenos e muitos outros,
que possam utilizar deste meio para sua disseminagao.

A Peste Suina Classica (PSC), pertencente ao género Pestivirus foi detectada
sémen de cachagos infectados e teve sua transmissado confirmada por meio da
inseminacgao artificial (De Smit et al., 1999). O macho infectado por peste suina
classica, em condi¢gdes experimentais, excreta o virus no sémen por um periodo
superior a 50 dias, apos a inoculagao (Choi et al., 2003)

Recentemente, outra espécie pertencente ao género Pestivirus, o Pestivirus
Atipico Suino (APPV) foi identificado no sémen e fluidos prepruciais de machos
suinos infectados de forma natural, provenientes de uma unidade comercial de
producao de sémen (Gatto, 2017). O APPV tem se mostrado importante do ponto de
vista reprodutivo, pois vem sendo associado ao nascimento de leitdes com tremor
congénito em episédio de ocorréncia a campo e também em condigbes e
experimentais apoés inoculagao do agente em fémeas e em fetos (Arruda, 2016).

Atualmente existem poucos relatos a respeito da agao de outras espécies de
Pestivirus em suinos, principalmente do ponto de vista da reprodugcao e dos efeitos
da infeccdo na potencial reprodutivo dos machos. Nao existem estudos avaliando a
excregao nem a transmissao via sémen do BVDV em suino, assim como é relatado

para a espécie Bovina. (Kirkland et al. 1991).



2. Revisao de literatura

2.1. Diarreia Viral Bovina

A diarréia viral bovina (BVD) é uma enfermidade causada pelo Virus da
Diarréia Viral Bovina (BVDV), pertence ao género Pestivirus, familia flaviviridae e
possui RNA de fita simples, de orientagdo positiva (King, 2011). O BVDV possui dois
gendtipos, o BVDV tipo | e o BVDV tipo Il que por sua vez sao classificados em
citopatico e nao-citopatico de acordo com os efeitos sobre culturas celulares em
vitro. (Becher; 2011; Tauz, 2015; Simmonds, 2017). O gendtipo de BVDV-1 possui
pelo menos 21 subgendtipos (1a- 1u) enquanto o BVDV-2, quatro (22 — 2d)
(Yesilbag, 2017).

Até recentemente eram reconhecidas como espécies pertencentes ao género
pestivirus, o Virus da Peste Suina Classica (CSFV), o Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV-I e BVDV-II), o Virus da Doenca da Fronteira de Ovinos (BDV) (Becher et al.,
2003) e o Virus Bungowannah (Kirkland et al., 2007) que foi isolado de suinos com
casos de miocardite (Finlaison et al., 2009). Novas espécies de Pestivirus foram
descobertas nos ultimos anos, dentre eles o Pestivirus atipicos associados ao
Tremor Congénito em Suinos (Arruda et al., 2016; Postel et al., 2016) e o “Hobilike”
(Stahl et al., 2010). Atualmente, também sé&o classificadas como espécies do género
Pestivirus, o Pronghorn Antelope Pestivirus, o Giraffe pestivirus, o Hobi-like
pestivirus, o Aydin-like Pestivirus, o Rat Pestivirus e o Atypical Porcine Pestivirus (
Simmonds, 2017).

Os Pestivirus apresentam a caracteristica de infectar hospedeiros de
diferentes espécies e reune agentes virais de grande importancia devido ao impacto
econdmico que causam a produgao animal (Moenning, 1995; Hooe, 2003; Lanyon,
2013). O primeiro relato de doenga causada por um Pestivirus data do inicio do
século XIX, em meados dos anos 1830 com um caso descrito de Peste Suina
Classica. A primeira detecgao relatada do BVDV em suinos foi no ano de 1973,
agente que ja vinha sendo descrito como agente patogénico para ruminantes desde
os anos 40 (Tautz et al 2015; Fernelius, et. al., 1973).

E relatado que o gendtipo BVDV -1b esta relacionado com ocorréncias

naturais da doenca em rebanhos bovinos, na maioria dos casos e é relatado como o



mais prevalente nos paises europeus (Yesilbag et al, 2017). No Brasil, um
levantamento realizado em rebanhos bovinos entre os anos de 2004 e 2014,
registrou as prevaléncias dos gendtipos e subgendtipos sendo a maior prevaléncia
do BVDV-la seguido do BVDV-IIb, e alem desses outros subgendtipos: 1a, 1b, 1d,
1e e 2c, o que demonstra uma extensa variabilidade genética das espécies no pais
(Silveira et al, 2017). Existem poucos estudos com de prevaléncia de BVDV em
rebanhos suinos. Um estudo de detec¢dao de anticorpos em rebanhos suinos no
estado de Sao Paulo detectou maior prevaléncia de anticorpos especificos para
BVDV-II (3.06%) (Almeida et al., 2018).

Existe similaridade na manifestagao clinica da doenga causada por ambos os
gendtipos, que esta associada com a viruléncia da estirpe dentro de cada gendtipo.
O gendtipo BVDV-II é descrito como mais virulento, porém existe um espectro de
variagédo de viruléncia entre as estirpes (Brodersen, 2014). Os sinais clinicos podem
variar, desde a auséncia de sinais clinicos, ocorréncia de sinais clinicos leves, até
quadros graves que podem levar o animal a morte. Tal variagao de viruléncia é
relatada tanto para o BVDV-I quanto para o BVDV-Il (Gethmann et al, 2015).

Em bovinos, o BVDV é capaz de infectar varios tipos celulares, replicando em
diferentes érgaos e tém predilecdo por células do sistema imune como mondcitos,
linfocitos, macréfagos e células dendriticas, afetando principalmente tecidos linféides
associados (Ohmann, 1983). A infeccao pelo BVDV na espécie bovina promove a
destruicdo das células de defesa modulando a imunidade celular e por consequéncia
a imunidade humoral, como estratégia para a manutengcdo do agente no organismo
e indiretamente possibilitando que outros microorganismos infectem o individuo
imunossuprimido (Brodersen, 2014; Ridpath, 2012; Brownlie, 1990).

