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RESUMO

Avaliou-se a influéncia do virus da CAE nas caracteristicas fisico-quimicas de amostras de leite de 54
cabras, sem predilecdo racial, distribuindo-as em dois grupos: cabras positivas e negativas para o teste de
imunodifusdo em gel de agarose. As amostras de leite foram submetidas a analise ultrass6nica para
obtencdo de parametros fisico-quimicos — gordura, extrato seco, proteinas, lactose e densidade; realizacéo
de microbiologia — bactérias meséfilas (UCF/mL). Foram coletadas amostras de tecido mamario para
exame histopatolégico e imunohistoquimica. Néo houve diferenca significativa das caracteristicas
avaliadas entre os dois grupos; no microbioldgico, ndo houve relacéo direta da presenca de mesdfilas
associada a infeccdo pelo CAEV. Na histopatologia, observaram-se areas com infiltragdo celular de
mondcitos, polimorfonucleares, plasmdcitos, fibrose, auséncia de morfologia normal do parénquima
mamario, denotando processo inflamatdrio crénico; e foi confirmada a presenca do virus na glandula pela
imunohistoquimica. Os resultados ndo mostraram relagdo direta da incidéncia da CAE como fator
negativo no desenvolvimento do rebanho.
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ABSTRACT

Aiming to evaluate the influence of CAE viruses in the chemical and physical characteristics of milk, the
samples were collected from 54 goats, without racial predilection, these were divided into two groups:
goats positive and negative according results of test Agarose Gel Immunodiffusion. Milk samples were
ultrasonic analyzed to obtain physicochemical parameters (fat, solids, protein, lactose and density);
performance microbiology (mesophilic bacteria — CFU/mL) and mammary gland samples were collected
for evaluation histopathology and immunohistochemistry. The results of physical-chemical analysis
showed no significant difference between the milk samples of two groups. In the microbiological analysis
showed the presence of aerobic mesophilic bacteria, but this change is not associated with the presence of
CAEV infection. On histopathology, there were areas with infiltration of mononuclear-leukocyte and
polymorph nuclear, plasma cells, fibrosis and absence of normal morphology of the mammary tissue,
indicating a chronic inflammatory process; and confirmed the presence of virus, in the gland, by
immunohistochemistry. The results showed no direct relationship between incidence of CAE in the herd as
a negative factor for its development, however it is known that the disease in its chronic nature, causes
reduction in the productivity of the herd.
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INTRODUCAO

A artrite encefalite caprina (CAE) é uma
enfermidade multissistémica, de carater cronico e
debilitante, apresentando como principais formas
clinicas: artrite, pneumonia e mastite, observadas
em animais adultos e mais raramente a
leucoencefalomielite em caprinos jovens (Pugh,
2004). E ocasionada pelo virus da artrite
encefalite caprina (CAEV), pertencente a familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e
género Lentivirus (International..., 2009).

A transmissdo pode ocorrer de forma direta,
através da ingestdo de colostro e leite da propria
mde ou do leite misturado de varias cabras, do
contato direto entre animais através dos liquidos
corporais — aerossois, saliva —; e indireta, por
meio de objetos contaminados — fomites —, e pelo
homem — iatrogénica. A idade, raca e 0 sexo dos
animais parecem ndo intervir na sua
suscetibilidade frente ao CAEV (Rowe e East,
1997), porém outros fatores, como estresse,
infeccOes bacterianas e virais concomitantes
podem aumentar o risco da infecgdo (Zink et al.,
1987), existindo a possibilidade de alguns
animais infectados poderem expressar mais o
virus do que outros (Adams et al., 1983). Cabras
naturalmente infectadas com o virus CAE
expressam o DNA proviral em diversos tecidos
do seu trato genital, tais como Utero, ovidutos,
além da glandula maméria. A presenca dos
lentivirus nesses tecidos pode contribuir para a
transmissdo vertical da enfermidade (Fieni et al.,
2002).

