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RESUMO GERAL

Dentre as enfermidades infecciosas que afetam os caprinos a Artrite-encefalite caprina é
a principal doenca de origem viral (Virus da Artrite Encefalite Caprina - CAEV). O
CAEV pertence ao género Lentivirus dentro da Familia Retroviridae, Subfamilia
Orthoretrovirinae. A fonte de infeccdo do CAEV sdo os proprios caprinos infectados e
seus fluidos orgénicos, sendo que esta enfermidade tem se demonstrado de dificil
controle, devido a falta de informacéo sobre o grau de comprometimento dos rebanhos,
da dificuldade de acesso ao diagnoéstico e do desconhecimento do risco de algumas vias
de transmissdo, como é o caso da contaminacdo pelas vias reprodutivas. Além disso, o
CAEYV apresenta longo periodo de incubagéo, alta prevalencia de infecgdo assintomética
e de resultados falso-negativos pelas técnicas de diagnostico, bem como da existéncia de
laténcia viral. Nos reprodutores a presengca do CAEV foi identificada no sémen, nos
testiculos, no epididimo, no canal deferente e na vesicula seminal, pelas técnicas de PCR,
RT-PCR e hibridizacéo in situ e foi comprovada a transmissao através da inseminagao
artificial utilizando sémen contaminado. Assim objetivou-se analisar o efeito da
Dexametasona no parametro reprodutivo e da verificacdo da funcionalidade do mesmo
em reprodutores caprinos acometidos pela CAE para diminuicdo do quantitativo de
mondcito e macrdfagos, que sdo células alvos do CAEV. Os resultados demonstram que
a Dexametasona causa uma prejuizo temporario nos parametros reprodutivos, porém
levou a uma diminui¢cdo do nimero de mondcitos no sangue assim como diminuiu a
presenca de DNA — proviral no sémen, demonstrando que a Dexametasona pode vir a ser
utilizada para combater infecgfes de animais acometidos pelo CAEV.

Palavras-chave: sémen, hemograma, Lentivirus, corticoides, parametros reprodutivos.
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GENERAL ABSTRACT

Among the infectious diseases that affect goats caprine arthritis-encephalitis is the leading
viral disease (Arthritis Encephalitis Virus Caprina - CAEV). The CAEV belongs to the
Lentivirus genus within the family Retroviridae, subfamily Orthoretrovirinae. The source
of CAEYV infection are themselves infected goats and their body fluids, and this disease
has proven difficult to control due to the lack of information on the degree of commitment
of the herds, the difficulty of access to diagnosis and the lack of some risk of transmission
routes, such as contamination of the reproductive tract. In addition, CAEV has a long
incubation period, high prevalence of asymptomatic infections and false-negative results
by diagnostic techniques as well as the existence of viral latency. In breeding the presence
of CAEV was identified in semen, testes, epididymis, vas deferens and seminal vesicle,
by PCR techniques, RT-PCR and in situ hybridization and was proven transmission
through artificial insemination using semen contaminated. So it aimed to analyze the
effect of Dexamethasone on reproductive parameters and monitoring of the same
functionality in breeding goats affected by CAE to decrease the quantity of monocytes
and macrophages, which are cells targets of CAEV. The results show that Dexamethasone
causes a temporary loss in reproductive parameters, but led to a decrease in the number
of monocytes in the blood as well as reduced the presence of DNA - proviral semen,
showing that dexamethasone might be used to combat infections animals affected by
CAEV.

Keywords: semen, blood count, lentivirus, corticoids, reproductive parameters.
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CONSIDERACOES GERAIS

O crescimento da caprinocultura no Brasil deve-se, principalmente, a sua
importancia socioeconémica, especialmente na regido Nordeste, onde apresenta grande
potencial, pois os caprinos exibem boa adaptacdo ao semiarido. No entanto, para
aumentar a producdo temos que ampliar os conhecimentos sobre nutricdo, sanidade,

reproducdo e melhoramento genético para esta espécie.

Ha anos tem-se a preocupacao de melhorar a qualidade e aumentar a producgéo dos
rebanhos de pequenos ruminantes, sendo assim, em 1978, houve grandes importacGes de
caprinos para o Brasil, procedentes de varios paises da Europa como a Francga, Suica,
Alemanha, Holanda e Inglaterra; da América do Norte, dos Estados Unidos e Canada,
com a finalidade de introduzir material genético novo, visando melhorar o padrdo
genético destes e por consequéncia a producdo dos rebanhos nacionais. Nessas
importacdes, realizadas sem a devida supervisédo sanitéria, houve também a introducéo de

doengas no cendrio nacional, sendo uma delas, a Artrite-Encefalite Caprina (CAE).

Atualmente, a CAE esta disseminada por todo territorio nacional, levando a perdas
genéticas e produtivas, uma vez que esta enfermidade pode ser transmitida por fomites
contaminados, manejo inadequado, pela ingestdo de colostro e leite contaminado, pelo
contato entre os animais com saliva, secrecdes respiratorias e urogenitais e através de
inseminacao artificial (1A), ja que o virus da Artrite-encefalite caprina (CAEV) também
foi encontrado no sémen e no 6rgédo sexual de reprodutores. A transmissdo do CAEV de
reprodutor infectado para fémeas, através da IA, pode ocasionar a disseminacgdo rapida
do virus no rebanho.

Como a doenca € incuravel recomendava-se que os animais doentes fossem
sacrificados, a fim de evitar a contaminacdo do rebanho, com isso houve perdas de
reprodutores e matrizes de alto valor genético. A CAE é uma doenca viral de evolucao
lenta, podendo manifestar sintomas com severidade variada, e ainda permanecerem
assintomaticos por um longo periodo.

O CAEV tem como principais células-alvo os mondcitos presentes no sangue e 0s
macrofagos do sistema nervoso, articulagdes, aparelho respiratério e glandula maméria,
sendo seus principais sintomas a artrite progressiva, mastite, pneumonias em animais
adultos, e problemas neurolégicos como leucoencefalomielite em animais jovens, além

de emagrecimento progressivo em animais adultos.
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Um fator de agrave para a presenca do CAEV, no sémen é a injuria testicular,
provavelmente devido ao maior fluxo de mondcitos e macréfagos para o 6rgédo
reprodutor, resultando em aumento da carga viral, no sémen.

Além disso, varios autores observaram que a presenca do CAEV, no sémen é
intermitente, concluindo que possa ser sazonal, ligada ao aumento da atividade sexual e
ao estresse durante a estacéo reprodutiva.

No entanto, apesar de estarem num ambiente infectado, os gametas, masculino e
feminino parecem estar livres do CAEV. A fim de diminuir a carga viral, algumas
técnicas que utilizam métodos fisicos para separacdo dos espermatozoides do fluido
seminal, como o Swim-up, que desenvolvido visando a eliminacdo dos patdgenos e
utilizacdo em biotecnologias da reproducéo.

Todavia, foi relatado ainda que, mesmo sendo realizada a lavagem do sémen
caprino com o propésito de diminuir a carga viral, ndo foi possivel eliminar, totalmente,
o lentivirus caprino do sémen.

Estudos mostram que os glicocorticoides apresentam potente efeito anti-
inflamatdrio e imunossupressor, sendo que os glicocorticoides sintéticos possuem essa
mesma atividade, porém ampliada. Os glicocorticoides sdo capazes de bloquear desde as
manifestacdes mais precoces do processo inflamatério como dor, calor e rubor, até as
mais tardias, como a reparacao e proliferacdo tecidual.

Como o CAEYV infecta os mondcitos e macrofagos, que também séo sensiveis aos
efeitos inibitérios dos glicocorticoides, interferindo na sua habilidade de fagocitar e
eliminar organismos invasores, torna-se plausivel optar por corticoides de acdo mais
rapida e por via intravenosa, como fosfato sddico de Dexametasona, visando diminuir a
carga viral. A imunidade celular, também é afetada pelo fato dos glicocorticoides
interferirem na apresentacdo dos antigenos aos receptores de membrana dos mondcitos
fagocitarios.

Em altas doses, a corticoterapia ¢ capaz de reduzir de forma moderada as
concentragOes séricas de imunoglobulinas, apontando um efeito, também sobre os
linfocitos B. A monocitopenia observada leva a alteragdes significativas nas fungdes de
mondcitos-macrofagos, diminuindo, assim, a resisténcia do hospedeiro a infec¢do. Os
glicocorticoides, também reduzem a funcéo de apresentacdo de antigenos destas células,
além de reduzirem outras funcdes especificas, tais como a inflamacdo. No entanto, a
natureza exata da acdo dos glicocorticoides em animais domesticos ndo esta totalmente

elucidada.
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Para verificar a presenca do DNA pro-viral do CAEV nas partidas seminais

utilizou-se o teste de PCR Nested.
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INTRODUCAO

A atividade pecuéria estd fundamentada na exploracdo animal, que deve seguir
bons parametros sanitarios e promover adequada qualidade de vida para os animais de
producdo. Assim, os animais devem estar livres de doencgas, em bom estado nutricional,
em condicdo de bem-estar e respeito ao meio ambiente, promovendo assim uma alta

produtividade.

Para que esses conceitos sejam colocados em prética € necessario que exista um
conhecimento sobre as doengas que possam vir a acometer a caprinocultura. No caso
especifico os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) que inclui a Artrite Encefalite
Caprina (CAE) é uma das enfermidades da espécie que mais causa prejuizos a
caprinocultura que esta difundida mundialmente (NASCIMENTO, 2014).

O agente etiologico da CAE é o Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV), um
virus RNA que pertence ao género Lentivirus, Familia Retroviridae, Subfamilia
Orthoretrovirinae (ICTV, 2015).

Estda comprovada a presenca do CAEV no sémen, tanto na forma livre (RNA
viral), como na forma de DNA prd-viral integrado as células ndo espermaéticas, tornando
possivel a transmissdo via sexual, como a inseminacgdo artificial (SOUZA et al., 2014).
Assim é importante que se encontre maneiras vidveis de neutralizar a doenga ou
minimizar seus efeitos, pois onde ocorre a transmissdo via sexual hd uma maior
disseminacdo da doenca, pois através da inseminacao artificial o namero de fémeas que

podem receber este material contaminado é expressivamente maior.

