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SOUZA, T.S. Transmissao interespécies de lentivirus de caprinos para ovinos.
2014. 123p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal nos Trépicos). Escola de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

RESUMO

A artrite-encefalite caprina (CAE) e a maedi-visna (MV) acometem caprinos e ovinos,
respectivamente. Durante anos, os agentes etioldgicos dessas enfermidades foram
considerados como especificos a cada espécie animal. Entretanto, andlises filogenéticas
tétm demonstrado a heterogeneidade desse virus, reunindo diferentes genétipos e
subtipos em um grupo denominado de lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR).
Sendo assim, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar a transmissdo interespecifica
do lentivirus de caprinos para ovinos, a partir de quatro grupos experimentais. O
primeiro (grupo colostro) foi formado por nove cordeiros que receberam colostro de
cabras positivas para LVPR. O segundo (grupo leite) foi estabelecido por nove
cordeiros que receberam leite dessas cabras. O terceiro foi um grupo controle,
constituido por dez cordeiros que mamaram colostro e leite de suas maes negativas. J4 o
quarto grupo (grupo contato) foi formado por oito ovinos adultos confinados com duas
cabras naturalmente infectadas, propiciando a andlise de transmissdao horizontal. Os
grupos foram monitorados por immunoblotting (IB), ensaio imunoenzimético (ELISA),
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) e reacdo em cadeia da polimerase do tipo
nested (nPCR). Todos os cordeiros que mamaram colostro e leite de cabras infectadas e
seis ovinos do grupo contato apresentaram resultados positivos na nPCR, apesar de
soroconversao somente ter sido detectada em trés dos 26 animais expostos, ndo havendo
manifestacdo clinica de lentiviroses, em 720 dias de observacdo. Andlises filogenéticas
demonstraram estreita relacdo entre sequéncias virais obtidas dos animais infectados e
sequéncia do protétipo lentiviral caprino CAEV-Cork. Dessa forma, concluiu-se que os
lentivirus foram transmitidos de caprinos para ovinos, entretanto, o grau de adaptagao
da cepa viral a espécie hospedeira provavelmente interfere na persisténcia da infeccao,
taxa de soroconversdo e manifestacio da doenca. Outras avaliagdes ainda foram
conduzidas nos grupos colostro e controle, para estudo da transferéncia de imunidade
passiva colostral contra LVPR, em cordeiros. Determinaram-se as concentragdes de
proteina sérica total (PST), albumina (ALB), globulinas (GLOB) e imunoglobulina G
(IgG). Em ambos os grupos, as menores médias de PST, GLOB e IgG foram observadas
ao nascimento e as maiores médias foram constatadas as 24 horas de vida, devido a
absor¢do de imunoglobulinas colostrais. Para o grupo colostro, a transferéncia de
imunidade também poOde ser constatada pelas provas de imunodiagnéstico. Ao
nascimento, os animais estavam soronegativos. Com 24 horas, todos foram reagentes
nos trés testes soroldgicos. Posteriormente, resultados negativos comecaram a ser
observados, a partir dos 15 dias de idade, pela prova de IDGA. Ja pelo teste de ELISA,
todos os animais permaneceram reagentes até os 50 dias de vida. Apenas o IB foi capaz
de detectar anticorpos anti-LVPR aos 70 dias. Esses dados estdo de acordo com a
sensibilidade e especificidade de cada prova soroldgica e demonstram que aos 90 e 120
dias de idade, anticorpos colostrais anti-LVPR ndo mais sdo detectados no soro de
cordeiros, com o emprego dessas metodologias.

Palavras-chave: artrite-encefalite caprina, infec¢do cruzada, LVPR, maedi-visna
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SOUZA, T.S. Interspecies transmission of lentiviruses from goats to sheep. 2014.
123p. Thesis (PhD., Animal Science in the Tropics) - School of Veterinary
Medicine and Zootechny, Federal University of Bahia, Salvador, 2014.

