RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 13/12/2019.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP CAMPUS DE
JABOTICABAL

ATUAGCAO DO VIiRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA NA VIA
REPRODUTIVA DE MACHOS SUINOS

Gabriel Yuri Storino

Médico Veterinario

2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP CAMPUS DE
JABOTICABAL

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

Gabriel Yuri Storino
Orientador: Prof. Dr. Luis Guilherme de Oliveira

Coorientadora: Profa. Dra. Maria Emilia Franco Oliveira

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obteng&o do titulo de Mestre
em Medicina Veterinaria, area: Clinica Médica
Veterinaria

2018



Storino, Gabriel Yuri
S8g4a Atuago do virus da diarreia viral bovina na via reprodutiva
de machos suinos / Gabriel Yuri Storino. -- Jaboticabal, 2018
40 p. :il., tabs.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Jaboticabal

Orientador: Luis Guilherme de Oliveira

Coorientadora: Maria Emilia Franco Oliveira

1. Inseminagado artificial. 2. Pestivirus. 3. Qualidade seminal.
4. Sémen. |. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada



% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVATAY

unesp™ oo st

CERTIFICADO DE APROVAGAO

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

AUTOR: GABRIEL YURI STORINO
ORIENTADOR: LUIS GUILHERME DE OLIVEIRA
COORIENTADORA: MARIA EMILIA FRANCO OLIVEIRA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengédo do Titulo de Mestre em MEDICINA
VETERINARIA, 4rea: Clinica Médica Veterinaria pela Comissao Examinadora:

\_'f\ S "‘@7““ .< é. f\m: -.‘q’:._.\,q.
Profa. tfa. MARIA EMIﬁA FRANCO OLIVEIRA
Depto de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugio Animal / FCAV / UNESP - Jaboticabal

=
Prof. DZ”ANDRE FURUGEN CESAR DE ANDRADE

Departamento de Reprodugdo Animal-FMVZ/USP / Pirassununga/SP

Prof. Dr. CHOCKEN ITURRINO
Departamento de Patologia Veterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 13 de dezembro de 2018

Faculdade de Cléncias Agranias e Veterinarias - CAmpus de Jaboticabai -
Via Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, Km 05, 14870000

hitp:/www.fcav.unesp br/#l/pos- graduacac/programas-pg/medicina-veterinaria/CNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

GABRIEL YURI STORINO — Nascido em 22 de Fevereiro de 1994, na cidade
de Porto Ferreira, Estado de S&o Paulo, € Médico Veterinario formado pela
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal —
em 2016. Foi bolsista PROPe de Iniciacdo Cientifica (2014-2015) no Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria — FCAV — UNESP, Campus Jaboticabal, sob
orientagao do Prof. Dr. Luis Guilherme de Oliveira. Em 2017, ingressou no programa
de Pds-Graduagao em Medicina Veterinaria, area de Clinica Médica Veterinaria,
pela UNESP, Campus de Jaboticabal, como bolsista FAPESP, com o numero de
processo 2017/00950-0, sob orientagdo do Prof. Dr. Luis Guilherme de Oliveira. O
projeto obteve auxilio FAPESP, com o numero de processo 2016/21421-2.



Vi

‘Entregue 0 seu caminho ao

Senhor; confie nele, e ele agira.”

Salmos 37:5



Vi

A Deus, por todas as gracas recebidas. A
minha namorada e a minha familia, por todo

apoio para que essa conquista fosse
possivel.



viii

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por agir de forma sobrenatural para que
tudo acontecesse e fosse possivel chegar até aqui e por preparar grandes coisas na
minha trajetéria de vida.

Aos meus Pais, Flavio e Carla por toda minha estrutura moral e pessoal, pelo
apoio incondicional para todas as horas e pela ajuda em todos os momentos durante
toda a minha vida. Agradego a minha namorada Maria Alice, por sempre ter estado
ao meu lado, pelo apoio de todas as horas e por ser sempre solicita e amavel me
ajudando a enfrentar as diversas dificuldades ao longo do trajeto percorrido durante
o0 mestrado.

Ao Prof. Dr. Luis Guilherme de Oliveira que sempre desempenhou de forma
impar seu papel como orientador. Agradego pelo apoio e amizade que comegaram
na iniciacao cientifica, que tem sido de grande importdncia para meu
desenvolvimento profissional durante o mestrado.

A Profa. Dra Maria Emilia pela orientacdo, ensinamentos e auxilios prestados
para que se tornasse possivel a realizacdo desse trabalho.

A Republica In-dependéncia e a todos os amigos que fiz 14, por todo o apoio,
parceria € amizade nesses anos de convivio.

A Eduarda Xavier e ao Artur Simonatto pela ajuda na condugéo deste trabalho
em conjunto, pela colaboracdo e auxilio em todas as etapas; a Marina, pela amizade
e por auxiliar sempre de forma bastante solicita, por ajudar e acompanhar as
diversas etapas do meu trabalho.

Aos amigos do Laboratério de Pesquisa em Suinos, pela amizade e apoio,
aos demais estagiarios que eventualmente me auxiliaram no dia-a-dia com os
animais. Muito obrigado!

Ao Laboratério de Viroses da Reprodugédo, do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva, ao Igor e a Andrea, pelo auxilio prestado para a execugao
dos testes de virusneutralizagao.

Ao Laboratério de Epidemiologia Molecular, do Departamento de Medicina

Veterinaria Preventiva pelo espago cedido para a realizagdo das analises



moleculares. Ao Laboratério de Patologia Veterinaria da FCAV, por me ceder
espaco para a confecgao dos blocos e laminas histolégicas.