A influéncia da infec¢éo pelo virus da CAE na
constituicdo fisico-quimica do leite de caprinos
foi estudada por pesquisadores como Nord e
Adnoy (1997), os quais observaram que 0S
valores de lactose, gordura e proteina ndo
sofreram variacGes significativas que pudessem
ser creditadas a infeccéo pelo virus. Birgel Janior
et al. (2007), por meio de andlise do leite de
cabras das racas Saanen e Pardo Alpina frente ao
CAEV, confirmaram ser evidente e significativa
a influéncia da enfermidade na composicéo
fisico-quimica e celular do leite, observada, por
exemplo, em valores de eletrocondutividade,
teores de cloretos e a contagem de células
soméiticas que foram maiores nas cabras
infectadas pelo CAEV com ou sem sinais de
endurecimento difuso da mama.
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O leite atua como importante veiculador e
disseminador da enfermidade quando existente a
presenca do patdgeno, e, consequentemente,
espera-se que haja alguma alteracdo evidente no
mesmo quanto as suas  caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas. Porém, a falta
de trabalhos referentes, bem como a auséncia de
informacdes sobre a influéncia da doenca nos
valores fisico-quimicos, faz com que seja
necessaria a realizacdo de pesquisas nesse
sentido. Assim, o presente trabalho objetivou
avaliar a influéncia da CAE nas caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas do leite de
cabras naturalmente infectadas e estudar a
histopatologia da glandula maméria.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em um capril situado
na zona metropolitana de Fortaleza, CE. O
experimento foi realizado no periodo de
novembro a dezembro de 2010. O projeto de
pesquisa foi avaliado pela Comissdo de Etica
para 0 Uso de Animais em Pesquisa da
Universidade Estadual do Ceard, sendo aprovado
sob o nimero de protocolo 10130900-7/32.

A escolha dos animais foi independente de raca,
sendo selecionadas cabras com idade entre 2-3
anos. Foram coletadas amostras de sangue de 62
animais para sorologia. Porém, para a analise
fisico-quimica e microbioldgica, realizou-se
escolha aleatoria de 54 cabras — dentro do grupo
de animais considerados soropositivos, 28
animais, e soronegativos, 26 animais — para o
IDGA. O n amostral para a andlise fisico-
quimica foi estabelecido adotando-se um nivel de
confianca de 95%, com erro amostral de 5%.

As coletas foram divididas em duas etapas
distintas: na primeira, a coleta de sangue dos
caprinos por venopuncdo da jugular para
posterior realizacdo de exame sorolégico, IDGA;
e na segunda, a coleta de amostras de leite de
cabras soropositivas e soronegativas no IDGA
para realizagdo de andlises fisico-quimica e
microbiologica.

Na coleta foram obtidas amostras de 10mL de
sangue, acondicionadas em recipiente refrigerado
e levadas ao laboratorio para processamento. As
amostras foram centrifugadas a 3000 RPM
durante 10 minutos para obtencdo do soro e
posterior realizagdo do IDGA. O kit diagnostico
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utilizado foi 0 BIOVETECH®, sendo realizada a
analise conforme instrugdes do fabricante. A
primeira leitura foi realizada 24 horas ap6s
incubacdo e a leitura definitiva ocorreu apds 48
horas de incubagdo. As reacGes foram avaliadas
pela presenca de linhas identidade com a linha de
precipitacdo, obtidas entre antigeno e soro dos
animais e soro controle.

Durante a ordenha, depois de desprezados o0s
primeiros jatos de leite, amostras foram coletadas
em tubos Falcon estéreis de 50mL,
acondicionadas em recipiente refrigerado e
levadas ao LIPOA para posterior anélise
ultrassénica. As amostras foram avaliadas em
duplicata, realizando-se em seguida céalculo da
média dos resultados.

A avaliacdo das caracteristicas fisico—quimicas
do leite foi realizada através do analisador de
leite ultrassdnico (Ekomilk Total, CAP-LAB®),
sendo avaliadas as seguintes caracteristicas:
densidade, temperatura, proteina, lactose,
gordura, extrato seco desengordurado, pH e
condutividade. Pelos valores da gordura e ESD
calculou-se o EST, e com os valores da
temperatura e densidade obteve-se o resultado da
densidade a 15°C. Seguiram-se as normas
estabelecidas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), segundo a
Instrucdo Normativa N° 37 de 31 de outubro de
2000 (Brasil, 2000).