ABSTRACT

Caprine arthritis-encephalitis (CAE) and maedi-visna (MV) affect goats and sheep,
respectively. For many years, the etiological agents of these diseases were considered
specific to each animal species. However, phylogenetic analyses have demonstrated the
heterogeneity of these viruses, bringing the various genotypes and subtypes in a group
called small ruminant lentiviruses (SRLV). Thus, the main objective of this study was to
evaluate the transmission of caprine lentivirus to sheep, using four experimental groups.
The first (colostrum group) was formed by nine lambs receiving colostrum from goats
positive for SRLV. The second (milk group) was established by nine lambs that
received milk of these goats. The third was a control group, consisting of lambs that
suckled colostrum and milk of negative mothers. The fourth group (contact group) was
formed by eight adult sheep, confined with two naturally infected goats. The groups
were monitored by immunoblotting (IB), enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), agar gel immunodiffusion (AGID) and nested polymerase chain reaction
(nPCR). All lambs that suckled colostrum and milk of infected goats and six sheep of
the contact group had positive results in the nPCR, although seroconversion was
detected only in three of the exposed animals, with no clinical lentiviruses
manifestation, in 720 days of observation. Phylogenetic analysis showed a close
relationship between viral sequences obtained from infected animals and the prototype
CAEV-Cork. It was concluded that SRLV have been transmitted from goats to sheep,
however, the degree of adaptation of the virus strain to the host species probably
interferes with the infection persistence, seroconversion rate and disease manifestation.
Further analyzes were also conducted in colostrum and control groups for the study of
passive immunity against SRLV in lambs. The concentrations of total serum protein
(TSP), albumin (ALB), globulin (GLOB) and immunoglobulin G (IgG) were
determined. In both groups, the lowest averages of TSP, GLOB and IgG were observed
at birth and the highest averages were observed at 24 hours of life, due to absorption of
colostral immunoglobulins. For colostrum group, transfer of immunity could also be
detected by immunodiagnostic tests. At birth, the animals were negative. After 24
hours, all animals were positive in three serological tests. Negative results were first
observed 15 days after birth by the AGID test. As for ELISA testing, all animals
remained reagent until 50 days old. Only IB was able to detect anti-SRLV at 70 days.
These data are consistent with the sensitivity and specificity of serological tests and
show that at 90 and 120 days of age, colostral antibodies to SRLV are no longer
detected in the serum of lambs, with the use of these methodologies.

Keywords: Caprine arthritis-encephalitis, cross-infection, maedi-visna, SRLV
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INTRODUCAO GERAL

A caprino-ovinocultura possui grande importancia socioecondmica no nordeste
brasileiro, pois contribui para o desenvolvimento regional e representa, sobretudo, uma
alternativa vidvel de mudanca do cendrio de pobreza, presente no semidrido. Essa
atividade garante a principal fonte de renda familiar em muitas comunidades, que
agregam, em sua maioria, pequenos e médios produtores rurais.

Os dados mais atuais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) para
a producdo pecudria no Brasil contabilizaram, em 2012, 16,789 milhdes de cabecas de
ovinos e um efetivo caprino de 8,646 milhdes, destacando-se a Regido Nordeste, com
55,5% dos ovinos e 90,7% dos caprinos. Observou-se diminuicdo dos planteis em
relacdo aos anos anteriores, devido a seca prolongada. S6 de 2011 para 2012, por
exemplo, constatou-se queda de 7,9% do efetivo caprino e de 5% do rebanho ovino
(BRASIL, 2012). Mas ndo foram somente os fatores climdticos que prejudicaram o
desenvolvimento da cadeia produtiva de pequenos ruminantes. A caprino-ovinocultura
também enfrenta problemas sanitarios.

Diversas enfermidades acometem comumente os animais, causando prejuizos.
Neste contexto, destacam-se aqui os lentivirus de pequenos ruminantes, que dizimaram
inimeros sistemas de caprinocultura leiteira, acometidos pela artrite-encefalite caprina.
Esses virus encontram-se difundidos nos rebanhos de diferentes paises e inquéritos
epidemioldgicos no Brasil t¢m demonstrado a sua disseminac¢do em varios estados, de
forma mais intensa nos caprinos e mais discreta nos ovinos.