A interagdo do virus com o sistema imune se inicia pela sua ligagdo com as
células apresentadoras de antigenos (células dendriticas, mondcitos e macréfagos),
por meio de receptores de reconhecimento de patégenos (RRP). Os RRP estao
presentes tanto na membrana (“toll-like” e “C-type lecitin”), quanto no ambiente
intracitoplasmatico (“nod-like” e “RG-1 like”), os quais possuem a funcdo de
reconhecer as diversas estruturas externas que compde diferentes microorganismos
invasores (Chase, 2013). Os virus reconhecidos pelas células apresentadoras de

antigenos ativam a liberagdo de citocinas proé-inflamatérias, sdo fagocitados e



reduzidos a peptideos, que por sua vez sao apresentados aos linfocitos. A extensa
replicacdo do BVDV cp implica na lise de mondcitos enquanto efeitos das estirpes
ncp sobre as células apresentadoras de antigenos ainda nao foi completamente
esclarecido (Chase, 2013).

E relatado, que bovinos infectados por BVDV apresentam rarefacdo linféide
em tecidos linféides, com marcada deplecdo das células de defesa que compde
orgaos como bacgo, timo, e placas de peyer (Brodersen, 2014). O BVDV afeta o
sistema gastrointestinal e respiratorio, 0 que se caracteriza pela ocorréncia de
diarréia, alteragdes respiratorias, erosées na mucosa oral, laringe, faringe, eséfagos,
ocasionalmente as lesdes podem ser hemorragicas.(Flores et al, 2000; Gethmann et
al, 2015; Bianchi, 2016). Afeta também o sistema reprodutivo de machos e fémeas
promovendo efeitos negativos sobre a performance reprodutiva desses animais
(Givens, 2015; Brodersen, 2014; Moening e Leiss, 1995). As lesbes de mucosa sao
caracteristicas presentes em animais infectados de forma aguda com estirpes
citopaticas, e o conjunto de sinais clinicos sdo chamados de doengas das mucosas
(MD) (Brodersen, 2014).

O BVDV pode ser transmitido por contato direto ou indireto entre os animais.
E descrito na espécie bovina, que a excrecdo viral pode ocorrer através de
secregdes nasais, oculares, genitais, orais, leite, urina, fezes e sémen. (Thurmond,
2005). Em bovinos, experimentalmente foi constatado que a ocorréncia de sinais
clinicos severos, bem como a ocorréncia de viremia e o periodo de excrecdo do
virus em animais infectados de forma aguda, aumentam quando o organismo se
encontra imunossuprimido no momento do contagio e quando sao administradas
doses infectantes com elevado numero de codpias virais, demonstrando relagao
dose-resposta (Strong et al. 2015).

A transmissao vertical aos embrides e fetos € uma consequéncia frequente
em vacas prenhes (Thurmond, 2005). As infec¢gdes por BVDV em suinos néo
resultam em sinais clinicos, fémeas inoculadas experimentalmente com o Virus da
Diarréia Viral Bovina demonstraram auséncia de transmissao transplacentaria
(Mechler, 2018). A infeccdo de bovinos pelo Virus da Diarréia Viral Bovina resulta
em modulacdo da resposta imune inata e quando ocorre durante o periodo da

gestacédo, o virus atravessa a barreira placentaria e é transmitido de forma vertical



aos fetos. Os fetos infectados podem nascer em uma condicdo chamada de
persistentemente infectado (Pl). (Deregt e Loewen, 1995). Em bovinos, quando ha
infeccdo por uma estirpe ncp de BVDV-1 ou BVDV-2 até o 120° dia de gestacgao,
periodo que antecede o pleno desenvolvimento do sistema imune do feto, o virus se
mantém no individuo sem ser reconhecido como uma ameaca pelo sistema imune,
resultando em individuos PI. Individuos PI, apés o nascimento, serdo a principal
fonte de infecgdo para outros animais suscetiveis, mantendo o virus circulante no
rebanho (Grooms, 2004; Baker, 1995).

Em suinos, o virus parece nao atuar de forma analoga ao que ocorre para a
espécie bovina, nado tendo sido evidenciado o nascimento de animais PI, proveniente
de porcas inoculadas durante a gestacdo em um periodo anterior ao completo
desenvolvimento do sistema imune dos fetos, o que sugere que o virus nédo é
transmitido para o feto através da placenta (Gomes et al. 2018).

Na espécie bovina infecgbes por diversos patdégenos tém sido disseminadas
devido ao uso de técnicas reprodutivas, ndo se atentando aos pontos criticos de
controle sanitario. A transferéncia de embrido e inseminacgao artificial com sémen
contaminado ou proveniente de animais infectados tém se tornado pontos
importantes na epidemiologia da infecgao de diversos agentes patogénicos (Gard et
al., 2007).

Bovinos persistentemente infectados excretam BVDV em alta quantidade no
sémen (107.6 CCID50/ mL). Podendo ser detectada em até 20 dias apos a infecgéo
experimental e permanecendo viavel no sémen mesmo apds 0 processamento e
congelamento (Kirkland et al. ;1991). A capacidade de transmissao de BVDV via
sémen em bovinos foi avaliada resultando na infeccdo de fémeas através da
inseminacao artificial (Kirkland et al. 1997).

Os Pl sao considerados como principal fonte de disseminagdo e por
consequéncia, de transmisséo para os demais animais, e por esse motivo devem ser
identificados e eliminados, sendo essa, a medida mais importante para o controle da
diarréia viral bovina. A orientacdo dos produtores e colaboradores em propriedades
de produgao animal com relagdo aos efeitos negativos da diarréia viral bovina nos
rebanhos é um dos fatores primordiais para a criacdo e execugdo de planos de

controle eficazes, com aplicagdo medidas de biosseguranga internas e externas,



ressaltado a importédncia do monitoramento do agente e do perfil sorolégico dos

animais (Givens, 2015).

2.2. Aspectos ligados a reproducgao de suinos e os riscos associados

A inseminacdo artificial € a uma biotecnica reprodutiva que se faz
preponderante na produgdo em granjas tecnificadas e promove ganhos genéticos,
aumento da produtividade estimulando a maxima eficiéncia dos reprodutores.

O processo de producédo de doses inseminantes a partir do ejaculado do
macho reprodutor marca um dos maiores avangos tecnoldgicos na produgdo de
suinos. De um unico ejaculado é possivel obter diversas doses inseminantes a
depender da concentragado espermatica (Watson e Behan, 2002). Com a diluicéo
seminal é possivel maximizar o aproveitamento da genética do macho reprodutor.
Diferentemente da monta natural, com um ejaculado é possivel cobrir até 20 fémeas
por meio da inseminagéao (CBRA, 2013).