Com base nessa realidade tem-se trabalhado com métodos que busquem inativar
0 virus, no sémen para que, além de ndo ocorrer a perda do material genético, ndo ocorra
a disseminacdo da doenca. Tratamentos veem sendo testados e aperfeigoados para que
matrizes e crias ndo sejam contaminadas e possa se manter um rebanho livre da doenga
(AVILA, 2013). Assim o material de reprodutores positivos, mas de excelente genética,
podera ser crio preservado para futuras inseminacdes, reduzindo os ricos de transmiss@o

e de perdas econémicas geradas pela doenca.
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1. LENTIVIRUS DE PEQUENOS RUMINANTES (LVPR)

1.1 CLASSIFICACAO

Os Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) sdo retrovirus ndo oncogénicos,
caracterizados pelo longo periodo de laténcia, e podem se disseminar no organismo sem
qualquer sinal clinico por meses ou anos (STRAUB, 2004), provocando enfermidades de
curso progressivo, denominadas de artrite-encefalite caprina (CAE), (ADAMS E
CRAWFORD, 1980) e o0 Maedi-Visna (MV) ou pneumonia progressiva ovina (SOUZA,
2007). Ocorre reacdo cruzada entre 0 CAEV e o Virus da Maedi-Visha (MVV), formando
assim, um grupo heterogéneo e ndo mais como virus estritamente relacionados as espécies
(ADAMS E CRAWFORD, 1980; NASCIMENTO et al., 2014).

Primeiro isolamento de Lentivirus em pequenos ruminantes foi feito por
Sigurdson (1954) em ovinos, quando o mesmo consagrou o termo “virus lentos”, pelo
fato de causarem uma infeccdo cronica de evolucdo lenta, persistente, progressiva e
degenerativa (NASCIMENTO et al, 2014). A CAE foi descrita na década de 70 nos
Estados Unidos (EUA) por CORK et al., (1974) mas a primeira vez que o virus foi isolado
em caprinos foi em 1980 por Crawford et al.

Em relacdo a estrutura, os lentivirus sdo pleomdrficos, esferdides, envelopados,
com 80-100nm de didmetro possuindo pequenas projecoes do envelope dispersas em toda
superficie (CLEMENTS; PAYNE, 1994). Seu genoma é composto de duas moléculas
idénticas de RNA, lineares, de cadeia simples, ndo complementares e de polaridade
positiva. O RNA gendmico, através da transcriptase reversa, dara origem ao genoma da
celula hospedeira, sendo entdo denominado de provirus (NARAYAN, 1982).

No genoma do lentivirus estdo presentes genes estruturais, gag (antigenos
especificos de grupo), pol (polimerase) e env (envoltdrio); genes que regulam a expressdo
do genoma viral (tat, rev e vif). Essa Ultima, proteina VIF (fator de infectividade viral)
tem a funcdo de facilitar a infectividade e a difusdo do mesmo, particularmente, em
linfdcitos primarios e macrofagos (CLEMENTS; PAYNE, 1994).

No CAEV o envelope fosfolipidico na parte externa constituido pelos produtos
do gene env, esta associado covalentemente com as glicoproteinas transmembranarias
(TM) e de superficie (SU) e atuam na penetracdo do virus na célula. Outra estrutura
presente na particula viral é a matriz, situada entre o capsideo e o envelope (PEPIN et al.,

1998), a parte interna é constituida pelos produtos dos genes gag, e do gene pol, as
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proteinas com funcbes enzimaticas: protease (PR), transcriptase reversa (TR), integrase
(IN) e dUTPase, e pelo RNA genémico (GONDA, 1994; JOAG et al., 1996).

Demonstradas na Figura O1.

Envelope

[Trdnsmcmbr&nicu epds ]

Glicoproteina de
superficie — gp135

l Transcriptase Reversa ]

I Nucleoproteina I

I("upsidco —p28 ]

100 nm

Figura 1: Estrutura do CAEV.
Fonte:(PINHEIRO (2001) apud COFFIN, 1996).

Os carboidratos da superficie conferem as principais propriedades bioldgicas dos
lentivirus. O &cido sialico acarreta um marcante grau de resisténcia a degradacgdo do virus
pelas enzimas proteoliticas e a neutralizacdo do agente por anticorpos, contribuindo,
assim, para o aumento da resisténcia do microorganismo frente as enzimas do trato
digestivo, a resposta humoral e as lavagens como a swim up descritas por Avila et al.
(2013) o que facilita a sua entrada no hospedeiro e a persisténcia da infeccdo (HUSO et
al.,1988).

O elevado nivel de heterogenicidade do nucleotideo e da sequéncia de
aminoacidos dos lentivirus determinam sua antigenicidade, crescimento e viruléncia,
assim como a sua persisténcia e capacidade de debelar o sistema imunoldgico (FEITOSA
et al., 2011). O Lentivirus Caprino é geneticamente instavel, como previamente
observados (LAAMANEN et al., 2007; FEITOSA et al., 2011).
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A agrecdo do CAEV ao organismo do hospedeiro causa doenca de carater
cronica com longo periodo de laténcia e inclui doengas neurolégicas e imunoldgicas.
(CLEMENTES; PEYNE, 1994). Os virus penetram no organismo dos animais geralmente
por via oral ou respiratdria, caem na circulacao sanguinea e infectam as células do sistema
monocitico-fagocitario que possui uma particular afinidade.

A capacidade de infectar persistentemente os macrofagos, sem causar lise
celular, facilita a disseminag&o do virus no proprio hospedeiro (NARAYAN, 1982). Os
monocitos infectados que ndo expressam o virus chegam ao cérebro, pulmdes,
articulacGes e outros 6rgdos, onde maturam para macréfagos que ativam a expressdo do
gene viral e os virus entdo sao produzidos nestes 6rgdos (CLEMENTES; PEYNE, 1994).
O CAEV é resistente a radiacao ultravioleta e sensivel a solventes lipidicos, formaldeido,
ribonuclease e pH abaixo de 4,2, tendo sua infectividade destruida a 56°C quando
submetido a um tempo minimo de uma hora (HIRSH; ZEE, 2003, SOUZA, 2014).

2. VIRUS DA ARTRITE-ENCEFALITE CAPRINA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Provavelmente a introducdo de caprinos provindos de importacfes de paises da
Europa e América do Norte, no final dos anos 70, tenha contribuido e iniciado a
disseminacédo da doenca. Nessas importacdes os animais foram inseridos no rebanho para
melhorar a qualidade do produto, fazendo com que ocorresse uma disseminagao em todo
plantel (MOOJEN et al., 1986).

A ocorréncia no Brasil de soropositividade para LVPR foi relatada pela primeira
vez no Rio Grande do Sul (RS), em caprinos. Moojen et al., (1986), em propriedades com
historico de importagdo de animais, de onde ocorreu o primeiro isolamento viral
(HOTZEL et al., 1993). Nesta mesma década, a CAE foi diagnosticada na Bahia, em
caprinos importados do Canada (FITTERMAN, 1988). Entretanto, o virus ja circulava
no pais ha algum tempo antes do primeiro relato, j& que amostras de soro de caprinos
colhidas entre 1982 e 1988, no Rio de Janeiro e testadas anos mais tarde, apresentaram
resultados positivos (CUNHA et al., 1995).

Estudos soroepidemiologicos tém demonstrado a ocorréncia dos LVPR em varios
estados brasileiros, no rebanho caprino (MELO E FRANKE, 1997; PINHEIRO et al.,
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2001; ALMEIDA, 2003; MOREIRA et al., 2007; BANDEIRA et al., 2008; MARTINEZ
etal., 2011; LIMA, 2012; SAMPAIO et al., 2012). O principal fator a contribuir para a
presenca desses patdgenos é sem duvida a falta de controle sanitario na introducéo de
animais (SARAIVA NETO et al., 1995; PISONI et al., 2005; SILVA et al., 2005).

Os primeiros estudos realizados no Ceara que constataram a presenca do virus em
rebanhos locais foram realizados na década de 80 por Pinheiro et al. (1989), no municipio
de Sobral, onde verificou-se a presenca do virus em rebanhos da raca Pardo Alpina e

Saanen.

2.2 TRANSMISSAO

A principal fonte de transmissdo sdo os caprinos infectados, seus fluidos e
materiais que foram expostos a eles sem a devida desinfec¢do. Recomenda-se que 0s
animais doentes sejam isolados e que os materiais utilizados nestes sejam descartados ou

adequadamente desinfetados.

A transmissdo ocorre por meio de secrecdes ou excre¢des ricas em células do
sistema monocitico-fagocitario, principalmente macréfagos (FEITOSA, 2007). Visto que
o CAEV encontra-se associado a macrofagos e mondcitos e como estas células estdo
presentes em varios compostos biol6gicos, como sémen, sangue, colostro, saliva, entre
outros (ANDRIOLI, 2001).

2.2.1 FATORES QUE AFETAM A TRANSMISSAO DO CAEV

Fatores como estresse, infeccdes oportunistas, bacterianas ou virais aumentam a
manifestacdo da infec¢do. Ja outros como, idade, sexo, raga, ndo interferem na
susceptibilidade ao CAEV (ANDRIOLI, 2001).

O uso da inseminacdes artificiais (IA) sem o teste adequado serve como porta de
entrada para um risco real de contaminacdo em massa, visto que, o sémen de um

reprodutor pode inseminar varias fémeas de uma s6 vez (SOUZA et al., 2014).
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2.2.2 TRANSMISSAO VERTICAL E TRANSMISSAO HORIZONTAL

Transmissdo vertical é a que ocorre através da ingestdo de colostro e leite contendo
macrofagos infectados (ZINK; JOHNSON, 1994) e pode ocorrer também pela via
transplacentaria ou no utero, segundo Blacklaws et al., (2004), pois o virus esta presente
em células do oviduto e no ovario, nas células do cimulos oophorus, em células do cortex
ovariano e em foliculos pré-antrais (FIENI et al., 2003; ALI AL AHAMAD et al., 2005;
SILVA, 2006). E possivel, também haver a contaminag&o no momento do parto por via
fluido intrauterino (ANDRIOLI, 2001).