Apesar de muito j4 se ter pesquisado sobre os lentivirus, esse tema torna-se cada
vez mais desafiador. Dentre os desafios que ainda precisam ser mais explorados,
ressaltam-se a heterogeneidade das cepas virais e a capacidade de adaptacdo destas aos
hospedeiros. Muitas inferéncias ja foram feitas sobre a ocorréncia da transmissdao
interespecifica entre caprinos e ovinos, justificando o estudo sobre a possibilidade de o
virus caprino circulante nos rebanhos nordestinos se disseminar também pelos rebanhos
ovinos. Isso por que, em muitas propriedades, hd criacdo consorciada de pequenos
ruminantes, o que proporcionaria facilmente a propagacio dessa forma de transmissao.
Pensando nisso, propds-se esta tese, com o objetivo principal de elucidar questdes

acerca da infeccao cruzada.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

1.  Breve historico acerca dos lentivirus de pequenos ruminantes

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) s@o retrovirus ndo oncogénicos,
caracterizados pelo longo periodo de laténcia, ja que se disseminam no organismo sem
sinal clinico por meses ou anos (STRAUB, 2004), provocando enfermidades de curso
progressivo, denominadas de artrite-encefalite caprina (CAE) em caprinos e maedi-
visna (MV) ou pneumonia progressiva ovina (PPO) em ovinos (ADAMS e
CRAWFORD, 1980; PASICK, 1998). Também sao lentivirus os virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), simia (SIV), felina (FIV), bovina (BIV) e o virus da
anemia infecciosa equina (EIAV) (LEROUX e MORNEX, 2008; BLACKLAWS e
HARKISS, 2010; LEROUX et al., 2010).

Por anos, lentivirus isolados em ovinos foram denominados de maedi-visna virus
(MVYV) e em caprinos, virus da artrite-encefalite caprina (CAEV), sendo comumente
considerados como entidades virais especificas. Entretanto, a partir de andlises
filogenéticas e de evidéncias de transmissdo interespecifica, verificou-se que esses virus
devem ser classificados como um grupo heterogéneo e n@o mais como virus
estritamente relacionados as espécies, sendo assim denominados genericamente de
LVPR (LEROUX et al., 1995; ZANONI, 1998; CASTRO et al., 1999; SHAH et al.,
2004a; GERMAIN e VALAS, 2006; GJERSET et al., 2007; PISONI et al., 2007;
GIAMMARIOLI et al., 2011).

Os primeiros relatos de lentiviroses em pequenos ruminantes retrataram ovinos
com pneumonia intersticial cronica e foram realizados na Africa do Sul, por Mitchel,
em 1915 e em Montana, nos Estados Unidos da América (EUA), por Marsh, em 1923
(BRODIE et al., 1998; PASICK, 1998). Posteriormente, condicdes clinicas
caracterizadas por distdrbios respiratérios (“maedi”) e por alteracdes neurolégicas
(“visna”) foram descritas na Islandia, apds a importa¢do de ovinos da raca Karakul, em
1933, oriundos da Alemanha, visando o melhoramento genético de racas nativas
islandesas (STRAUB, 2004).

A partir de estudos epidemioldgicos, um médico virologista islandés, Bjorn

Sigurdsson, em 1954, concluiu que essas condi¢des foram causadas por virus “lentos”,
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ndo convencionais, que manifestavam seus efeitos apds meses ou anos, dai a
denominacdo de “lentivirus” (CLEMENTS e ZINK, 1996; MOOIJEN, 2001).
Comparagdes entre os virus da “maedi” e da “visna” demonstraram que esses se
tratavam do mesmo agente, denominado entdo de maedi-visna virus (THORMAR e
HELGADOTTIR, 1965).

A CAE foi caracterizada posteriormente a MYV, a partir de surto de
leucoencefalomielite envolvendo cabritos, relatado nos EUA, por Cork e colaboradores,
em 1974 (CLEMENTS e ZINK, 1996; PASICK et al., 1998; CALLADO et al., 2001).
Outras condi¢des clinicas incluindo aumento de didmetro das articulacdes em adultos
passaram a ser descritas, causando grande impacto na caprinocultura leiteira. Devido a
sua manifestacdo, a doenca foi designada como sindrome artrite-encefalite caprina e
reconhecida internacionalmente como uma lentivirose, em 1980 (ADAMS e
CRAWFORD, 1980). O comércio internacional de caprinos leiteiros visando o
melhoramento genético contribuiu para a disseminag@o do virus por muitos paises. No
Canada, Franca, Noruega, Suica e EUA, as taxas de soropositividade variaram de 65 a
81% nessa época (DAWSON, 1987a).