De um unico cachago ao longo de sua vida, sao produzidas doses
inseminantes para um numero quase ilimitado de fémeas reprodutoras, o que € de
grande importancia do ponto de vista econdmico e produtivo, porém requer atengéo
para os impactos desta pratica do ponto de vista sanitario, ja que existem inumeros
riscos atribuidos (Althouse, 2000).

A viabilidade seminal pode ser atestada com o uso de diversas técnicas, que
avaliam o material genético e garantem de forma precisa a eficiéncia reprodutiva do
cachaco. A partir do sémen fresco € possivel avaliar parametros qualitativos como a
cor e 0 odor, e parametros quantitativos como a motilidade espermatica, vigor,
aglutinacado, integridade de membrana e defeitos morfologicos (CBRA, 2013). A
analise dos parametros seminais se faz um pré-requisito em centrais de inseminagao
e deve ser feita com periodicidade, de maneira a monitorar o status reprodutivo e
sanitario do rebanho e deve estar em consonancia com as boas praticas de coleta,
de avaliagéo, de armazenamento e expedicdo do sémen (Maes, 2016).

Parametros seminais s&o importantes do ponto de vista reprodutivo pois
indicam a qualidade do sémen utilizado, que em casos de ma qualidade afetam
negativamente a reprodugcdo como um todo (Juonala et al., 1998). Aspectos

reprodutivos como o numero de nascidos vivos e o tamanho da leitegada sao



exemplos de variaveis reprodutivas de fémeas que comprovadamente podem ser
ocasionados pela utilizagdo de sémen de baixa qualidade. (Mc Pherson, 2014).

A avaliacdo rotineira do ejaculado e da viabilidade seminal, é
importante também para monitorar o status sanitario do rebanho. As praticas de
coleta, avaliagdo e produgdo de doses inseminantes, bem como o0s manejos
reprodutivos que sao feitos nas centrais de inseminagédo sao pontos criticos e que
estdo relacionadas diretamente com a qualidade do sémen. Com relagdo ao aspecto
sanitario propriamente dito, o sémen esta sujeito a contaminagcdo de fontes do
ambiente, em qualquer uma das fases, da coleta até a comercializacdo das doses
inseminantes (Goldberg et al., 2009).

Existem estratégias para o controle e prevengcédo da ocorréncia e de
transmissdo de agente patogénicos via inseminagdo no plantel de suinos, e s&o
baseadas em programas de biosseguranga, que devem estar presentes em todas as
fases e sitios de produgdo. Nas centrais de inseminacéo, deve-se ter atengdo aos
pontos criticos, estabelecer procedimentos operacionais que oriente o0s
colaboradores, além de realizar com frequéncia levantamentos sanitarios,
monitoramento do status do rebanho, acompanhado das avalia¢gdes reprodutivas
periédicas. E necessaria a capacitagdo dos profissionais que trabalham nas centrais,
para que sejam seguidos procedimentos estabelecidos com atencédo a higiene, as

boas praticas de coleta, avaliagao e confecgao das doses inseminantes.
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'Capitulo II - AUSENCIA DE EFEITOS DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA NA

VIA REPRODUTIVA DE CACHACOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

Gabriel Yuri Storino, Eduarda Bellini Xavier, Marina Lopes Mechler-Dreibi,Artur Simonatto,
Igor Renan Honoratto Gatto, Maria Emilia Franco Oliveira, Edviges Maristela Pituco, Luis

Guilherme de Oliveira

Resumo

Infecgdes causadas pelo Virus da Diarreia Viral Bovina em suinos podem resultar em
leucopenia transiente, gastroenterite cronica, septicemia, ¢ lesdes e hemorragicas. Tanto o
virus da Peste Suina Classica (PSC) quando do Peste Virus Atipico (APPV) sdo excretados no
sémen de cachagos infectados. Por compartilharem de regides conservadas e apresentarem
similaridade antigénica, ¢ possivel que ndo sejam as unicas espécies pertencentes ao género
Pestivirus que possam ser excretadas no sémen de suinos infectados. Em um primeiro
momento, foram selecionados seis machos treinados para colheita de sémen em manequim,
dos quais foram colhidas amostras de sangue, s€émen e suabe prepucial a cada quatro dias até
0 52° dia poés-inoculacio com BVDV-2. Posteriormente, oito fémeas foram adquiridas e
alocadas em dois grupos: o grupo controle (n=2) e o grupo inseminado com sémen
contaminado com BVDV-2 (n=6) em laboratorio, com o objetivo de mimetizar a transmissao
do BVDV-2 via inseminacdo artificial. As a mostras de sangue dos machos e das fémeas,
sémen e suabe preprucial colhidos, foram testadas para a deteccao do RNA viral pela técnica

de RT-PCR. Uma aliquota de sangue total dos cachagos foi utilizada para realizagdo de

! Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Theriogenology e encontra-se em avaliagdo
para publicacdo.
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analises hematologicas, as quais mostraram reducao significativa na contagem de mondcitos e
aumento significativo na contagem de linfécitos quando comparados os periodos pré e pos-
inoculagdo com BVDV-2. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram determinados por
virusneutralizagdo. Nenhum dos animais apresentou sinais clinicos e nao foi observada
excre¢ao do BVDV-2 na via reprodutiva ou piora nos parametros seminais avaliados. A
transmissdo de BVDV-2 via inseminagdo artificial sob condi¢des experimentais nao foi
observada. Sendo assim, concluimos que infecgdes por BVDV-2 em cachagos tenham baixo
potencial de transmissdo via s€émen e que o impacto sobre a qualidade seminal seja
irrelevante.

Palavras — Chave: inseminacao artificial, pestivirus, qualidade seminal, s€émen
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1. Introducao

Além da espécie bovina, o BVDV pode infetar suinos e outras espécies domésticas
(Ridpath, 2012). E descrito que infecgdes por BVDV em suinos, apesar de em geral cursarem
sem manifestagdo clinica (Mechler et al., 2018, Pereira et al., 2018), podem resultar em
leucopenia transiente, gastroenterite cronica, septicemia e lesdes hemorragicas (Stewart et al.,
1971). Este virus pode ainda desencadear alteragdes reprodutivas, como o nascimento de
leitdes de baixa viabilidade, ocorréncia de mumificados e abortamento (Tao et al.,2013).