A transmissao horizontal ocorre pela inalacdo de liquidos respiratérios contendo
os virus ou células infectadas, pode ocorrer de forma indireta, através de agulhas
infectadas ou outros materiais perfuro cortantes, atravées de tatuadores contaminados com
sangue de animal infectado (LARA et al., 2003), ordenhadeira mecanica (ADAMS et al.,
1983), e pode ocorrer de forma direta, tendo a digestiva como fonte principal como
descrita anteriormente, contato direto e prolongado de animais contaminados com sadios,
sendo um importante fator na transmissdo do virus (BLACKLAWS et al., 2004), e a
transmissdo sexual como uma potente fonte de infec¢des, seja pela por monta natural ou
pela inseminacéo artificial, (SOUZA et al., 2014).

2.2.3 TRANSMISSAO POR VIA SEXUAL

Logo ap0s a descricdo dos primeiros casos de infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) no homem, foi levantada a hip6tese da transmissdo do
mesmo pelo sémen (GUPTA et al., 2000). No homem, o sémen de individuos
soropositivos para HIV representa a principal via de transmissdo da doenga (LE
TORTOREC E DEJUCQ-RAINSFORD, 2007).

Dentre as enfermidades que podem ser transmitidas por via sexual encontram-se
a epididimite ovina e a Maedi Visna (MVV) no sémen de ovinos, e que esta, tinha maior
significancia em reprodutores co-infectados com Brucella ovis (DE LA CONCHA-

BERMEJILLO et al., 1996), no caso do virus da imunodeficiéncia felina, lentivirus que
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infecta felinos domesticos e selvagens, sendo relatada sua detec¢do em células néo-
espermaticas do sémen (JORDAN et al., 1995).

A transmissdo sexual foi sugerida como uma potencial forma de infec¢éo, pois a
mesma havia sido detectada na presenca do DNA pro-viral do sémen, de animais natural
e experimentalmente infectados, fazendo com que a monta natural e a inseminagéo
artificial representarem um risco para a transmissao do virus (ANDRIOLI et al., 1999;
TRAVASSOS et al., 1999; PAULA et al., 2009). No entanto, ainda ndo existem relatos

que essa transmissao seja possivel da fémea para 0 macho.

Peterson et al. (2008) observaram a presenca do DNA pro-viral na fracdo
composta de agregados e partes de espermatozoides no sémen de animais infectados,
separado pelo gradiente de Percoll, eles relataram ainda que pequenos ruminantes
possuem eliminacdo intermitente de DNA pro-viral de Lentivirus em ejaculado,
juntamente com debris citoplasmaticos, macrofagos e células originarias de 6rgaos
sexuais e também demonstraram que uma Unica amostra de sémen PCR-negativa nédo
pode ser usada como uma ferramenta diagnéstica para predizer que subsequentes

ejaculados também estardo livres do Lentivirus.

Andrioli et al. (2006) ressaltam que possiveis danos testiculares podem ocasionar

um aumento na eliminagdo do DNA pro-viral do CAEV no sémen.

Em 2014, Souza e colaboradores comprovaram a transmissdo do CAEV através
da inseminacdo artificial, utilizando sémen contaminado pelo CAEV-Cork, em 100% das
cabras inseminadas, sendo comprovado pelo teste Western Blot (WB) aos 60 dias apds as
inseminagdes. Ali Al Ahmad et al. (2007) e Oliveira et al. (2007) demonstraram que ha

presenca do RNA genémico no sémen de caprinos infectados.

2.3 SINAIS CLINICOS

A CAE acomete animais de todas as faixas etarias, de ambos 0s sexos e de
diferentes racas. E uma doenga cronica com evolugéo lenta e agravamento progressivo
das lesdes (LARA, 2003).
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Os principais sintomas da CAE, em animais adultos sdo: artrite progressiva
cronica caracterizada pelo aumento de volume nas articulagbes (Figura 2); o
emagrecimento progressivo, mesmo quando o animal mantém a ingestdo de alimentos
nos niveis normais exigidos para a espécie (Figura 3); pneumonia intersticial e a mastite.
Os animais jovens podem manifestar a sintomatologia nervosa que se caracteriza pela

leucoencefaliomielite.

foto: Joiane Araljo da Porcitincula

Figura 2: Articulagdo cérpica aumentada, de reprodutor soropositivo para 0 CAEV

7

A forma artritica da doenga € o quadro clinico mais frequente da CAE
(CRAWFORD E ADAMS, 1981), sendo que o aumento da consisténcia e tamanho das
articulacGes, sdo observadas, mais comumente, nas articulagdes carpianas e raramente em
outras articulagbes como o jarrete (LARA et al., 2005). Com a evolugdo da doenca,
constata-se claudicacdo intensa, manifestacdo de dor e dificuldade de locomocéo, o
animal pode apresentar manqueira ou ficar em decubito devido a dor (PINHEIRO et al.,
2005).
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foto: Joiane Aradjo da Porcitncula

foto: Joiane Aradjo da Porcitincula

Figura 3: Reprodutor caprino soropositivo para 0 CAEV com emagrecimento cronico.

Em conjunto com a sintomatologia articular e nervosa, os caprinos adultos
infectados podem apresentar inflamacéo grave, progressiva e cronica em muitos 6rgdos e

estruturas, como glandula mamaria, pulmdes, inflamacdes testiculares entre outros.

A forma como o virus se manifesta no trato reprodutivo masculino, ainda ndo esta
totalmente elucidada, mas foi confirmada por Souza (2014) a liberacdo do virus atraves
do ejaculado, estando presente tanto no sémen, na peca intermediaria (RICARTE, 2009),
quanto no plasma seminal. Na maioria das vezes a infeccéo € subclinica e as lesdes podem
ser parcialmente determinadas pela resposta imune do hospedeiro e ndo pelo ataque direto
do virus (HIRSH E ZEE, 2003).

Foi comprovado que animais que sao portadores do virus podem permanecer por
longos periodos sem apresentar nenhuma sintomatologia clinica e manter sua fertilidade
e libido no mesmo nivel de animais normais da mesma raca e idade (ANDRIOLI et al.
2002).

3 SEMEN

O sémen é uma suspensao celular levemente viscoso, formado por gametas
masculinos e secre¢des dos 6rgaos acessorios do trato reprodutivo masculino (HAFEZ;
HAFEZ, 2004). A porcdo fluida desta suspensédo é conhecida como plasma seminal, além

de uma pequena quantidade de fluido testicular.
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O sémen da maioria dos animais domésticos € composto de contribuicdes de
varios 6rgdos acessorios incluindo o epididimo (cabeca, corpo e cauda), glandulas
ampolares (AMP), glandulas vesiculares, glandula prostética e glandulas bulbouretrais
(figura 4). A contribuicdo relativa das glandulas varia ndo apenas entre espécies, mas
também entre individuos dentro de uma espécie e entre ejaculados do mesmo animal
(GARNER, HAFEZ, 1995; HAFEZ, HAFEZ, 2004).

O plasma seminal é uma secrecdo composta proveniente de uma série de fontes,
incluindo os testiculos, os epididimos e as glandulas acessérias do macho, é um fluido
isotbnico e neutro, rico em numerosas substancias, entre elas: frutose, &cido ascorbico,
acido citrico, acido glutdmico, inositol, sodio, potassio, célcio, fosfolipidios,
prostaglandinas, proteinas e serve para proteger e nutrir o espermatozoide. E o
responsavel por proporcionar boas condicdes de manutencdo na motilidade,

sobrevivéncia e transporte dos espermatozoides, no trato genital masculino e feminino.

S~ o .
= )
L

fonte: HAFEZ E HAFEZ, 2004

SEMEN
Figura 4: Orgaos responsaveis pela formagao do plasma seminal.
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O espermatozoide (Figura 5) é formado por uma cabeca achatada com seu ndcleo
e capuchdo acrossdmico, uma cauda, que é o aparelho necessario para a motilidade
celular, a qual é dividida em pega intermediaria e peca principal (AISEN, VENTURINO,
2008).

Séo células haploides as quais apresentam apenas um conjunto de cromossomos,
diferentes entre si, altamente especializadas, desenvolvem sua habilidade inicial de
fertilizar os odcitos durante seu transporte ao longo do epididimo, sua formacéo ocorre
no interior dos tdbulos seminiferos, onde contém uma série complexa de células
germinativas, que posteriormente se transformaram em células altamente especializadas,
os gametas masculinos (GLARNER; HAFEZ, 2004). Sua principal funcéo é transportar
até o odcito as informacdes genéticas de sua espécie (HAFEZ, HAFEZ, 2004; AISEN,
VENTURINO, 2008). Sua capacidade fertilizante € condicionada a passagem pela
capacitacdo antes que possam penetrar no 6vulo (HAFEZ, HAFEZ, 2004).

ACrossomo
Cabeca

Peca intermediarnia

Cauda

Fonte: AISEN E VENTURINO (2008)

Peca princpal

Figura 5: Representacdo da célula espermatica dividida em partes.

As avaliagdes seminais comumente utilizadas em laboratdrios de analise seminal
sdo: volume seminal, aspecto, concentracdo espermética, motilidade individual

progressiva (MIP), vigor e morfologia espermatica.
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3.1 AVALIACAO MACROSCOPICA

A cor e odor do sémen de caprinos € bem caracteristica. O volume € expresso em
mililitros (mL) e é bastante suscetivel as variac@es, dependendo do método de colheita,
da espécie animal, do regime de servigos anterior a colheita, tempo de excitagdo, entre
outros. As caracteristicas do sémen caprino variam e podem apresentar-se: volume de 0,5
a 1,5 (0,8); cor amarela; aspecto, leitoso ou cremoso; o total de espermatozoides por
ejaculado (bilhdes) de 1 a 7,5 (2); pH, 6 a 7; motilidade, 80%; vigor (0 a 5), 3;
espermatozoides normais, 80 a 90; viaveis (pds vital), 80 (MAIA et al., 2010). Ainda
sobre, Mies Filho (1987), afirma que o sémen dos animais pode apresentar-se com aspecto
aquoso, turvo, leitoso - espesso ou cremoso, com variacdes desde 0 cremoso espesso ao

cremoso fino.

3.2 AVALIACAO MICROSCOPICA

A concentracao espermaética é determinada por espectrofotdmetria, microscopio
ou por contagem em camara de Newbawer. A concentracdo espermatica que € o numero

de células espermaticas por unidade de volume é expressa em espermatozoides /mL.