No Brasil, a importagdo de animais, na década de 80, objetivando maximizar a
produtividade das ragas locais (Figura 1), culminou na introducdo dos lentivirus. A
ocorréncia de soropositividade para LVPR foi relatada pela primeira vez no Rio Grande
do Sul (RS), inicialmente em caprinos (MOOJEN et al., 1986) e posteriormente em
ovinos (DAL PIZZOL et al., 1989). Nesta mesma década, a CAE foi diagnostica por
achados clinicos e soroldgicos na Bahia (BA), em caprinos importados do Canada
(FITTERMAN, 1988). Entretanto, o virus circulava no pais hd algum tempo antes dos
relatos iniciais, j4 que amostras de soro de caprinos colhidas entre 1982 e 1988, no Rio
de Janeiro (RJ) e testadas anos mais tarde, apresentaram resultados positivos (CUNHA
et al., 1995).

Ainda no Brasil, o isolamento viral foi realizado inicialmente de caprinos
soropositivos com artrite severa, no RS (HOTZEL et al., 1993), posteriormente de um
cordeiro soronegativo e sem sinais clinicos, também no RS (MOOIJEN et al., 1996) e de
uma ovelha com sete anos de idade, no Parand (PR), apresentando artrite, perda de peso

progressiva, mastite e corrimento nasal (MILCZEWSKI et al., 1997).



19

Figura 1 - Matéria de capa da Revista Globo Rural, do ano de 1987. Discorre sobre a

criacdo de cabras no Brasil e retrata a perspectiva da época de aumentar a
produtividade leiteira, com a importacdo de animais puro-sangue para o
cruzamento com racas locais. Segundo a reportagem, de 1985 a 1987, houve
o aumento em 50% do rebanho leiteiro caprino, no Brasil. As principais
racas importadas foram Saanen, Toggenburg e Parda-Alpina, oriundas, em

sua maioria, de paises europeus, com destaque para a Franca.
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2.  Caracteristicas etiolégicas e imunopatogénicas dos LVPR

Os LVPR fazem parte do género Lentivirus, que pertence a familia Retroviridae,
possuindo cerca de 80-100nm de diametro (Figura 2). O capsideo dos lentivirus é
cilindrico e ndo icosaédrico como dos outros retrovirus. O virion possui duas fitas
simples lineares de RNA positivo e é envolvido por um envelope derivado da
membrana da célula hospedeira (CLEMENTS e ZINK, 1996; LEROUX e MORNEX,
2008).

Figura 2 - Representacdo esquemadtica da estrutura do Lentivirus.
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Quanto a estrutura gendmica (Figura 3), os LVPR possuem genes codificantes
para proteinas estruturais (gag e env), gene codificante para enzimas virais (pol) e genes
de regulacdo (rat, rev e vif). O gene gag codifica trés proteinas: matriz (MA, p19),
capsideo (CA, p28) e nucleocapsideo (NC, pl16); o env, glicoproteinas de superficie
(SU, gp135) e transmembranica (TM, gp45) do envelope; o pol codifica transcriptase
reversa (RT), integrase (INT), protease (PRO), RNase e dUTpase e os genes acessorios
tat, rev e vif codificam proteinas nao estruturais responsaveis pela regulacdo da
replicacdo viral. H4 ainda duas regides terminais ndo codificantes (“long terminal

repeats” ou “LTRs”), importantes para o tropismo celular, integragdo do provirus no
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genoma da célula infectada e ativacdo da transcricio (CLEMENTS e ZINK, 1996;
BLACKLAWS e HARKISS et al., 2010; LEROUX et al., 2010; BLACKLAWS, 2012).

Figura 3 - Estrutura genomica dos lentivirus de pequenos ruminantes.
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Fonte: Clements e Zink (1996).

No organismo do hospedeiro, a infeccao natural por LVPR ocorre a partir do virus
livre ou associado a célula, através da mucosa, principalmente dos tratos respiratério e
gastrintestinal. Células dendriticas da mucosa tornam-se infectadas e se deslocam para
os linfonodos, nos quais hd a transmissdo do virus para macréfagos. Dai, infeccao
sist€émica pode ocorrer, alcancando inclusive, a medula éssea. Nesta, a infeccdo de
células precursoras leva a producdo continua de mondcitos contendo o provirus,
contribuindo para a persisténcia da infeccao (BLACKLAWS, 2012).

O virus penetra nas células-alvo, aderindo-se a membrana celular pela ligacao da
glicoproteina do seu envelope a receptores especificos (GENDELMAN et al., 1986;
MSELLI-LAKHAL et al., 2000). Dentro da célula, a transcriptase reversa, que € uma
DNA polimerase RNA dependente, gera DNA de dupla fita (provirus) a partir do RNA
viral, que se integra, com a acdo da integrase, ao DNA cromossdmico da célula
hospedeira (DAWSON, 1987b; PASICK, 1998; BRELLOU et al., 2007).