O BVDV pode ser transmitido por contato direto ou indireto entre animais € a excre¢ao
viral em bovinos pode ocorrer via nasal, ocular, genital, oral, leite, urina, sémen e fezes.
(Thurmond, 2005). Para a especie suina ¢ relatada a excrecao e transmissao viral via oronasal
(Nascimento et al, 2018; Pereira et al, 2018), contudo, dados a respeito de outras vias de
excre¢ao em suinos ¢ escassa. Um estudo realizado com suinos registrou a excre¢ao do virus
no sémen, nas fezes e urina de um cachago persistemente infectado proveniente de uma
leitegada congenitamente infectada. (Terpstra ¢ Wensvoort, 1997). No sémen de touros a
excre¢ao do virus pode ocorrem em altas concentragdes, entre 104 ¢ 108 CCID50/ mL, por
varios meses € até mesmo por toda a vida do animal (Givens et al., 2009),contudo, a infec¢ao
e a excrecao viral ndo tem relacdo negativa com producdo ou maturagdo das células
espermaticas desta espécie (Voger et al., 1998).

Outros agentes pertencentes ao mesmo género, Pestivirus, como a Peste suina classica
(PSC) tem grande importancia sanitaria mundial a suinocultura e apresenta similaridade
antigénica e de certos sinais clinicos com o BVDV (Terpstra e Wensvoort, 1988). A presenca
de agentes do género tem sido confirmada no s€émen de suino. A excrecao do virus da PSC no

sémen suino foi a primeira a ser relatada em condigdes de infec¢do natural e experimental
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(Choi e Chase, 2003), bem como a transmissao do virus para fémeas via inseminag¢ao artificial
e de forma vertical para os fetos (De Smit et al., 1999). Recentemente, o Atypical porcine
pestivirus (APPV) também foi detectado no sémen e secre¢des prepuciais de cachagos
infectados de forma natural apresentando elevado numero de copias do virus, cerca de 2 x 10°
copias/mL de sémen (Gatto et al., 2018). Considerando que até o presente momento existem
dados concretos a respeito atuacdo do BVDV no sistema reprodutivo de machos suinos
infectados experimentalmente, objetivou-se com o presente estudo avaliar se cachagos
infectados experimentalmente com o BVDV-2 tem alteragoes testiculares, epididimarias e em
seus parametros seminais, bem como, se excreta o virus pelo s€émen e avaliar a transmissao do

BVDV-2 via inseminacao artificial.

2. Material e Métodos
O estudo realizado foi em dois experimentos e os protocolos foram previamente
aprovados pelo comité de ética no uso de animais (CEUA/19.242/16) da Faculdade de

Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

2.1. O Indculo

O indculo utilizado para ambos os experimentos foi produzido a partir do isolamento do
virus de um caso clinico de bovino pelo Instituto Bioldgico de Sao Paulo. As doses
infectantes de BVDV-2 nao-citopatico (ncp), estirpe LVB 16557/15, foram obtidas a partir da
6" passagem em cultivo de células epiteliais de rim bovino da linhagem permanente “Madine

Darby bovine kidney” (MDBK) com titulo de 10°~ TCIDsy.
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2.2. Experimento I — Infeccdo experimental com BVDV- 2 ncp e avaliacdo dos
efeitos reprodutivos em cachacos

Foram selecionados seis cachagos de linhagem comercial, os quais ao inicio do
experimento estavam com 720 dias de idade e comprovadamente negativos para BVDV-1a
(estipe NADL) e BVDV-2a (VS 253) por avaliagao sorologica. No periodo pré-experimental,
os machos foram treinados diariamente para colheita de sémen em manequim pelo método da
mao enluvada.

O periodo experimental teve duracao de 68 dias. As colheitas iniciaram 16 dias antes da
inoculagdo (D-16) e a inoculacao dos seis animais ocorreu no Dia 0 (D0). Amostras de sangue
e suabe prepucial foram colhidas at¢ D44. Amostras para a avaliagao dos parametros seminais

foram colhidas até o D52.

2.2.1. Inoculacido experimental

Para a inoculagdo dos machos, os animais foram sedados com Acepromazina 1% na dose
de 0,25 mg/Kg administrada via intramuscular profunda, contidos e inoculados com 11,5 mL
de inoculo por animal, sendo SmL administrado pela via oral, 5 mL pela via nasal (2,5 mL em

cada narina), 1 mL pela via intramuscular e 0,5 mL pela via intravenosa.

2.2.2. Metodologia de colheita

Durante todo o periodo experimental, os animais foram inspecionados diariamente e
avaliados quanto a ocorréncia de sinais clinicos como diarréia, apatia, alteracdo do apetite e
reducdo de libido; indicativos qualitativos de alteragdes fisiologicas em decorréncia da

infec¢cdo por BVDV-2 ncp.
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Os animais foram submetidos a colheita de sangue mediante punc¢ao da veia jugular com
seringas estéreis e agulha 40 x 1,2 mm. As amostras de sangue obtidas foram separadas em
tubos contendo EDTA para sangue total e em tubos com ativador de coagulo para a separagao
de amostras de soro. Estas ultimas foram centrifugadas a 9000 x g por 15 minutos, aliquotada
sem tubos de 2,0 mL e armazenadas em freezer a -20°C para que fossem realizados os testes
de virusneutralizagdo. As amostras de sangue total foram imediatamente aliquotadas, sendo
uma fra¢ao submetida ao hemocitdometro automatico (pocH-1001V Diff - Sysmex do Brasil
Industria e Comércio Ltda.), seguido pela contagem diferencial de leucocitos em esfregacos
sanguineos corados pelo método de Rosenfeld (Jain, 1986), e outra fragao acondicionada em
microtubos estéreis graduados livres de DNAses e RNAses, imediatamente banhadas em
nitrogénio liquido e acondicionadas em freezer a -80°C até o momento da realizacdo dos
testes de RT-PCR.

Amostras de suabes da cavidade prepucial foram colhidas por meio da inser¢do do
suabe pelo 6stio prepucial, percorrendo o corpo do pénis e toda mucosa do diverticulo. Os
suabes colhidos foram depositados em microtubos estéreis livres de DNAsese RNAses,
contendo 500ul de meio EMEM (Eagles Minimal Essential Medium)e armazenado em
freezer a -80°C, para posterior analises por RT — PCR.