De acordo com Mies Filho (1987), a concentracdo de espermatozoides por
centimetro cubico na espécie caprina varia de 1.000.000 a 5.000.000 sptz/mL, sendo a
média 3.000.000. J& Hafez; Hafez, (2004) apresentaram a concentragcdo variando de
2.000.000 a 6.000.000 sptz/mL.

Segundo Mies Filho (1987), a motilidade é uma das principais caracteristicas que
devem ser levada em conta no exame do sémen, para avaliacdo de sua capacidade
fecundante. Os movimentos dos espermatozoides ndo obedecem a um padréo Unico: ha
elementos que se deslocam para frente, em linha reta (movimento progressivo), outros
que descrevem uma circunferéncia (movimento circular) e outros, ainda, se limitam a
oscilar no campo microscopico (movimento oscilatorio ou local). Quando a porcentagem

desses espermatozoides mdveis ndo representar a proporcdo de espermatozoides com
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motilidade progressiva, os valores de motilidade deveréo ser expressos separadamente

como motilidade total e progressiva individual (CBRA, 2013).

O vigor é a caracteristica que representa a forca do movimento que acaba
influenciando a velocidade com que 0s espermatozoides se movimentam. Esta é
classificada em escala de 0 a 5, onde 0 € a auséncia de movimento progressivo com 0
deslocamento lateral de cauda fraco e inexpressivo e 5 resulta em movimento vigoroso e
veloz dos espermatozoides, geralmente progressivo (CBRA, 2013). A tabela 1 demonstra

a correlacdo destas informac6es quanto a cor e consisténcia do sémen caprino.

Tabela 1: Concentracdo do sémen caprino correlacionado por sua cor e consisténcia.

Valor Cor/ consisténcia Concentracdo espermatica ( 10%/mL)

Média Variagao

0 Aquoso Insignificante

1 Turvo 0,7 0,3-1,0

2 Leitoso 2,0 1,0-2,5

3 Cremoso fino 3,0 2,3-35

4 Cremoso 4,0 3,5-4,5

5 Cremoso espesso 5,0 4,5-6,0

Fonte: CBRA, adaptado de Evans e Maxwell (1990)

O movimento em massa microscopico ou turbilhonamento de espermatozoides no
plasma seminal, assemelha-se a ondas do mar e pode receber notas que variam de 0 (sem
movimentos) a 5 (movimentos muito fortes). Para ser considerado bom deve ser
classificado com nota minima de 3 (GONZALES, et al. 2002). Para fazer a avaliacdo do
turbilhonamento, deve-se colocar uma gota de sémen puro (sem diluir) em uma lamina
limpa e aquecida a 37°C (BETINI, et al. 1998). Observam-se as ondas caracteristicas,
sem laminula (40 ou 100 X), no bordo da gota (AISEN, 2008).

A Motilidade Individual progressiva (MIP), que se assemelha ao movimento em
flecha de cada espermatozoide (GONCALVES, et al. 2001). Para a determinacao da MIP
coloca-se uma gota de diluente isoténico e uma pequena gota de sémen fresco em uma
lamina a 37°C (AISEN, 2008).
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O vigor a0 mesmo tempo em que determina a porcentagem de motilidade
espermatica pode-se aferir o tipo de movimento ou vigor (AISEN, 2008). O mesmo é

classificado numa escala de 0 a 5 pontos (tabela 2).

Tabela 2. Escala de vigor espermatico.

Valor Caracteristicas
0 Espermatozoides imdveis ou mortos
1 Espermatozoides sem movimento

progressivo, girando sobre si mesmo.
2 Espermatozoides com movimento
anormal ou eventual progressivo
3 Espermatozoides com movimento
progressivo lento e sinuoso
4 Espermatozoides com movimento
progressivo muito rapido
5 Espermatozoides com movimentos

progressivo e enérgico

Fonte: CBRA adaptado de AISEN (2008).

Valores mais elevados indicam sémen de melhor qualidade (BETINI, et al. 1998).

O indice de sobrevivéncia, segundo Betini, et al. (1998), é outro critério que faz
parte da analise do sémen, determinado em microscéopio éptico de contraste de fase em
40X, apartir de esfregaco feito com mistura de uma gota de eosina vermelha a 3 %, uma
gota de nigrosina a 5% e uma gota de sémen; homogeneizar a mistura por 30 segundos;
colocar uma gota dessa mistura na lamina, e preparar um esfregago que apos a secagem
sera levado no microscépio em 40X. Para determinar o valor desses indices, deve-se
contar 100 espermatozoides entre corados e ndo corados, onde os brancos serdo 0s
sobreviventes, dividir as células brancas pelo total e multiplica-las por 100,

correspondente a prova de contagem de vivos e mortos expresso em porcentagem (%).
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3.3 LEUCOCITOS NO SEMEN

Em humanos, a World Health Organization — WHO (Organizagdo Mundial de
Satde - OMS) (2010) recomenda um valor menor ou igual & 1 x 10° como valor aceitavel

da presenca de leucocitos por mL, no ejaculado de humanos.

Em caprinos, os fatores que interferem na presenga dos Lentivirus Caprinos
(LVC) no sémen sdo pouco conhecidos, a exemplo o CAEV, porém como os lentivirus
infectam mondcitos e macrofagos (NASH et al., 1995), sendo que a presenca de
inflamacGes ou infeccBes no érgdo reprodutor poderia aumentar o maior fluxo destas
celulas inflamatdrias, resultando em aumento da carga viral no sémen (ANDRIOLI,
2006).

Os macrdéfagos sdo células derivadas dos mondcitos sanguineos, que por sua vez
sdo derivado de células do sistema hematopoiético da medula 6ssea (FELDMAN et al.,
2000) e assim como os macrofagos sdo células do sistema reticulo endotelial por
apresentarem caracteristica fagociticas (TIZARD, 1998; FELDMAN et al., 2000; KERR,
2003).

Os mondcitos sdo as maiores células dentre os leucocitos circulantes
(KERR,2003; GORDON, 2007). Séo caracterizados por apresentarem nucleo alongado e
com contornos irregulares (figura 7) (TIZARD, 1998; KERR, 2003; FILDMAN et al.,
2000). As caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas e metabolicas sdo dependentes da
maturidade dos monacitos, local de origem, condigdes ambientais e grau de estimulagao.
Ja os macrofagos geralmente sdo ovais, possuem nucleo alongado ou arredondado e
nucléolo proeminente (TIZARD, 1998).
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Figura 6: Mondcito presente no sémen de caprinos soropositivos para CAE, corado com liquido
Thomas.

Os mondcitos e macrofagos apresentam receptores para glicocorticoides e
horménios como a insulina, glucagon e tirotropin. Estes receptores podem ser alterados
por procedimentos in vitro, por doenca ou por terapia (FELDMAN et al., 2000;
GORDON, 2007).

Os mondcitos sdo 0s responsaveis pela eliminacdo de microorganismos
intracelulares (KERR, 2003; FELDMAN et al, 2000), frente a doencas causadas por virus,
levam a producdo de interferon pelas células do sistema mononuclear fagocitico e sdo
também responsaveis pela degradacdo do complexo antigeno -anticorpo (FELDMAN et
al., 2000; PENG et al., 2007)

Segundo Andrioli et al., (2006), ja houve a deteccdo da presenca do lentivirus
ovino no sémen de carneiros, infectados por Brucella ovis, onde a presenca de leucécitos
foi constatada nos ejaculados de todos os animais. Sanches (2008) verificou que a CAE
interfere na imunidade inata dos animais, uma vez que houve um aumento da intensidade
de fagocitose dos macrofagos e aumento no nimero de mondcitos realizando a fagocitose

quando o animal estava com Linfadenite Caseosa.
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Andrioli et al., (2006), afirma que as lavagens seminais e o dano testiculares séo
fatores que influenciam significativamente a presenca do LVC, no sémen. Através do
auxilio de exames de sangue pode-se constatar a infec¢do local causada pelo dano
testicular, podendo ser observado que houve pequeno aumento do nimero de leucdcitos,
principalmente neutrofilos, o que indica um processo inflamatorio, caracteristico de

infeccéo local.

4. GLICOCORTICOIDES

Estudos mostram que o0s glicocorticoides apresentam potente efeito anti-
inflamatdrio e imunossupressor, sendo que os glicocorticoides sintéticos possuem essa
mesma atividade ampliada. Os glicocorticoides sdo capazes de bloquear desde as
manifestacdes mais precoces do processo inflamatério como dor, calor e rubor, até as

mais tardias, como a reparacdo e proliferagéo tecidual (SPINOSA et al., 2011).

Como o CAEV infecta os mondcitos e macrdfagos, que também sdo sensiveis aos
efeitos inibitorios dos glicocorticoides interferindo na sua habilidade de fagocitar e
eliminar organismos invasores. E possivel optar por corticoides de a¢&o mais rapida e por
via intravenosa, como fosfato sodico de Dexametasona. A imunidade celular também é
afetada pelo fato de os glicocorticoides interferirem na apresentacdo dos antigenos aos

receptores de membrana dos mondcitos fagocitarios (SPINOSA et al., 2011).

Estes mesmos autores relatam que em altas doses, a corticoterapia é capaz de
reduzir de forma moderada as concentracGes séricas de imunoglobulinas, apontando para
um efeito também sobre os linfécitos B. A monocitopenia observada leva a alteracfes
significativas nas fungdes de monocitos-macrofagos, com supressdo da atividade
bactericida destas células fagociticas e diminuindo, assim, a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo. Os glicocorticoides também reduzem a funcdo de apresentacdo de antigenos
destas células, alem de reduzirem outras fungdes especificas, tais como a inflamacéo. No
entanto, a natureza exata da acdo dos glicocorticoides em animais domésticos ndo esta

totalmente elucidada.

A Dexametasona € um farmaco sintético inserido no grupo dos glicocorticoides e
possui, inUmeras atividades, sendo um potente anti-inflamatorio esferoidal de longa acgéo.

Possui também efeito imunossupressor, apesar de apresentar beneficios, este farmaco
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causa efeitos colaterais, caso seja administrado por longos periodos. Ja em periodos
menores esse efeito € minimizado, haja visto que a Dexametasona, por efeito da
retroalimentacdo negativa, chega ao hipotalamo e a adeno-hipofise e inibe a produgédo de
Horménio Liberador de Corticotrofina (CTRH) e do Horménio Adrenocorticotrofico
(ACTH).