De cada amostra de leite, n=29, prepararam-se
diluicBes sucessivas 102, 102, 107 e 10™, sendo
utilizadas a partir da 102 Foi transferido 1mL de
cada diluicdo para placas de Petri, esterilizadas,
em duplicata. Adicionaram-se 20mL de agar
padrdo para contagem. As placas foram
homogeneizadas através de realizagdo de
movimentos circulares e deixadas em repouso até
a solidificagdo do &gar. Apos a solidificacéo, as
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 48
horas. Procedeu-se, entdo, a contagem, cujo
resultado foi expresso em unidade formadora de
colénia por mL (UFC/mL). O exame
microbioldgico seguiu protocolo estabelecido
pelo MAPA, segundo a Instrucdo Normativa N°
62 de 26 de agosto de 2003 (Brasil, 2003).

Apo6s o abate das cabras, amostras de tecido
mamario de  animais  soropositivos e
soronegativos para CAE foram coletadas e
realizaram-se cortes histologicos de tecido
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mamario, 5um cada, para posterior preparacdo
das laminas histoldgicas. Os fragmentos foram
fixados em formol e corados por hematoxilina-
eosina.

A analise imunohistoquimica seguiu metodologia
descrita por Ricarte (2009), objetivando a
localizacdo topografica da proteina p28 do
CAEV no tecido mamario. Foram realizados
cortes histoldgicos de tecido mamario, 5um
cada, para posterior recuperacdo de antigenos.
Para isso, as laminas foram incubadas em tampao
citrato 10 mM (pH 6,0) com o auxilio de um
forno de micro-ondas em poténcia maxima (700
watts). A atividade da peroxidase endégena foi
bloqueada utilizando-se 3% de peroxido de
hidrogénio (H,0,) em &gua, com duas trocas de
cinco minutos cada. Para bloquear as ligacdes
inespecificas, as amostras foram incubadas em
soro contendo anticorpos especificos de espécie
diferente dos anticorpos primario (soro positivo
para CAE) e secundario (coelho anti-caprino)
durante o periodo de cinco minutos. Em seguida,
apos lavagem em PBS, foi colocado o anticorpo
primario, diluido em PBS, por um periodo de 10’
a temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavadas em PBS e incubadas com IgG anti-
caprino conjugada a peroxidase por 30 minutos a
37°C a uma diluicho de 1:1000. A reacgdo foi
revelada pela adicdo da diaminobenzidina
tetrahidroclorideo por 8-10 minutos. As laminas
foram contracoradas com hematoxilina de Mayer
por um minuto, montadas e analisadas em um
microscopio optico.

Os dados das amostras foram organizados em
tabela do Excel, sendo calculadas médias
aritméticas, desvios padrdo das médias e
coeficiente de variacdo dos resultados obtidos
para fisico-quimica. Os resultados foram
submetidos a teste estatistico t de Student.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, apresentaram-se os valores obtidos
da andlise fisico-quimica das 54 amostras
coletadas de cabras soropositivas e soronegativas
para CAE. Todas apresentaram valores médios
(paré@metros) acima do padrdo estabelecido pelo
MAPA (2000), e ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. Esses valores acima
do padrdo podem ser decorrentes do tipo de
manejo alimentar aplicado. Conforme explicou
Linn (1989), a alimentacdo é o fator que mais
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influencia a composicdo do leite, em que dietas
com poucas fibras resultam em uma producéo de
leite com baixa porcentagem de gordura. Esses
resultados corroboram os achados de Nord e
Adnoy (1997), Martinez Naval6n et al. (2002) —
qguando avaliados os valores de extrato seco
desengordurado, lactose e proteina —, e diferem
dos encontrados por Birgel Janior (2007) — em

que se evidenciou a significativa influéncia da
infeccdo pelo CAEV na composi¢do fisico-
quimica e celular do leite caprino —, e por Brito
(2009) — que concluiu que o CAEV contribuiu
para 0 comprometimento da producéo leiteira e
de qualidade do leite, principalmente de gordura
do leite, s6lidos totais e contagem de células
somaticas.