A colheita de sémen foi realizada apds higienizacao das regides abdominal e inguinal
adjacentes ao pénis e a completa lavagem da cavidade prepucial. As amostras seminais foram
colhidas em copo plastico de 500 mL acondicionado em caneca térmica aquecida. Filtro de
papel sobre o recipiente coletor foi usado para a separacao da fracdo gelatinosa e seu posterior
descarte. Apds colheita, o copo com sémen foi imediatamente transferido para uma placa
aquecedora a 37°C e protegido contra a incidéncia de luz e correntes de ar. Todas as

avaliagcdes que se seguiram foram conduzidas com a maxima brevidade possivel e sempre
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pelo mesmo experiente técnico. Para o calculo do volume total foi considerada apenas a
fracao liquida do ejaculado. Duas aliquotas de 1 mL de sémen fresco foram depositadas em
tubos livres de DNAses e RNAses, ¢ imediatamente banhadas em nitrogénio liquido e

acondicionadas em freezer a -80°C até o momento das analises de RT — PCR.

2.2.3. Analises seminais

Foram avaliados aspectos qualitativos quanto a coloragdo, odor e aspecto do ejaculado a
fim de identificar possiveis alteracdes fisiologicas de ordem patoldgica.

Para as andlises quantitativas de motilidade total (%), vigor (0-5, sendo 0 = imovel e 5 =
movimentos fortes e intensos) e aglutinacdo (%), uma gota de sémen ndo diluido foi
depositado entre lamina e laminula, previamente aquecidas, e analisada em microscopio
optico em aumento de 200 vezes.

Analises de concentracao espermatica e teste de integridade de membrana foram feitos
com a dilui¢ao do sémen em agua destilada (osmolaridade igual a 0) na propor¢ao de 1:100 e
avaliagdes em camara de Neubauer sob microscopio optico no aumento de 200 vezes, para
contagem do numero total de células espermaticas/mL e determinacdo do percentual de
cé¢lulas com membrana plasmatica lesada. Para esta ultima avaliagdo foi feita a avaliacao de
200 células descontando espermatozoides que apresentavam cauda dobrada como defeito
patologico, seguindo metodologia descrita por Jeyendran et al. (1984).

Analises de morfologia foram realizadas em preparado a partir de uma aliquota (10uL)
de sémen diluido em 0,5 mL de formol salina, seguido pela avaliagdo em camara umida e
visualizagdo em microscopio interferencial de contraste de fase (Zeiss Axio Scope Z2).
Estabeleceu-se como critério a contagem de 200 células espermaticas, avaliando-se alteracdes

acrossomaticas, de cabega, na peca intermediaria e cauda. Os defeitos foram classificados em
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defeitos maiores e defeitos menores (Blom, 1973), suas porcentagens foram contabilizadas e o
somatorio representado como defeitos totais.
2.2.4. Analise anatomopatologica dos testiculos

Ao término do periodo experimental (52 dias pos-inoculagdo - dpi), os seis animais
foram submetidos ao procedimento cirurgico de orquiectomia. A inducdo anestésica foi
realizada com aplicagdo intramuscular de uma combinag¢do de cetamina e diazepam, nas doses
de 3 mg/kg e 0,5 mg/kg, respectivamente. Anestesia local foi feita com lidocaina 1% por toda
a extensdao da linha de incisdo e diretamente no cordao, para realizar ligadura com fio de
sutura ¢ a sec¢do, seguido da extracdo do testiculo e epididimo.Apds o procedimento de
orquiectomia, as  porgdes  externas e  internas  dos  testiculos  foram
avaliadas,macroscopicamente, quanto a presenca de regioes lesadas indicativas de processo
inflamatério agudo, crénico ou de lesdo cicatricial. Fragmentos representativos com
aproximadamente lcm® foram selecionados a partir das regides capsulares corticais,
medulares e epididimérias. Os fragmentos selecionados foram fixados em formalina
tamponada 10% por 48h, substituida por etanol 70% até que fossem confeccionadas as
laminas histologicas para coloragdo com hematoxilina/eosina e, posterior, avaliagdo em
microscopio de luz quanto a presenca de infiltrados de células mono e polimorfonucleares e
demais alteragdes patoldgicas nos tecidos testiculares e epididimarios, indicativas de resposta

inflamatoéria em decorréncia de infeccao.

2.3. Experimento II - Mimetizacdo da transmissio de BVDV-2 ncp via
inseminacio artificial
Foram selecionadas oito fémeas primiparas de linhagem comercial, com 180 dias de idade

e comprovadamente negativas para BVDV-1 e BVDV-2 por avaliagdo sorologica. As fémeas
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foram divididas em dois grupos: grupo controle (n=2) e grupo desafiado (n=6). Estes grupos
foram mantidos em ambientes separados, a uma distancia em linha reta de um quilometro e
meio ¢ manejados por equipes de profissionais distintas, visando eliminar a possibilidade de
transmissao do agente entre os grupos apds a inseminagao artificial.

2.3.1. Inseminacio

Visando mimetizar a transmissdo do virus via sémen, as fémeas do grupo desafiado
receberam duas doses de sémen contaminadas experimentalmente. Para tal, um total de 3 mL
de indculo de BVDV-2ncp (estirpe LVB 16557/15) foi adicionado a cada uma das doses de
sémen, instantes antes da inseminacao, em ambiente laboratorial. A estirpe viral utilizada para
a contaminacdo da dose inseminante foi a mesma utilizada no Experimento I. As fémeas do
grupo controle foram inseminadas com duas doses de sémen comprovadamente livre de
BVDYV proveniente de animais sorologicamente negativos para BVDV-1 e BVDV-2.

2.3.2. Colheita de amostras e acompanhamento da gestacao

Apo6s a inseminagdo, as fémeas passaram por colheita de sangue a cada quatro dias até

0 60° dpi. A colheita de sangue e os procedimentos para obtengdao e armazenamento de soro
foram realizadas nas mesmas condigdes descritas no Experimento I. Durante todo o periodo
pos-inseminacao as fémeas foram avaliadas diariamente quanto a ocorréncia de abortamento e
retorno ao estro. No 40° dia pds-inseminagdo, todas as fémeas foram submetidas a
ultrassonografia abdominal para a confirmacao da prenhes.

2.4. Teste de virusneutralizacio

Com a finalidade de detectar anticorpos neutralizantes contra BVDV-2 nas amostras

de soro colhidas de ambos os experimentos, foram realizados testes de virusneutralizagdo em
duplicata com dilui¢des sucessivas de 1:10 até 1:5120. As amostras que apresentaram

neutralizacao total de 100 TCID50 para a estirpe de BVDV-2 com concentragdes a partir de
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1:10 foram consideradas reagentes (OIE, 2015). Para a realizacdo do teste foram utilizadas
células MDBK e BVDV-2a (estirpe VS 253) como padrao. O titulo, resultado da
virusneutralizagdo, foi expresso pela reciproca da maior diluigdo reagente, desconsiderando

efeitos citopaticos sobre a camada celular.