Ao Dr. Paulo Alécio Canola e aos Médicos Veterinarios residentes em Cirurgia
Cirurgica de Grandes Animais: Ana Luiza, Carolina, Gabriel, Lucas, Mayara e Pedro
Henrique pelos auxilios prestados com os procedimentos de orquiectomia dos
machos suinos.

Ao Instituto Bioldégico de Sao Paulo, em especial a Dra. Edviges Maristela
Pituco por nos ceder o inoculo utilizado neste experimento e auxiliar com diversos
diagnosticos moleculares e soroldgicos.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal e ao
Arildo “Baiano”, que me ajudou com carregamento de racao e transporte de animais.

A Gisele Mouro e ao Prof. André Andrade pelo espaco e tempo cedidos para
o treinamento com cachacgos reprodutores na USP, campus de Pirassununga.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pela
concessao da bolsa de estudos processo numero 2017/00950-0, e auxilio a
pesquisa (2016/21421-2) que possibilitaram o desenvolvimento do projeto de

pesquisa finalizado nessa dissertacao.



SUMARIO

Certificado Comisséo de Etica para Experimentacdo Animal .........c..c............
RESUMO ...ttt e e e e et e e e e e e e e e e e e eeeas

ABSTRACT ....cccoiiiiiiinee
LISTA DE TABELAS .........

LISTA DE GRAFICOS E FIGURAS.......cooieieieeeeee e,
CAPITULO | — CoNSIderaghes gerais...........coueoueeeeeeeeeeeeeeeseeseeseeeseneeesn e

1 INTRODUGAO................

2 REVISAO DE LITERATURA . ......coiiiiieeeeieteeee et

2.1 Diarreia Viral Bovina

2.2.Aspectos ligados a reprodugao de suinos e os riscos associados......
BREFERENCIAS. ..ottt s e,
CAPITULO Il — Auséncia de efeitos do Virus da Diarreia Viral Bovina na via

reprodutiva de cachacgos inoculados experimentalmente....

RESUMO.........cccoiiiiie

1 INTRODUGAO ...............

2 MATERIAL E METODOS ...t

2.1 O Inéculo.................

2.2 Experimento | — Infe

ccao experimental com BVDV- 2 ncp e avaliacao

dos efeitos reprodutivos €m cachagos...........coooevvviiiieiiiiiiiiiiieeeeeecee e,

2.2.1 Inoculagao experimental.............ooooiiiiiiiiiiiii e

2.2.1 Metodologia de colheita...............ccooiiiiiiiiee e

2.2.3 ANAlISES SEMINAIS. .. .ceueee e

2.2.4 Analise anatomopatoldgica dos testiculos...........ccceeeeeeiiieeeennn.

2.3 Experimento Il — Mimetizagdo da transmissdo de BVDV-2 ncp via

inseminacao artificial.........

2.3.1 Inseminacéo...

2.3.2 Colheita de amostras e acompanhamento da gestagao..............

2.4 Teste de virusneutralizagao............coueuuuuiiiiiiieee e
2.5 RT - PR

3 ANALISE ESTATISTICA

Xii
Xii
Xiv

XV

N OO WD

12
14
15
15

15
16
16
18
19

20
20
20
21
21
22



4 RESULTADOS. ... e

4 1 Sinais

ClINICOS. e e

4.2 ParGmetroS SEMUNAIS. .....ceu e e e

4.3 Antomopatologia testiCular ...

4.4 Analises hematolOgICas. .........uuuuurriiiiiiiiiiieeee e

4.5 VirusneutraliZagao0..........ccooeuuieiiiii e
4.6 RT-PCR....oiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e ee e e e annns
B DISCUSSAOD. ...ttt e et eneae e
B CONCLUSAO. ... ..ottt

7 AGRADEC

IMENTOS ...

8 FINANCIAMENTO.....coiiiiiiiie e
9 CONFLITO DE INTERESSES.......ooo oo
10 DECLARAGAO DE INTERESSE.......c.cioiivcteeeeieieeeeeeie e,
11 REFERENCIAS.......coiiiiiiiieieteteteee ettt

APENDICES

22
22
22
23
23
24
24
25
28
28
28
29
29
29
35

Xi



CERTIFICADO COMISSAO DE ETICA PARA EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus de Jabolicabal

‘% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u n esp JULIO DE MESQUITA FILHO" ? g
CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Atuagdo do virus da Diarréia Viral
Bovina na via reprodutiva de machos suinos”, protocolo n® 19.242/16, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Luis Guilherme de Oliveira, que envolve a produgdo,
manutencdo efou utiizagio de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no
decreto 6.899, de 15 de junho de 2008, e com as normas editadas pele Conselho
Macional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA). e foi aprovado pela
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE
CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-
5P, em reunido ordinaria de 14 de dezembro de 2016.

[ Vigéncia do Projeto | 02/03/2017 a 28/02/2019 — i
Espécie ! Linhagem Suinos |
N*® de animais 18 o |
Peso / ldade | 120 kg
Sexo Macho e fémea

| Crigem Granjas_an_;ﬂ-a;c_iais dos estados de S50 Paulo e Minas Gerais

Jaboticabal, 14 de dezembro de 2016.

'Z"f/’f’;ﬂw"

rof D:I-'.' L.i.zandra.mnamn
Coordenadora - CEUA

Faculdad de Ciincias Agririas e Velerdndras

Via do Acesso Prol. Paula Donato Castellane, s/n - 14884-500 - Jaboticabal - SP - Brasil
1el 18 Z20% 2600 fax 3202 4275 www. feavunesp br

Xii



xiii

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 deteccdo 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 produgéo
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 transmissdo 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 apods 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 reproducédo 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).
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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 excre¢ao 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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