Tabela 1. Média dos valores fisico-quimicos encontrados na andlise do leite de animais soropositivos e

soronegativos para CAE

Caracteristicas Soropositivo

Soronegativo Brasil (2000)

Gordura 3,8

ESD* 9,4
Proteina 3,3
Lactose 54

3,7 29
9,2 8,2
3,2 2,8
5,2 4,3

Extrato seco desengordurado™.

Na Tabela 2, observam-se o0s resultados
referentes a contagem padrdo em placas para
mesofilos aerébios, em que, do total de amostras
analisadas, 27  (93,1%) estavam em
conformidade com o limite estabelecido pela
IN37 até o ano de 2010, que é de 1,0 x 10°
UFC/mL, e que 6,9% dessas amostras

encontravam-se fora do critério estabelecido pela
IN37. A incidéncia da CAE ndo teve relagdo
direta com a presenca de bactérias mesdfilas,
uma vez que, dentro desse grupo de 27 animais,
0 numero de animais positivos e negativos foi
aproximado, sem diferenca significativa.

Tabela 2. Contagem padréo de placas para meséfilos aerébios

Contaminacéo

Mesofilos aerébios (UFC/mL)

N %
>0- 102 17 58,6
> 102 - 103 6 20,7
> 103 - 10* 2 6,9
>10*-10° 2 6,9
>10°-10° 2 6,9

>10°%- 10’ - -
Total 29 100

A baixa contaminacdo presente no leite para
mesofilas aer6bias ndo significa dizer que o
CAEV ndo tem relagdo com a presenca de
patdgenos alterando a microbiologia normal do
leite, como também a ocorréncia de mastite nos
animais; como foi mostrado por Birgel Junior et
al. (2005), sobre a ocorréncia de mastite
indurativa, sendo que, das 97 glandulas avaliadas
por palpacdo, diagnosticou-se endurecimento
difuso em 19,78% dos animais infectados pelo
CAEV. Lara et al. (2005), ao estudarem as
formas clinicas da CAE, encontraram mastite
indurativa presente em 6,6% dos caprinos
sororreagentes. Os animais aqui trabalhados néo
apresentaram, ao exame clinico, evidéncias de
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mastite, porém alguns deles apresentavam-se
com artrite.

No tecido mamario de cabras que foram
submetidas a exame histolégico, constatou-se
mastite subclinica, caracterizada por infusdo
linfocitaria, denotando a ocorréncia de processo
inflamatorio, e as principais mudancas
observadas foram: acinos mononucleares com
fibrose e atrofia; mastite difusa, com presenca de
monocitos e  plasmdcitos  (indicativo  de
inflamagcdo cronica); infusdo mono-leucocitica; e
por todo parénquima mamario extensas areas
com fibrocoldgeno (Fig. 1). Achados similares
foram encontrados por Gregory et al. (2009).
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As lesdes histologicas observadas na glandula
mamadria dos animais clinicamente afetados pela
CAE consistem em extensiva infiltragdo
intralobular de linfocitos e marcada hiperplasia
linfoide adjacente aos ductos lactiferos (Al-Ani e
Vestweber, 1984). Lerondelle et al. (1989)
encontraram infiltrado moderado de linfdcitos e
macro6fagos, abundancia de tecido conjuntivo e
linfoadenopatia subaguda ou crénica.
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itos (A, 400X;
H.E.); area de fibrose (B, 100X; H.E.); epitélio transformado, auséncia de morfologia normal dos alvéolos
mamarios (C, 40X; H.E.); parénquima mamario normal (D, 100X; H.E.); marcacdo multifocal do
citoplasma da célula em marrom, caracterizando reacdo positiva (imunohistoquimica; E, 400X, F, 200X).

Nos tecidos imunohistoquimicamente corados
para a proteina p28 do CAEYV, foi observada a
presenca focal de plasmocitos e mondcitos com
intensa marcacdo multifocal do citoplasma
em marrom, caracterizando imunohistoquimica
positiva (Fig. 1).
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CONCLUSOES

Os resultados ndo mostram relacdo direta da
incidéncia da CAE como fator negativo no
desenvolvimento do rebanho, porém é de
conhecimento que a enfermidade, em sua
cronicidade, isto é, reducdo das caracteristicas
produtivas, com queda de producdo e qualidade
do leite, bem como das condicGes fisioldgicas
dos animais acometidos.
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