2.5. RT-PCR

As amostras de sangue total dos Experimentos I e II, suabe prepucial e sémen do
Experimento I foram avaliadas para a presenga de BVDV-2 por RT-PCR na tentativa de
detectar viremia. Todas as amostras foram submetidas ao processo de extracdo de RNA
usando Trizol e a transcritas de RNA para cDNA por meio da reagdo de transcriptase reversa
(AppliedBiosystems) de acordo com orientagdes do fabricante. Ao mix de PCR foram
adicionados buffer 1X (50mMKCl, 200mM Tris-HCI (pH 8.4)), 2mM MgCl2,
0.2 mMdNTPs, 1.0 U Tag DNA polimerase, 5 pmol dos primers 103 (5'- TAG CCA TGC
CCT TAG TAG GAC - 3') e 392 (5'- ACT CCA TGT GCC ATG TAC AGC - 3'), que
amplificam a regido nao traduzida de 290 pares de base (Weinstock et al., 2001), 3 uLL de
cDNA e o restante de agua estéril para completar 20 pL.. O termociclador foi programado em
95°C por 2,5 minutos, e 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 40
segundos ¢ um ciclo final a 72°C por 10 min. Todas as amostras foram submetidas a
reamplificacdo e visualizadas em gel de agarose 1%.

3. Analise estatistica

O teste ndo-paramétrico de Friedman foi utilizado para comparagdes multiplas entre os
dias de colheita para variaveis quantitativas seminais ¢ hematologicas registradas ao longo do
experimento com os cachagos inoculados com BVDV-2, ao nivel de significancia de p<0.05

(Sheldon e Fillyaw, 1996). Para as analises estatisticas foi empregado o software R Project for
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Statistical Computing (Team, 2018),RStudio®os pacotes: PMCMR (Pohlert, 2014) eggpubr

(Kassambara, 2017).

4. Resultados
4.1.  Sinais clinicos
No Experimento I ndo foram observados sinais clinicos indicativos de infec¢do pelo
BVDV-2a (estirpe LVB 16557/15) em nenhum dos cachacos ao longo de todo o periodo
experimental.
No Experimento II, todas as fémeas tiveram gestacdo confirmada e nenhuma delas
apresentou retorno ao estro ou abortamento durante o periodo de gestagdo acompanhado.

Nenhum outro sinal clinico indicativo de viremia foi observado.

4.2.  Analises seminais

Todas as amostras seminais apresentaram coloracdo esbranquicada, aspecto leitoso e
odor suis generis. O volume, percentual de aglutinagdao, motilidade total, vigor, concentragao
espermatica e contagem de células com membrana lesada nao diferiram (p > 0,05) entre os
periodos pré- e pos-inoculagdo do agente viral. Entretanto, diferenca (p < 0,05) entre os
periodos foi observada para a ocorréncia de alteracao morfoldgica nas células espermaticas
(percentual de defeitos totais) (Tabela 1). No comparativo entre todos os dias de colheita
seminal, os percentuais de defeitos totais, registrados nos dias D-12 (5,50 + 2,46%) e D-8
(5,25 + 2,11%) foram maiores (p<0,05) do que os valores observados nos Dias 40 (1,00 +

0,80%) e 44 (1,50 + 0,51%) (Grafico 1).
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4.3. Anatomopatologia testicular
Nao foram observadas alteragdes de integridade dos tecidos. A consisténcia e
coloragdo também indicavam a normalidade. Na avaliagdo microscopica de fragmentos destes
orgdos, ndo foram registradas quaisquer sinais de inflamagao ou presenca de infiltrados de

cé¢lulas mononucleares ou polimorfonucleares.

4.4. Analises hematolégicas

Os valores percentuais de hematdcrito, do nimero de plaquetas e do nimero das
células de defesa (i.e. eosinofilos, neutrofilos segmentados e bastonetes) ndo diferiram (p >
0,05) entre os periodos, pré-inoculacao e pds-inoculacao (Tabela 3). Apenas as contagens de
c¢lulas mononucleares, linfocitos € mondcitos, apresentaram diferengas (p < 0,05) entre os
periodos, pré- e pds-inoculagdo ao longo do periodo de avaliagdo. Enquanto se registrou
redu¢do na contagem de mondcitos para o periodo pds-inoculacao, a contagem de linfocito
aumentou (Tabela 3). O valor absoluto de linfécitos observados nos Dias -12 (2,70 £ 0,30 x
10%/uL) e -8 (2,70 = 0,70 x 10*/uL) diferiram (p < 0,05) dos registrados nos Dias 1 (7,10 +
0,80 x 10%/uL), 12 (5,70 £ 0,50 x 103/uL), 20 (7,00 £ 0,70 x 103/uL) e 32 (6,80 = 0,60 x
10%/uL) (Grafico 2).

O valor absoluto de monocitos observados nos Dias -12 (3,80 + 0,50 x 10%*/uL), -8
(5,20 + 0,30 x 10*/uL) e -4 (4,70 = 0,30 x 10%*/uL) diferiram (p<0,05) dos registrados nos Dias
36 (0,10 = 0,09 x 10%/uL) e 40 (0,09 + 0,03 x 10%/uL). Ainda, o valor visto no Dia -16 (2,90 +
0,40 x 10%/uL) diferiu (p < 0,05) daquele visto no Dia 40, enquanto que o do Dia -8 foi
diferente (p < 0,05) daqueles vistos nos Dias 4 (0,50 = 0,10 x 10%/uL), 6 (0,46 + 0,07 x
103/uL), 20 (0,4 + 0,03 x 10%/uL), 28 (0,5 £ 0,01 x 103/uL), 36, 40 e 44 (0,3 £ 0,02 x 10%/uL)

(Gréfico 3).
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4.5. Virusneutralizaciao
Observou-se soroconversao em quatro cachagos. O macho 1 apresentou titulo de
anticorpos neutralizantes apenas no Dia 36, os machos 3 e 4 no Dia 40 e o macho 6 entre os
Dias 20 e 33 (Tabela 3).
Nao foram observados titulos de anticorpos contra BVDV-2 em nenhuma das fémeas

inseminadas durante todo o periodo avaliado

4.6. RT-PCR
Nao foi detectado RNA viral em nenhuma amostra de s€émen, suabe prepucial ou sangue
durante todo o periodo.
Da mesma forma, nao foi detectado o RNA viral no sangue de nenhuma das fémeas do

Experimento II.