Ha controvérsias em relacdo a atrofia da regido cortical da adrenal em pacientes
submetidos a terapéutica curta com Dexametasona, por 3 a 7 dias, em casos agudos, bem
como a recomendacdo da retirada gradual ou abrupta da droga nesse programa (ROSA
2013)

Segundo Horn et al., (1999), a Dexametasona causou uma degeneracao testicular
leve em touros, com alteragBes de todas as caracteristicas mensuradas no sémen dos
animais tratados, comprometendo a espermatogénese e o tempo de recuperacdo por um
periodo de 58 dias. Por outro lado, a observacdo de alguns defeitos espermaticos, em
momentos distintos, indicam peculiaridades na espermatogénese, que devem ser melhor
investigadas atraves de estudos que identifiquem a origem e local de reabsor¢do/selecéo
destes defeitos ao longo do epitélio seminifero e dutos excretores.

Existe ainda uma caréncia de informacgdes sobre seus efeitos na reproducéo,
principalmente relacionadas a machos, justificando a necessidade de desenvolvimento de
pesquisas principalmente no aspecto da morfo-funcionalidade testicular (ROSA, 2013).

5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico precoce da doenca € de extrema importancia, pois os sinais clinicos
podem demorar meses ou até anos para se manifestar, como pode ocorrer do animal ficar
no rebanho até sua morte sem nenhuma sintomatologia clinica visivel, ou ser confundida
com outras doengas. Desta forma, torna-se imprescindivel o uso de diagnostico
laboratorial (ABREU et al., 1998).

Segundo Pinheiro et al. (2001), o diagndstico laboratorial pode ser realizado por
exames indiretos que se baseiam na deteccdo da presenca de anticorpos por técnicas
imunosorologicas, além de exames diretos pela deteccdo do virus em sua forma livre

(RNA) ou sua forma integrada a célula hospedeira (DNA pro-viral).
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Dentre os testes mais confiaveis esta a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) que
baseia-se na deteccdo de anticorpos contra o antigeno viral. Essa deteccdo ocorre através
da difusdo do anticorpo presente no soro do animal, em um meio semi-sélido (&4gar-gel),
com a formacdo de uma linha de precipitacdo visivel a olho nu, que ocorre quando o
anticorpo encontra com o antigeno formando com este um complexo insoluvel especifico
(MOTTA, 2007). A desvantagem desse teste é que ele necessita de um nivel determinado
de anticorpos, de forma que se 0 mesmo estiver abaixo do detectavel o animal apresentara
resultado falso negativo ao teste (ANDRIOLI et al., 2006).

No Brasil, o Plano Nacional de Vigilancia e Controle de Lentiviroses de Pequenos
Ruminantes (PNVCLVPR), que integra o Programa Nacional de Sanidade dos Caprinos
e Ovinos (PNSCO) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2004), preconiza o uso da imunodifusdo em gel de agar (IDGA) como teste
diagnostico para LVPR.

Outro teste é o Western Blot (WB) que segundo Souza (2014), baseia-se na
deteccdo de pequenas quantidades de proteinas imobilizadas numa membrana de
nitrocelulose pela reacdo com anticorpo especificos para o antigeno. De acordo com
Pinheiro (2001), esse teste apresenta como vantagem a menor ocorréncia de reacfes
inespecificas, o que reduz o aparecimento de resultados falso positivos, além de poder ser
aplicado em amostras de soro sanguineo ou outras secre¢des que possuam 0s anticorpos
especificos. De acordo com Pinheiro et al. (2010), o WB é mais sensivel que o IDGA na
deteccdo de anticorpos contra o CAEV.

5.1 WESTERN BLOT

O Western blot (WB) também conhecido como protein blotting ou immuno
blotting, € um poderoso e importante método em biologia molecular utilizado para
imunodeteccdo de proteinas ap0s a separacdo destas por eletroforese em gel e
transferéncia para membrana adsorvente (KURIEN E SCOFIELD, 2006).

Esta técnica permite detectar, caracterizar e quantificar mdltiplas proteinas,
principalmente aquelas que estdo em baixas quantidades em determinada amostra
(KURIEN E SCOLFIELD, 2006). WB evoluiu da técnica de DNA (Southern) blotting e
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RNA (NORTHERN) blotting. A denominacdo WB ao procedimento modificado
superficialmente a partir da técnica proposta por Towbin e seus colaboradores, e foi dada
a fim de manter a nominagdo geografica tradicional destes métodos, iniciado pelo
Southern blotting (KURIEN E SCOLFIELD, 2006).

A técnica de WB oferece as seguintes vantagens: membranas Umidas sdo
maleaveis e de facil manuseio; as proteinas imobilizadas na membrana sao rapidamente
e uniformemente acessiveis a diferentes ligantes; somente uma pequena quantidade de
reagentes € necessaria para a analise de transferéncia; é possivel fazer maltiplas réplicas
do gel; o armazenamento da amostra transferida pode ser prolongado, antes de ser usada
e a mesma proteina transferida pode ser usada para multiplas analises sucessivas
(KURIEN E SCOFIELD, 2006). Além disso, em estudos relacionados a deteccdo de
anticorpos e proteinas de agentes infecciosos, este método é considerado altamente
sensivel e especifico, sendo 0 método de elei¢do para diagnostico de inimeras doencas
dos animais (COOLEY et al., 2001; TALMI-FRANK et al., 2006). Desde seu inicio,
protein blotting tem evoluido constantemente e agora a comunidade cientifica esta diante

de multiplos caminhos e significados da transferéncia e deteccdo de proteinas.

O protocolo basico de WB pode ser resumido nos seguintes passos: preparacao
das amostras e fracionamento de proteinas, execucao da eletroforese em gel, transferéncia
das proteinas separadas do gel para uma membrana adsorvente, blogueio de ligacGes

inespecificas, adicao de anticorpo especifico e detec¢cdo da reacao.

A identificacdo de anticorpos anti-CAEV através do WB, no soro sanguineo

comprova a sensibilidade do teste em detectar animais positivos ao virus.

No Brasil, utiliza-se principalmente o IDGA, geralmente com antigenos
importados (CUNHA E NASCIMENTO, 1995). Testes mais sensiveis que o IDGA, como
o ELISA e “Western Blot” sdo utilizados em paises europeus que possuem programas de
erradicagdo ou de controle da infecgdo com o estabelecimento de propriedades livres.
Embora apresentem maior sensibilidade, esses testes podem ndo ser definitivos na
eliminacdo de todos os animais infectados. Alguns animais podem apresentar
soroconversao tardia (RIMSTAD et al., 1994), o que permitiria a disseminagdo do virus
no rebanho. Nesses casos, a técnica de PCR poderia ser indicada para a detec¢do do DNA

pro-viral.
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5.2 REACAO DE CADEIA EM POLIMERASE (PCR)

A técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) se baseia na amplificacdo
enzimatica, de um fragmento de DNA especifico pela extensdo de oligonucleotideos
(primers ou iniciadores) que hibridam com as fitas complementares da sequéncia alvo e
apos varios ciclos, o fragmento limitado pelos iniciadores, é multiplicado de forma
exponencial, de forma a serem detectaveis em géis de agarose submetidos a eletroforese
pela coloracdo com brometo de etidio (CARVALHO et al., 2010).

Atécnica é uma opcdo para verificar a presenca ou auséncia do CAEV nas partidas
seminais, é a associacdo dos testes de Nested PCR e RT-Nested PCR que identificam,

respectivamente 0 DNA pré-viral e o virus em sua forma livre, RNA (AVILA et al. 2015).

A PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade para amplificagdo do acido
nucléico viral, o que garante uma maior seguranca para o diagnéstico do CAEV (RIET
CORREA, 2001). A vantagem dessa técnica é que ela é capaz de identificar pequenas
quantidades de DNA viral presentes no material, além de microorganismos em estado de
laténcia ou integrados ao genoma do hospedeiro ou mesmo microorganismos mortos
(ANDRIOLI et al., 2006).

Diversos protocolos tém sido desenvolvidos para o diagnostico das LVPR, sendo
que esses protocolos variam de acordo com o que se objetiva detectar o RNA gendmico
viral pela transcricdo reversa (RT-PCR) ou o DNA pro-viral utilizando diferentes
metodologias (SIDER et al., 2010; ANDRIOLI et al. 2006), sendo que diversos autores
ja utilizaram a técnica da PCR para demonstrar a presenca do CAEV em amostras
teciduais, no sémen e sangue (ANDRIOLI et al., 2006 e PETERSON et al., 2008), além
de fluidos uterinos de cabras infectas pelo virus (ANDRIOLI, 2001).

Ainda Andrioli (2001) relata que a detec¢do do DNA pro-viral do CAEV no sémen
é de grande importancia para os programas de controle da CAE, levando em consideragéo
0 risco que 0s animais correm com a transmissdo através dos reprodutores tanto pela
monta natural quanto pela inseminacdo artificial, j& que esta, do mesmo modo que
apresenta um risco, menor apesar que a monta natural apresenta grande potencial de
disseminagéo, visto que o virus esta presente tanto no sémen lavado criopreservado ou

nao.
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Embora a PCR identifique animais portadores dos lentivirus caprinos antes da
soroconversao ou seja, na infeccdo aguda, tem-se relatado que apds a soroconversao, a
PCR no sangue apresenta-se menos sensivel que outros testes soroldgicos, como o WB.
Dessa forma, existe a recomendacéo de utilizar a associacao dos dois testes em programas

de monitoramento e controle da enfermidade (DE ANDRES et al., 2005; ANDRIOLI et
al., 2006).
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EMPREGO DA DEXAMETASONA EM REPRODUTORES PORTADORES DO
CAEV
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RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo verificar o efeito da Dexametasona, a propoésito de o
efeito do tratamento com reprodutores caprinos, sobre: o hemograma, 0s parametros
reprodutivos e na detec¢do do DNA-proviral do CAEV no sémen. Foram utilizados oito
reprodutores, sendo quatro da raca Saanen e quatro Anglonubianos. Os animais possuiam
bom estado de salde e boa capacidade reprodutiva. Os animais foram infectados
artificialmente com a titulagio de CAEV- Cork de 10>*TCIDso/ml, por via intramuscular,
e foram mantidos em confinamento durante todo o periodo do experimento. Amostras de
sémen foram colhidas antes, durante e apos as aplicagdes de Dexametasona (Cortvet®),
por vagina artificial frente a uma fémea em estro induzido. As amostras de sémen foram
avaliadas quanto aos parametros reprodutivos. O tratamento com a Dexametasona
consistiu na aplicagdo via intramuscular de 6mg/animal, a cada 24hs por trés dias
consecutivos. Amostras de sangue para 0 hemograma foram colhidas imediatamente ap6s
a coleta de sémen, durante e apds o tratamento com o glicocorticoide, ou seja, as 24, 48,
72, 96 e 1440Hs. A presenca do DNA-proviral do CAEV apds os tratamento foi testada
pelas técnicas de PCR-nested. Os resultados demonstram que a Dexametasona causa uma
queda temporaria nos parametros reprodutivos, porém levou a uma diminui¢do do nimero

de mondcitos.