A replicacdo fica restrita nesta primeira etapa, sem producdo de proteinas e
particulas virais. Promonécitos e mondcitos na medula éssea e no sangue sdo
infectados, mas o virus permanece na forma de DNA proviral. Assim, a infec¢ao
persiste, com minima ativacdo do sistema imune (BRODIE et al., 1998; LEROUX e
MORNEX, 2008). Estimulo para a producdo de novas particulas virais ocorre com a
maturagdo do mondcito a macréfago (LEROUX et al., 2010). No processo de
diferenciacdo, quando os mondcitos migram do sangue para os tecidos, pode haver
ativacdo da transcri¢do, com producdo de proteinas virais e virions (CLEMENTS e

ZINK, 1996).
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A infec¢do por LVPR induz resposta imune inata e adaptativa. Um dos mais
importantes mediadores da imunidade inata contra infec¢do viral € o interferon do tipo |
(IFN I), mas a sua inducdo em células infectadas por retrovirus ndo € eficiente. J4 a
resposta imune adaptativa para LVPR € humoral e celular e sua detec¢do sistémica pode
levar muitos meses. Ha o estimulo para produg¢do de anticorpos contra diversas
protefnas virais, entretanto, os que poderiam provocar a neutralizacdo, ligando-se a
proteinas do envelope (Env), sdo de baixa avidez devido a variabilidade antigénica
(BLACLAWS, 2012).

De qualquer forma, a neutralizacdo viral ndo afetaria a propagacdo do agente que
pode estar associado a célula, indisponivel para os anticorpos. Fato preocupante é que
os lentivirus podem utilizar o préprio sistema imunoldgico para infectar as células, uma
vez que macréfagos e células dendriticas possuem receptores Fc para anticorpos e
complexos anticorpos-virion podem ser internalizados por esta via, levando a infec¢ao
das células-alvo. Apesar de linfécitos T CD4" e CD8" serem ativados, a infec¢do ndo é
debelada e se mantém persistente (BLACKLAWS e HARKISS, 2010; BLACLAWS,
2012).

Sendo assim, a replicacao do virus ocorre mesmo na presenca de resposta imune,
provocando lesdes imunomediadas (BRODIE et al., 1998). Determinantes antigénicos
das glicoproteinas do Env estdo envolvidos neste processo imunopatogénico, havendo
correlagdo direta entre o nivel de anticorpos anti-Env e o desenvolvimento de lesdes
(VALAS et al., 2000).

A persisténcia da resposta anti-LVPR contribui para a infiltracdo inflamatéria
cronica nos tecidos, com formacdo de nucleos de agregacdo de linfécitos, plasmdcitos e
macréfagos, principalmente nos pulmoes, articulagdes, glandula mamadria e sistema
nervoso central (DAWSON, 1987b; PASICK, 1998; ADEDEJI et al., 2013;
BENAVIDES et al., 2013). Alteragdes também podem ocorrer em outros 6rgaos como
rins (ANGELOPOULOU et al., 2006), figado e coracao (BRELLOU et al., 2007).

O virus ndo pode ser considerado imunossupressor, pois nio altera a relacdo de
linfécitos T CD4" e CD8* nem de granulécitos PG68A™. Por outro lado, modifica os
padrdes de citocinas liberadas pelos macréfagos, interferindo na defesa celular, o que

aumenta a suscetibilidade a infec¢des por determinados patdgenos (SANTOS, 2012).
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3.  Achados clinico-patolégicos da CAE e MV

Devido as caracteristicas etioldgicas e patogé€nicas dos LVPR, a CAE e MV
caracterizam-se por serem progressivas, degenerativas, multissist€émicas e cronicas.
Nem todos os animais infectados apresentam sinais clinicos (Figura 4), que sdao mais
evidentes em rebanhos com moderada a elevada prevaléncia (PETERHANS et al.,
2004). Fatores como suscetibilidade racial e heterogeneidade das cepas virais podem
determinar a manifestacao clinica (BENAVIDES et al., 2013).