5. Discussao

Para o nosso conhecimento, este € o primeiro relato sobre a acdo do BVDV nos 6rgaos
reprodutivo de suinos. Foi constatado que a inoculagdo experimental do BVDV-2 (estirpe
LVB 16557/15) impactou diretamente na imunidade inata dos cachacos, promovendo quadros
de linfocitose e monocitopenia. A respeito da imunidade adquirida, os titulos de anticorpos
detectados no Experimento I foram baixos com diferencas entre os periodos de detecgdo entre
os animais. Nao foram detectados anticorpos neutralizantes em nenhuma das fémeas do
Experimento II. Ademais, ndo foi detectada a excrecdo viral via sémen nem nas secregoes
prépuciais. Os achados indicam que os cachagos foram eficientemente infectados pela

amostra viral, contudo a viremia ndo foi detectada. Efeito reprodutivo causado pela acdo do
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BVDV-2 nao foi observado nos machos infectados nem nas fémeas desafiadas. Assim, nas
condi¢gdes do presente estudo, a infec¢do de machos suinos com BVDV-2 comprova a
auséncia de excrecao viral pela via reprodutiva, auséncia de efeito negativo sobre parametros
seminais avaliados na rotina bem como a auséncia de sinais de infec¢ao nas fémeas desafiadas
com BVDV-2 pela via reprodutiva.

Nos periodos pré e poés — inoculacdo dos machos suinos, foram avaliadas alteragdes nas
variaveis hematologicas em decorréncia da infec¢do viral. No periodo pré-inoculagdo, os
valores hematologicos se mantiveram dentro da normalidade, e a partir de D1 se iniciou um
processo de aumento e diminui¢ao nas contagens de linfécitos e mondcitos, respectivamente.
O BVDV ¢ um agente viral que tem predilecdo por replicagdo em células de defesa,
principalmente linfocitos, mas também infecta monocitos e células dendriticas. Como
apresentadoras de antigenos, as células dendriticas exercem um importante papel na
imunidade celular por dar inicio a resposta imune ndo —especifica contra diversos agentes
patogénicos (Chase, 2013). A infec¢gdo do BVDV promove a lise de mondcitos como
mecanismo de evasdo do sistema imune, prejudicando o reconhecimento e o subsequente
desenvolvimento de uma resposta imune-humoral especifica (Iwasaki et al. 2010).

Foi possivel detectar anticorpos neutralizantes em quatro dos seis animais infectados do
Experimento 1. Observou-se que houve uma detec¢do tardia na maioria dos animais, levando
em conta que a soroconversao em suinos infectados ocorre aproximadamente na terceira
semana pos inoculacao (Walz, 2004). Foi possivel detectar titulos de anticorpos neutralizantes
em diferentes momentos, contudo foram titulos baixos (10). Estes dados estdo de acordo com
o encontrado na literatura, em que estudos prévios demonstraram que, em infeccoes
experimentais, o BVDV em suinos levam a uma resposta imune mais branda e irregular

(Almeida et al., 2018; Mechler et al., 2018; Pereira et al., 2018; Santos et al., 2018), quando
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comparada ao que ocorre em bovinos (Houe, 1995). Acredita-se que a monocitopenia em
decorréncia da infec¢do por BVDV, tenha influenciado diretamente na fraca resposta imune-
humoral no Experimento 1.

Nao foi evidenciada qualquer ocorréncia de sinal clinico nos animais infectados com
BVDV-2, o que condiz com estudos anteriores que demonstraram que a infec¢do
experimental por BVDV-2 em suinos cursa sem manifestacao clinica da doenca (Mechler et
al., 2018; Pereira et al., 2018, Santos et al., 2017).

A infeccdo experimental com o BVDV- 2 (estirpe LVB 16557/15) ndo resultou em
mudangas no periodo pos- em relagdo ao pré-inoculagdo, na maioria das caracteristicas
seminais avaliadas. Apenas os defeitos totais variaram entre os periodos, mas
inesperadamente com reducdo de seus valores apos a inoculacao do agente viral. Ao nosso
entendimento, este achado ndo parece estar relacionado diretamente ao efeito estudado,
embora todas as medidas experimentais necessarias foram adotadas para que a interferéncia
fosse exclusiva da introdugao do virus.

Variagdes climaticas, como elevadas temperatura ambiental ¢ umidade promovem o
aumento do desconforto térmico dos animais e, por consequéncia, pode ter efeitos negativos
sobre parametros seminais (Suriyasomboonet al., 2005). Em uma avaliagdo retrospectiva,o
indice de estresse por calor foi aferido segundo o célculo estabelecido pelo NWSCR (1976) e
adaptado por Lucas (2000), revelando que o indice para o més anterior (67.05b £ 0.50) ao
inicio do periodo pré-inoculagdo quando comparado ao més de inicio das colheitas (69.66a+
0.35) e o més seguinte (71.98a+ 0.40, P<0,05 pelo teste de Tukey). O aumento do indice
condiz com a maior ocorréncia de defeitos totais espermaticos observados, no entanto, nao
foram observadas ocorréncias de defeitos que extrapolassem a normalidade ou que pudesse

ser considerado como indicativos de baixa qualidade seminal segundo critérios estabelecidos
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pelo Colégio Brasileiro De Reproducao Animal, para a espécie (CBRA, 2013). Além da
discreta diferenga entre os valores de defeitos morfoldgicos apresentados no periodo pré-
inoculagdo, nenhuma das demais variaveis analisadas apresentou diferenca ao longo do
periodo amostrado.

Diferentemente do que foi registrado por Terpstra e Wensvoort (1997) no estudo com um
cachaco persistentemente infectado e por Givens et al., (2003), com bovinos infectados
experimentalmente, constatamos que suinos infectados de forma aguda ndo apresentaram
excre¢ao do BVDV-2 no sémen, bem como nas secregdes prepuciais. Provavelmente, a
transmissdo do BVDV pela via reprodutiva ocorra apenas em casos atipicos de suinos
persistentemente infectados de forma congénita como descrito por Terpstra e Wensvoort
(1997).