Palavras-chave: sémen, dexametasona, hemograma, CAEV.
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ABSTRACT

The objective of this study to evaluate the effect of Dexamethasone, the purpose of the
treatment effect of goats on: the blood count, reproductive parameters and the detection
of proviral DNA of CAEV in semen. eight players were used, four of the Saanen-four
Anglonubianos race. The animals had good health and good reproductive capacity. The
animals were artificially infected with titration CAEV- Cork 105,3TCID50 / ml,
intramuscularly, and were kept in confinement throughout the experimental period.
Semen samples were collected before, during and after the application Dexamethasone
(Cortvet®) by artificial vagina in front of a female induced heat. Semen samples were
evaluated for reproductive parameters. Dexamethasone treatment consisted of the
application intramuscular dose of 6mg / animal, every 24 hours for three consecutive
days. Blood samples were collected for blood count immediately after semen collection,
during and after treatment with the glucocorticoid, i.e., at 24, 48, 72, 96 and 1440Hs. The
presence of CAEV proviral DNA after the treatment was tested by nested-PCR
techniques. The results show that Dexamethasone cause a temporary drop in the

reproductive parameters, but led to a decrease in the number of monocytes.

Keywords: semen, dexamethasone, blood count, CAEV.
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INTRODUCAO

No Brasil, necessitamos avancar no controle de varias enfermidades que afetam os
pequenos ruminantes, pois além dos problemas de manejo de forma geral, ha limitacdes
de acesso as técnicas de diagnostico, A Artrite-encefalite caprina (CAE) é um dos maiores
problemas sanitarios da caprinocultura leiteira, determinando perdas econdmicas diretas
e indiretas, como: a diminuicdo da producio e da qualidade do leite (MARTINEZ-
NAVALON et al. 2013), diminuicdo da vida Gtil dos animais, aumento do custo de
manejo devido as medidas de controle, perda de genética, restricdes sanitarias no
comércio nacional de animais/germoplasma e desvalorizagdo dos rebanhos (PINHEIRO
et al., 2003).

As fontes de infeccdo dos LVPR séo os caprinos ou ovinos infectados e seus fluidos
organicos (SOUZA, et al., 2014), sendo que a transmissao ocorre tanto na forma vertical
como horizontal. O CAEV apresenta longo periodo de incubacdo, alta ocorréncia de
infeccdo assintomatica e de resultados falso-negativos pelas técnicas de diagnéstico, bem
como da existéncia de laténcia viral. Ainda, ndo existe tratamento e nem vacina para esta
enfermidade e o controle dos lentivirus. Faz-se necessario o emprego de varias medidas

que alteram, oneram e dificultam o manejo dos rebanhos.

A possibilidade da transmissdo do CAEV pela via venérea é critica para o controle
da doenca, pois Paula et al. (2009) constataram que os reprodutores eliminam o virus pelo
sémen, mesmo antes de soro converterem e portanto de serem diagnosticados pelos testes
usuais, revelando o risco da transmisséo pela monta natural e pela inseminacéo artificial.
Assim a ocorréncia desta doenca em reprodutores e matrizes caprinas de alto valor
genético representa um grande problema para os programas de reproducdo e/ou
melhoramento genético, pois levar a perda do patriménio genético, ndo sé pelo animal

em si, mas de todo o seu potencial de descendentes.

A reproducdo assistida em caprinos, como o processamento do sémen seguida da
inseminacdo artificial, potencializa os programas de melhoramento genético nos
rebanhos. No entanto, o sémen contaminado com agentes virais ou bacterianos torna-se
um potente veiculo de disseminacdo destes agentes, uma vez que podem infectar
inimeros rebanhos de uma regido ou mesmo de varios paises em curto espaco de tempo
(VAN RN et al., 2004).
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Uma possivel alternativa seria o tratamento dos animais com glicocorticoides, 0s
quais demonstraram ter acdo reconhecida em todos os tecidos do organismo, no
tratamento de processos inflamatorio, alérgico e imuno-mediados. Possuem origem
enddgena ou sintética, sendo o cortisol o principal horménio de origem enddgena
produzida pelo cértex adrenal (McDONALD, 1992). A maioria dos glicocorticoides de
origem sintética sdo mais potentes do que o cortisol enddgeno e, quando comparados
entre si, a Dexametasona é cerca de 30 vezes mais potente do que a hidrocortisona e
possui acdo mais prolongada (LANGSTON, 1999).

Um dos mecanismos de a¢do anti-inflamatéria dos glicocorticoides € a inibigcdo da
enzima fosfolipase A2 responsavel pela hidrolise dos fosfolipides da membrana
originando acidos graxos como o acido araquiddnico e a cascata, subsequente, de reacdes
que dardo origem aos mediadores da inflamacdo (COHN, 1991; ANDRADE; DE
MARCO, 2006). Assim os glicocorticoides podem causar uma diminuicdo na distribuicao
de mondcitos e macrofagos no testiculo (ROSA, 2013), e consequentemente uma

diminuicdo da carga viral, tendo vista que o0 CAEV infectam essas células.

Os individuos medicados com glicocorticoides, assim como aqueles que
experimentam situacdes estressantes, podem apresentar alteracdes no leucograma
caracterizadas por leucocitose, neutrofilia, linfopenia e eosinopenia, de carater transitorio
(TORNQUIST; RIGAS, 2010). Essa condicdo € denominada leucograma de estresse e a
intensidade e duracdo das alteracdes pode variar conforme a espécie animal (WELLES,
2010).

Animais portadores da CAE apresentam seu estado imunoldgico fragilizado, o que
acarreta em animais de alto valor genético problemas para os caprinocultores, pois a

manutencdo destes animais infectados no rebanho representa sérios problemas sanitarios.
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MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido nos laboratérios da Embrapa Caprinos e Ovinos,
situada em Sobral, Ceara (latitude 3°45'0,5" sul, longitude 40° 20'45,8" oeste, 11 metros
de altitude) e recebeu a aprovacdo da CEUA — Embrapa Caprinos e Ovinos (protocolo
n°11/2015).

Foram selecionados oito reprodutores caprinos, artificialmente infectados com a
cepa padrio CAEV Cork (1mL/animal-10°3TCIDso/mL, via IM), sendo quatro
reprodutores da raga Saanen e quatro Anglonubiano. O preparo do inoculo viral foi
realizado segundo Guedes (1999), em cultura de células de membrana sinovial caprina
(MSC), e o titulo foi calculado segundo Reed e Muench (1938).

Apdbs um més da inoculacdo do virus, a sorologia dos animais foi constatada pelo
teste de Western blot (WB) no sangue, segundo metodologia de Rodrigues et al. (2009),
e no plasma seminal segundo técnica descrita por Peixoto (2014).

O manejo alimentar foi realizado de acordo com a nutricdo pré-estabelecida pelos
técnicos da Embrapa para os reprodutores confinados no Setor de Isolamento Caprino,
sendo que receberam 200g/dia/animal de racdo onde 70% milho, 24% farelo de soja, 4%

calcario e 2% sal mineral, além de capim picado no cocho, sal mineral e 4gua a vontade.

COLETA DE SEMEN E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As coletas de sémen dos reprodutores foram realizadas frente a uma fémea
soropositiva estrogenada com Ciprionato de Estradiol (ECP), em vagina artificial modelo
francés (MIES FILHO, 1962), acoplado a um cone coletor e um tubo pléastico, para cada
animal. Em seguida, levado ao Laboratorio de Tecnologia do Sémen da Embrapa
Caprinos e Ovinos.

Apbs as coletas o sémen era avaliado quanto: volume (mL) , aspecto, Motilidade
Individual Progressiva (0 a 100%), vigor (escala de 0 a 5) e concentracdo espermatica (x
10° mL), segundo normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo animal (CBRA, 2013).
Apos cada coleta era armazenada em eppendorf uma aliquota do sémen puro em para
nPCR, a qual era congelada em freezer - 80.

Também foram feitos esfregacos de sémen de reprodutores em lamina de

microscopia para o exame diferencial de leucocitos, corados por Giensa de acordo com 0



58

método pandtico, adaptados para sémen, e foram classificados como, neutrofilos
segmentados (/pL), linfocitos (/uL) e mondcitos (/uL) (PUGH, 2004).

As coletas de sémen ocorreram antes, durante e apds o tratamento dos
reprodutores com Dexametasona, sendo que o periodo da aplicacdo de corticoterapia as
coletas foram diarias, sempre no periodo da manhd, por cinco dias consecutivos,
iniciando-se no mesmo dia da primeira aplicacdo de Dexametasona, e estendendo-se por
mais dois dias, apds o término do tratamento.

As coletas de sémen foram repetidas, com a mesma metodologia, com 60 e 67

dias apds o inicio do tratamento com Dexametasona.

CORTICOTERAPIA

O tratamento foi realizado em todos os reprodutores e consistiu na aplicacdo de
6émg/dia por via intramuscular de Dexametasona (Cortvet®), durante trés dias
consecutivos (BARTH,1993). As aplicaces ocorreram pela manha, antes do inicio do
manejo, e foram repetidas com 24h e 48h, objetivando produzir uma resposta
imunossupressora das reac@es provocadas pelo CAEV.