Tanto a CAE quanto a MV apresentam diferentes manifestacdes, com quadros
clinicos articulares, respiratorios, mamadrios, neurolégicos e de emagrecimento
progressivo (PINHEIRO et al., 2012). Em caprinos, a forma articular cronica é a mais
frequente, em animais adultos, caracterizando-se pelo aparecimento de claudicagio,
restricdo aos movimentos, posturas anOmalas e aumento de volume das articulagdes,
principalmente do carpo e tarso (ADAMS e CRAWFORD, 1980; LARA et al., 2005a).

Na necropsia, verifica-se que a artrite ndo é supurativa, havendo o espessamento
do tecido periarticular e fibrose. A membrana sinovial apresenta-se hiperémica. Ha
erosdao ou até mesmo ulceracdo da cartilagem articular e depésito de fibrina. O liquido
sinovial pode apresentar coloracdo vermelho-amarronzada, com viscosidade normal ou
reduzida (DAWSON, 1987a; DAL PIZZOL et al., 1989). Microscopicamente, observa-
se infiltrado inflamatério constituido predominantemente por linfécitos, havendo
também plasmécitos e macréfagos. Foliculos linfoides sao incomuns nesta forma da
doenca (PEREZ et al., 2014).

Surtos de artrite também ja foram identificados em rebanhos ovinos com alta
prevaléncia para LVPR, verificando-se animais com aumento moderado a severo do
diametro das articulagdes do carpo, apresentando dor a palpa¢do e postura andmala
(PEREZ et al., 2014). Entretanto, a forma respiratéria é considerada como a mais
importante para ovinos. Os animais apresentam dificuldade respiratoria, intolerancia ao
exercicio, emagrecimento cronico e quadros secunddrios de pneumonia bacteriana

(DAWSON, 1987a; ANGELOPOULOU et al., 2005; BENAVIDES et al., 2013).
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Figura 4 - Animais com artrite-encefalite caprina, apresentando emagrecimento
progressivo e aumento do didmetro das articulacdes do carpo (A a D).
Cabritos com paralisia dos membros posteriores (E e F).

Fonte: “A” a “D” do arquivo pessoal (2012); “E” e “F” cedidas por Roberta Lomonte L. de Brito (2013).
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Na necropsia, ao se abrir a cavidade tordcica, ndo ha colapso completo do pulmao,
que apresenta consisténcia firme, podendo alcancar duas a trés vezes o peso normal.
Podem ser visualizados multiplos pontos acinzentados. Na ocorréncia de infecgao
bacteriana secunddria, exsudato purulento pode estar presente (DAWSON, 1987b; DAL
PIZZOL et al., 1989). O exame histopatolégico do tecido pulmonar revela pneumonia
intersticial cronica, com influxo de linf6citos e macréfagos causando espessamento de
septo interalveolar. H4 foliculos linfoides que frequentemente possuem centros
germinativos. Hiperplasia da musculatura lisa da parede dos bronquiolos terminais e dos
ductos alveolares também pode estar presente. A ocorréncia de neutréfilos indica
infecc¢ao bacteriana secundéria (DAWSON, 1987b; BRELLOU et al., 2007).

A forma mamdria caracteriza-se pela presenca de nédulos no ubere identificados
por palpacdo, evoluindo para o endurecimento difuso, denominando-se mastite
indurativa, havendo ainda diminui¢do da produgdo e da qualidade do leite (DAWSON,
1987a; GREGORY et al., 2009a; KONISHI et al., 2011). Microscopicamente, as lesdes
consistem de hiperplasia linfoide folicular e infiltragdo de células mononucleares, com
fibrose (DAWSON, 1987b; PEREZ et al., 2014). O aumento do percentual de células
CD45%/CD14" no leite de cabras infectadas foi demonstrado por citometria de fluxo.
Acredita-se que essas células no leite caprino sejam predominantemente macréfagos e o
aumento do percentual de macréfagos estéd relacionado com alteragdes da expressdo de
citocinas provocadas pelo virus, levando ao recrutamento de mais células para o sitio de
infec¢do (SANTOS, 2012).

A ocorréncia de sinais neurolégicos é mais comum em animais jovens (cabritos e
cordeiros). Observam-se leves tremores na cabeca e pescogo, opistotono, torcicolo,
nistagmo, paresia gradual do posterior, que progride a paralisia e morte (ADAMS e
CRAWFORD, 1980; CRAWFORD e ADAMS, 1981; BENAVIDES et al., 2007).
Geralmente ndo hé alteragdes andtomo-patolégicas (DAL PIZZOL et al.,, 1989).
Microscopicamente, observa-se encefalite ndo supurativa multifocal, havendo
infiltracdo de linfécitos e macréfagos, com formagdo de manguitos perivasculares e
desmielinizacdo (DAWSON, 1987a; BENAVIDES et al., 2007).