Em ambos os estudos realizados, apesar de esforcos para realizar colheitas de sangue em
intervalos pequenos de quatro dias, ndo foi possivel detectar viremia. A hipotese mais
provavel ¢ de que infecgdes por BVDV promovam viremia transiente e em curtos intervalos
sem padrdo estabelecido (Mechler et al, 2018). Levando em conta que a viremia tenha sido
branda e transiente nos animais infectados com BVDV-2 no presente estudo, a probabilidade
de que o virus circulante no sangue alcangasse diferentes 6rgdos era baixa. Considerando que
os testiculos apresentem a barreira hematotesticular, as chance de o virus atingir sémen foram
ainda menores, o que explica a auséncia de deteccdo do RNA viral na via reprodutiva dos
cachacos inoculados experimentalmente. Embora infecgdes por BVDV em suinos em geral
cursem sem manifestagao clinica, existem relatos a respeito de estirpes a campo que
promovam efeitos reprodutivos em suinos (Terpstra, 1991). Estabelecer a agao e disseminacao

do BVDV pela via reprodutiva do macho suino ¢ uma informagdo valiosa considerando que
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biotecnicas reprodutivas exercem papel expressivo na transmissao de agentes patogénicos

para rebanhos livres (Maes, 2016).

6. Conclusao

A infecg¢ao experimental com BVDV-2 estirpe LVB16557/15 em cachagos resultou em
quadros de linfocitose e monocitopenia. Nao foi observada a excrecdo do agente nem piora
nos parametros seminais de avaliacdo de rotina. Também ndo foi detectada a viremina nem

anticorpos neutralizantes nas fémeas desafiadas com BVDYV pela via reprodutiva.
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Tabela 1. Valores das variaveis seminais nos periodos, pré e pos — inoculagdo, de cachagos submetidos a inoculagdo experimental com o BVDV-
2 (estirpe LVB 16557/15) no Dia 0 do Experimento I (Mediana =+ erro padrdo da mediana).

Pré-inoculacdo Pos-inoculacio
Parametro Valor de P*
(Dias -16 a -4) (Dias 1 a 52)

Volume (mL) 168,50 + 5,30 147,50 + 4,50 0,10

Aglutinacio (%) 5,00 + 1,60 5,00 + 1,40 0,50

Motilidade total (%) 90,00 + 1,40 90,00 £+ 0,90 0,50

Vigor (0-5) 4,00 £0,10 4,00 + 0,06 0,50

Concentracio espermatica 372,0+ 3,30 383,0+ 1,70 0,10

(x 10°células/mL)

Defeitos maiores (%) 2,50+1,90 1,20+ 0,20 0,01

Defeitos menores (%) 2,00 £ 0,50 1,00 £ 1,70 0,02
Defeitos totais (%) 5,00 £ 2,50 2,50+ 0,30 5x107

Células com membrana lesada (%) 3,70 £ 0,80 3,90+0,30 0,20

* Valores de P foram calculados pelo teste de Friedman



Tabela 2.Valores dos parametros hematologicos nos periodos pré e pos — inoculagdo de cachagos submetidos a inoculagao experimental do
BVDV- 2 (estirpe LVB 16557/15)no Dia 0 do Experimento I (Mediana + erro padrdao da mediana).

Pré-inoculacao

Pos-inoculagio

Parametros Valor de P*
(Dias -16 a -4) (Dias 1 a 44)
Hematocrito (%) 43,95+0,92 40,70 £ 0,70 0,08
Plaquetas (10%/pL) 249,50+ 13,90 219,50 + 8,80 0,6
Leucécitos (10¥/uL) 12100 + 1614 11950 + 442,70 0,07
Basdfilos (10°/uL) 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,64
Eosinofilos (10%/pL) 720,00 + 116,38 632,50 + 53,20 0,06
Bastonetes (10°/uL) 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00 -
Segmentados (10°/pL) 4273,50 £ 996,90 3831,50 + 338,20 0,05
Linfécitos (10*/uL) 2765,50 + 304,70 6391,00 £204,40 0,01
Mondcitos (10%/pL) 4525,00 + 313,60 480,00 £+ 61,75 4,17x107

* Os valores de P foram calculados pelo teste de Friedman
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Tabela 3.Titulos de anticorpos neutralizantes detectados,pela técnica de virusneutralizag¢ao, no soro sanguineo dos cachagos inoculados

experimental com o0 BVDV- 2 (estirpe LVB 16557/15) ao longo do periodo do Experimento I, de D-16 a D44.

Deteccao de anticorpos

Animal . , . o Titulo
(dias pos-inoculacio)
1 36° 10
2 - 10
3 40° 10
4 40° 10
5 - 10
6 20° -33° 10
Pré - inoculacio Pés - inoculacio
Sémen
7| L1
| | | 1
D-l6 D12 D-8 D4 Do DI D4 D8 D12 D16 D20 D24 D28 D32 D36 D40 D44 D48 D52
Sangue e suabe prepucial Orquiectomia
¥ Inoculagio
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Figura 1. Representacdo esquematica da metodologia experimental adotada no Experimento I, com destaque ao momento (Dia 0) da inoculagao

experimental do BVDV- 2 nao-citopatico(estirpe LVB 16557/15)em cachagos, pelas vias oral, nasal, intramuscular e intravenosa, € momentos de

colheitas de amostras seminais, de sangue e suabe prepucial
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Grifico 1. Porcentagens (mediana + erro padrao da mediana) de defeitos totais das células
espermaticas de cachacos submetidos a inoculagdo experimental com 0 BVDV- 2 (estirpe LVB
16557/15) no Dia 0, ao longo do periodo do Experimento I (Dias -16 a 52). Letras diferem
entre si pelo teste de Friedman (p< 0,05).

10000 -

R
9 - E

Grafico 2.Valores (mediana + erro padrao da mediana)de contagens linfocitos por pL de
sangue de cachagos submetidos a inoculagao experimental com o0 BVDV- 2 (estirpe LVB
16557/15) no Dia 0, ao longo do periodo do Experimento I (Dias -16 a 52). Letras diferem
entre si pelo teste de Friedman (p< 0,05).
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Grafico 3. Valores (mediana = erro padrao da mediana) de contagem de mondcitos por plde

sangue de cachagos submetidos a inoculagao experimental com o0 BVDV- 2 (estirpe LVB

16557/15) no Dia 0, ao longo do periodo do Experimento I (Dias -16 a 52). Letras diferem
entre si pelo teste de Friedman (p < 0,05).