Juntamente com a corticoterapia, 0s animais receberam 120mg/dia de
enrofloxacino (Floxiclin®), por via subcutanea, durante sete dias, comegando 24h antes
da primeira aplicacdo da Dexametasona (Tabela 1). Este tratamento foi realizado de forma
preventiva para proteger os reprodutores de qualquer outra infeccdo em decorréncia do

tratamento imunossupressor.

Tabela 1: Cronograma do tratamento com Dexametasona, associado ao Enrofloxacino e

as coletas de sangue e sémen, dos reprodutores portadores do CAEV.

DIAS -1 0 1 2 3 4 5 60 67
HORAS 24 0 24 48 72 96 120 1440 1608
DEXAMETAZONA X X X
ANTIBIOTICO X X X X X X X
COLETAS DE SANGUE X X X X X X
COLETAS DE SEMEN X X X X X X X

* Laboratério UCB
** |laboratério Biofarm
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COLETA DE SANGUE

As coletas de sangue, para a realizagdo de hemogramas, iniciaram-se
concomitante a primeira aplicacdo de Dexametazona e foram realizados, diariamente,
durante cinco dias e repetidos ap6s 60 dias do inicio do tratamento com a droga. As
coletas de sangue foram realizadas sempre apos as coletas de sémen.

O sangue foi obtido por puncdo da veia jugular utilizando-se sistema a vacuo com
tubos de 10 mL, com anticoagulante. As amostras foram centrifugadas a 15009 por 15
minutos, seguidas da separacdo do soro. Estes foram identificados e avaliados de acordo
com os parametros hematoldgicos: contagem de hemécias em cdmaras hematrimétricas
(milhdes/uL),  microhematocrito (%),  hemoglobina  pelo  método  da
cianometahemoglobina (g/dL), Volume Corpuscular Médio - VCM (fL), Hemoglobina
Corpuscular Média - HCM (pg), Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular Média -
CHCM (%), assim como contagem de leucdcitos em camaras hematrimétricas
(milhares/uL) e contagem diferencial de leucdcitos em esfregacos corados por panotico
rapido, classificados como neutréfilos bastonetes (/L), neutréfilos segmentados (/pL),
eosinofilos (/uL), baséfilos (/uL), linfocitos (/L) e mondcitos (/uL) (PUGH, 2004).

REACAO DE CADEIA POLIMERASE (PCR) E NESTED PCR

As aliquotas de sémen foram previamente filtradas em coluna de Sephacryl S-400,
segundo a técnica de Santurde et al. (1996), para retirada das impurezas. Apos a filtragem,
3uL das amostras foram transferidas para um tubo tipo eppendorf® e adicionado de
200uL de solucdo de Chelex 100 a 5%, 2uL de proteinase K (10upg/pL) e 7uL de
dithiothreitol a 1M, sendo entdo incubadas em banho-maria, a 56°C, por 60 minutos.

Logo apos as amostras foram submetidas ao vortex por 10 segundos, seguindo-se
banho de agua fervente por 8 minutos, para inativacdo da proteinase K. Por fim foram
centrifugadas por trés minutos a 13.000xg e acondicionadas em freezer, -20°C, até sua
utilizacdo.

Para a amplificacdo por Nested PCR, do DNA, foram utilizados dois pares de
iniciadores derivados de sequéncias das regides gag da amostra padrdo CAEV-Cork
(SALTARELLI et al, 1990), sendo os iniciadores externos Pl (5'CAAGC
AGCAGGAGGGAGAAGCTG-3', nucleotideos 953 a 975) e P2 (5TCCTACCCCC
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ATAATTTGATCCAC-3', nucleotideos 1249 a 1226), descritos por Barlough et al.
(1994), resultando na amplificacdo de um fragmento de DNA de 297pb. O produto dessa
amplificacdo foi entdo submetido a uma segunda rodada de amplificagio com os
iniciadores internos direcionados para 0 mesmo gene, P3
(5'GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3', nucleotideos 997 al024) e P4
(B'ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC-3, nucleotideos 1181 a 1154),
resultando em um fragmento final de 187pb (RIMSTAD et al., 1993).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador, constituindo-se
de um passo inicial para desnaturar as fitas de DNA, de 94°C por 5 minutos; seguido de
35 ciclos: 94°C - 1 minuto, 56°C - 1 minuto, 72°C - 45 segundos; e extenséo final a 72°C
por 7 minutos; 4°C - até a coleta da amostra.

As amostras amplificadas e os controles positivos e negativos, juntamente com o
marcador de peso molecular (DNA ladder), foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE (Tris, borato e EDTA 0,5X) corado com brometo de etidio
adicionado ao gel (0,5ug/mL). Cada amostra (10uL), juntamente com 2uL de tampé&o de
corrida, foi submetida a eletroforese em cuba horizontal, com TBE (0,5X), por 40 minutos
(2A e 90 volts). A visualizagdo das bandas de DNA foi realizada em transiluminador de

luz ultravioleta e registrada, fotograficamente.

ANALISE ESTATISTICA

Descritiva e pelo Teste de Tukey, a 0,5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O estado soroldgico dos animais infectados artificialmente foi comprovado pela
técnica de Western Blot (WB), tanto no plasma sanguineo quanto no plasma seminal,
sendo que todos 0s oito animais apresentaram resultado positivo para plasma sanguineo
apo6s 30 dias da inoculagdo viral, enquanto que, no mesmo periodo, apenas quatro
reprodutores apresentaram anticorpo anti-CAEV no plasma seminal, sendo dois da raca
Anglonubiana e dois da raca Saanen identificados como animais 2, 3, 5 e 6.

Na tabela 2, é apresentada a média das caracteristicas espermaticas dos
reprodutores, pré tratamento, durante o tratamento com corticoterapia e pos tratamento,
como: volume, aspecto do sémen, concentra¢do, MIP- Motilidade Individual Progressiva

e vigor espermatico.

Tabela 2: Pardmetros reprodutivos dos animais durante o pré tratamento, corticoterapia e

apc')s 0 tratamento com Dexametasona.

Vol.(ml) Aspecto Conc. (x10°) MIP%  VIGOR

n

Pré- tratamento 8 0,8 C-CE 4,60 75,0 3,0

Oh 7 0,7 C-CE 4,60 67,1 3,6

24h 5 0,5 L-CE 3,56 76,7 3,5

Corticoterapia 48h 4 0,5 Aq-C 3,39 86.0 3,8

72h 3 0,6 Aq-CE 3,00 65,0 3,8

96h 3 0,6 LE - CE 3,89 87,5 3,8

; 1440h 7 1,1 C-CE 4,46 80,0 3,9
Pos-tratamento

1608h 5 0,7 C-CE 4,67 84,0 3,8

n — ndmero de animais

Notou-se uma reducdo da libido dos animais durante o tratamento com
Dexametasona, sendo que de sete reprodutores que reagiam frente a fémea em estro,
apenas trés animais apresentaram libido possibilitando a coleta de sémen as 72 e 96h do
tratamento.

Alkass (2009) utilizou Dexametasona em ovinos com aplicagfes semanais onde
neste caso observou um aumento no volume do ejaculado e da motilidade espermaética

sem alteracdo na concentracdo espermatica, o que com este trabalho em caprinos nao foi
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condizente, pois houve alteracdes tanto no volume quanto na concentracdo espermatica,
fato este que posteriormente retornou a normalidade.

Ainda foi observado os seguintes efeitos comportamentais apds a aplicacdo
Dexametasona: apatia, sonoléncia e quietude.

Antes da aplicacdo de Dexametasona, temos que pela PCR Nested no sémen
constatou-se que de trés de oito (37,5%) amostras foram positivas (animais 2, 4 e 5) no

sémen puro.

Figura 1: Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Amplificagdo do DNA proé-viral de
amostras de sémen de caprinos infectados com o CAEV.

M: marcador molecular, DNA ladder; C+: controle positivo; C- : controle negativo; canaletas 3, 4, 6, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 17,18, 19: amostras negativas; canaletas 5,7,8, 16 e 20: amostras positivas (187pb).

Tabela 3: Resultados da PCRn em amostras de sémen de reprodutores em diferentes

horarios com relagdo ao tratamento com Dexametasona.

Animal Pré-tratamento Pos-tratamento
-1440h Oh 24h 48h 72h 96h  1440h 1608h

1 Neg. Pos. Neg. Neg. Neg Neg Neg Neg
2 Pos. Pos. Pos. Neg. Pos. Pos. Neg Neg
3 Neg. Pos. - Pos. - - - -

4 Pos. Pos. Pos. - - - - Neg
5 Pos. Neg. - - - - - Neg
6 Neg. Pos. Pos. Neg. Neg. Neg Neg Neg
7 Neg. Pos. Neg. Pos. Neg Neg Neg Neg
8 Neg. - - - - - Neg Neg
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Foi realizada técnica de PCRn em sémen afim de verificar a presenca de DNA pro
viral, uma vez que esses animais passaram pelo tratamento com Dexametasona que
deveria diminuir o nimero de animais positivos uma vez que ela diminui a presenca de
monocitos circulantes, como pode ser observado no grafico 1, os quais seriam 0s
principais responsaveis por carrear o virus até os testiculos.

Na tabela 2 pode-se observar que as Oh, onde ndo h& interferéncia da
Dexametasona, seis animais de sete apresentaram-se positivos, observa-se também que
apos o ultimo dia da aplicacdo da droga (72h e 96hs) de quatro animais apenas um
apresentou-se positivo. Também os mondcitos no sangue apresentaram menor proporgao
em relagcdo aos numero total de leucécitos 2,4% e 0,95%, respectivamente para as 72 e
96hs (grafico 1). As 1440h e 1608h todos os animais coletados apresentaram-se
negativos, o que pode ser explicado pelo fato que a Dexametasona continuar fazendo
efeito mesmo apos dois meses de sua interrupcdo, pois a porcentagem de monocitos no
sangue apos 1440hs da aplicacdo de Dexametasona era 0,6%.

Durante um processo inflamatdrio neutrofilos, linfécitos e monocitos migram para
o sitio problema, sendo que os mondcitos transformando-se em macrofagos, a fim de
fagocitar particulas de microrganismos, células necrosadas e neutrofilos mortos
(SANCHES, 2008).

O CAEV apresenta em cada virion duas cdpias de RNA de filamento Unico que
se replica pela formacdo de um é&cido desoxirribonucléico (DNA) dependente da
transcriptase reversa, 0 que permite a integracdo viral ao genoma do hospedeiro. O virus
apresenta tropismo principalmente pelas células do sistema monocitico fagocitario que
funcionam como meio de distribuicdo e replicacdo viral. ‘A replicacéo restrita’’ permite
que o virus permaneca latente nos mondcitos do hospedeiro e ndo seja detectavel pelo
sistema imune (PUGH, 2004). Contudo, é o tropismo do virus por células do sistema
imune, particularmente mondcitos e macrofagos, o principal fator responsavel pela
aptidao dos lentivirus em causar infeccdes cronicas, que persistem por toda a vida do
animal (PINHEIRO, 2001).

Recentemente estudos em humanos sobre HIV revelaram que o sémen € o veiculo
de maior poténcia do virus, pois constatou-se que ha um peptideo no sémen responsavel
pelo transporte do virus por entre as células das mucosas, aumentando a possibilidade de
contaminagdo em até 100.000 vezes em relacdo a outras vias. Verificou-se neste estudo
gue fragmentos de uma proteina chamada fosfatase acida prostatica seria a responsavel
por tal. Em uma analise da estrutura do peptideo no sémen indicou que ele se liga a
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fragmentos similares para criar fibras amiloides (aglomerados de fragmentos de proteina
que também estdo envolvidos em doencas como o Mal de Alzheimer). Estas fibras
amilGides sdo tratadas como “potencializadores de infecg¢do viral derivado do sémen”
(SEVI, na sigla em inglés). Se eles ndo se ligam para se tornarem fibras, os segmentos de
peptideo permanecem inativos e ndo potencializam a transmisséo viral. No entanto, uma
vez unidas, as fibras agem como meio de transporte, aprisionando e carregando as
particulas do virus HIV para as células-alvo. O HIV presente no sémen é mais bem-
sucedido que o virus sozinho na infeccdo de células T e de macréfagos (ROAN et al.,
2010).

Os esfregacos de sémen evidenciaram a presenca de neutrdfilos, linfécitos e
mondcitos (Figura 2).
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Figura 2: Leucdcitos presente em esfregaco de sémen corado com liquido Thomas.

Assim para avaliar o efeito imunossupressor da Dexametasona sobre a oscilagdo

do nimero de mondcitos presentes no sangue e consequentemente no sémen, foi realizado
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hemograma dos animais nos dias de aplicacdo da Corticoterapia e ap0s tratamento (0, 24,
48, 72 e 96hs), assim como aos 60 dias (1.440h) apds a sua aplicagdo, de tal modo que
foi possivel fazer um acompanhamento da evolugdo da CAE no periodo de aplica¢des de
Dexametasona (tabela 5).

Com base nos parametros hematologicos para caprinos os valores que
apresentaram alguma variacao foram: o0 VCM as 72h onde o normal para a espécie € de
17 a 20fl, o HCM em Oh e 24h cujo normal seria de 6 a 7pg, e 0 CHCM em 48h, 72h, 96h
e em 1440h, onde o normal é de 31 a 35% (OLIVEIRA et al., 2012).

Durante o periodo de avaliacdo, os animais apresentaram valores no eritrograma
abaixo da faixa de normalidade para caprinos, estando de acordo com o achado de
mucosas hipocoradas ao exame clinico, sendo indicativo de anemia verificada em
reprodutores infectados pelo CAEV (CRAWFORD E ADAMS, 1981; PINHEIRO;
ALVES, 2000).

O Leucograma caprino de acordo com dados para machos sadios da regido
nordeste (Oliveira et al., 2012), demonstrou que o nimero de leucdcitos e neutréfilos
estavam elevados, em todas as avaliacdes, uma vez que o normal é em média de 9600 a
12100 células/mm? e 4225 a 6987 células/mm?, respectivamente. Quanto aos eosindfilos
podem variar de 86 a 504 células/mm?3, observou-se que as 48h nota-se um aumento
significativo porem dentro dos limites para normalidade. Os valores normais para
linfocitos variam de 3461 a 4797células/mm?, sendo que observa-se que os valores
estavam altos mas ainda sim na faixa de normalidade para a espécie. Finalmente os
mondcitos, que sdo as células alvo do CAEV, cujos parametros normais variam de 150 a
480 células/mm?3 apresentou as 1440hs valor abaixo dos pardmetros normais. Além disso,
houve uma diminuicdo significativa (p<0,05) as 1440h com relacdo aos resultados obtidos
a0, 24 e 48hs.
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Tabela 4: Parametros hematologicos (média + dp) de reprodutores infectados pelo virus da artrite encefalite caprina

Variavel oh 24h 48h 72h 96h 1440h
Hematécrito (%) 27,5+2,13 26+3,38 26+2,50 24,87+2,10 26,25+2,71 24,14+2 41
Hemoglobina (g/dL) 8,73+0,71 8,740,90 10,22+1,19 10,73+0,92 10,75+1,09 9,31+1,51
VCM (fL) 17,36+1,29 16,56+1,24 16,46+2,17 15,870,99 | 16,45+1,89 16,8+1
HCM (pg) 5,5:0,18 { 552+0,27 | 6,41+0,32 6,82+0,34 6,6820,18 6,1520,41
CHCM (%) 31,97+2,51 33,56+2,06 39,48+5,061 s3165234 41244599 1 38,5¢4,03 %
Hemécias (milhares/ mm?) 15,73+1,48 15,65+1,69 15,90+2,05 15,66+1,55 16,01+1,66 15,01+2,00
Leucécitos (milhares/mm?)  12.8863.770,24a} 17.31345.550ab1 18.225:6.088,33ab] 19.825+7.386,420 18.787,5¢4.790,296%  13.500+3.204,4
Eosinéfilos (uL) 188,75+302,63a 238,87 +464,84a 583,37+519,07b | 243,75+318,64 a 337,624250,64ab | 2434276142}
Neutrofilos *Bast.(uL) 70,375+99,82ab 175,5+113,94a 79,5+110,22ab 141,25+124,19ab 28,5+52,78b 121,57+91,33ab
Neutrofilos **Seg.(HL) 6.301,5:3.11848a  11.2553+5.432,82a] 0.720,3745.579,624] 11.032,75+6.393,574] 10.496,13+3.635,15a]  6.268,71+1.980,06a
Linfécitos (L) 4.829,37+1.80345a  5.288,75+1.95511a 7.456,37:3.348,924 7.031,25:3.172,25 4 7.746,25+3.836,32a % 6.788,85+2.453,23a
Monécitos (pL) 320,87+ 278,24 354,12+ 340,644 385,37+158,86a 476:+492,350 1 179+147,36ab |, 77,85:99,700 |

a ; b: Valores na mesma linha com letras diferentes tem significancia p < 0,05.

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média ; CHCM: concentragdo hemoglobinica corpuscular média.

Variaveis: *Bast. = Bastonetes; ** Seg = Segmentados
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Existe descricdo de monocitose associada a doencas de natureza crénica e de longa
duragdo, como por exemplo, a CAE, tuberculose e brucelose (PAULA et al., 2009).
Porem durante todo o experimento ndo verificou-se monocitose, muito provavelmente
pela migracao constante destes para os focos de infeccdo da CAE. Porém, geralmente, 0s
eosinofilos estdo ausentes na fase aguda da doenca, reaparecendo com a evolugdo do
processo. Observamos que ocorreu um aumento significativo dos eosinéfios as 48hs,
provavelmente devido & queda da imunidade.

A corticoterapia pode causar profundos e variados efeitos metabdlicos, além disso
modificar a resposta imunoldgica do organismo a diversos estimulos, assim a fim de
evitar a ocorréncia de doengas oportunistas, por conta da baixa imunidade, foi aplicado
antibiodtico (Floxiclin®), um dia antes da corticoterapia e seguiu-se por trés dias apds o

término do tratamento.

Grafico 1: Porcentagem de neutr6filo, mondcito e linfécito com relagéo aos leucocitos.
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De acordo com o descrito anteriormente, a relagdo entre leucdcitos e mondcitos
as Oh era de 2,8% (367), em 24h 2,5% (354), em 48h 2,1% (385), 72h 2,4% (476), 96h
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0,95% (179) e dois meses depois 1440h apenas 0,6% (78) (grafico 1). Demonstrando uma
queda no nimero de mondcitos com dois dias ap6s o termino da corticoterapia. Com um
més apos a aplicagdo pode-se notar uma diminuigdo no numero de leucdcitos, e uma
maior queda no nimero de monacitos 0,6% (78), demonstrando que ocorreu uma menor
migracao dos monacitos para o sitio problema.

De acordo com Santo (2010) para pequenos animais, € possivel observar que uso
de Dexametasona ocasionaria uma leucofilia devido ao aumento do numero de neutrofilos
circulantes, no entanto neste estudo observamos que isso néo foi visualizado estando os
niveis de neutréfilos normais para a espécie, Santo (2010) ainda diz que ha uma reducao
dos linfécitos e eosindfilos circulantes quanto ao uso de glicocorticoide observacao esta
que no caso dos caprinos, também néo ocorreu.

Os glicocorticoides deprimem a atividade dos tecidos linfoides. A acdo
imunossupressora dos glicocorticoides se manifesta na reducdo da imunidade mediada
por células e diminuicdo da producdo de anticorpos. Embora a depressdo do tecido
linfoide seja indesejada, esta acdo pode ser Gtil no tratamento de certas neoplasias como
o Linfossarcoma (SANTO 2010).
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CONCLUSOES

O tratamento com Dexametasona interferiu nos parametros reprodutivos e na
libido dos reprodutores. Porém a longo prazo houve a redugdo dos mondcitos no sangue,
bem como da presenca de DNA-proviral no sémen.

A Dexametasona ndo comprometeu a salde dos reprodutores portadores do
CAEV.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com o estudo realizado, nota-se que o uso do glicocorticoide (Dexametasona) em
caprinos ndo ocasiona danos colaterais severos aos mesmos, 0s quais podem ser adotados
para combater infeccGes. Porém temos que ter o cuidado quando utiliza-lo em
reprodutores, uma vez que o0s parametros reprodutivos sdo afetados negativamente

durante seu uso prolongado ou néo.