Nas formas artritica, respiratéria € mamaéria, o diagndstico diferencial deve ser
feito para micoplasmose. Ainda na forma respiratoria, deve-se diferenciar as lentiviroses

de pneumonias causadas por outros virus e bactérias, como adenomatose pulmonar
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ovina e linfadenite caseosa. O quadro neurolégico precisa ser distinguido de deficiéncia
de cobre, abscessos no sistema nervoso central, listeriose, polioencefalomaldcia e

scrapie nos ovinos (RADOSTITS et al., 2002).

4. Distribuicao, ocorréncia e transmissao dos LVPR

Os LVPR foram introduzidos em vérios paises com a importacdo de animais
infectados, visando o melhoramento de racgas locais (MOOJEN et al., 1986; DAWSON,
1987a; FITTERMAN, 1988; AYELET et al.,, 2001; PETERHANS et al., 2004;
STRAUB, 2004). Fatores como formagao de novos rebanhos, demanda por animais
para reposi¢do e aprimoramento genético, sem o controle de doengas infecciosas,
propiciaram a sua disseminacdo (SARAIVA NETO et al., 1995; PINHEIRO et al.,
2001; PISONI et al., 2005; SILVA et al., 2005; BANDEIRA et al., 2008).

O ambiente e o manejo possuem papel fundamental na epidemiologia
(BROUGHTON-NEISWANGER et al., 2010; SOBRINHO et al., 2010; VILLORIA et
al., 2013). Grandes concentra¢des favorecem a transmissao ao passo que a prevaléncia é
menor em rebanhos extensivos (ROBLES et al., 2003; STRAUB, 2004; SOUZA et al.,
2007; BANDEIRA et al., 2008; MARTINEZ et al., 2011; SARDI et al., 2012a; LIMA
et al., 2013a).

A principal via de transmissdo se da a partir da ingestdo de colostro e leite
contaminados, observando-se jovens infectados quando ha fémeas positivas no rebanho
(PINHEIRO et al., 2001; LARA et al., 2003; PREZIUSO et al., 2004; ALVAREZ et al.,
2005; RAVAZZOLO et al., 2006; GREGORY et al., 2009b). A amamentagao coletiva é
um importante fator de risco, quando ndo hé tratamento térmico do leite e do colostro,
facilitando a disseminacdo do agente infeccioso (MELO e FRANKE, 1997; SILVA et
al., 2005; FRAS et al., 2013).

Ressalta-se ainda que a transmissdo horizontal entre neonatos € muito eficiente,
devido ao periodo inicial de viremia apds a mamada de colostro contaminado
(ALVAREZ et al., 2006). Soma-se a isto o comportamento caracteristico observado
principalmente em cabritos, de ficarem aglomerados (Figura 5) e de “mamarem” uns
nos outros, mimetizando o movimento de succao de leite em diferentes partes do corpo,

favorecendo a troca de secre¢cdes (GUFLER et al., 2007).
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Figura 5 - Aglomeracdo de cabritos neonatos, favorecendo a
transmissao do lentivirus de pequenos ruminantes.

Fonte: arquivo pessoal (2005).

Para animais adultos, o contato prolongado entre infectados e suscetiveis € uma
importante forma de transmissdo, principalmente em confinamentos. O virus ¢é
eliminado juntamente com secrecdes, destacando-se aerosséis do trato respiratério
(DAWSON, 1987b; MOOIJEN, 2001). Inclusive, sequéncias virais ja foram
identificadas em 4gua de bebedouros e no ar expirado por animais infectados
(VILLORIA et al., 2013). Por conta disso, a transmissdo horizontal possui particular
importancia para ovinos, ja que uma das principais manifestagdes clinicas da doenca
nesta espécie € a respiratoria (BRODIE et al., 1998; HERRMANN-HOESING et al.,
2007; BROUGHTON-NEISWANGER et al., 2010).

Quanto a transmissdo intrauterina, alguns autores evidenciaram esta rota de
transmissdo e questionaram a opinido geral de que a transmissdo pré-natal € rara
(ALVAREZ et al.,, 2005; ALVAREZ et al., 2006; LOPEZ et al., 2012). Inclusive,
particulas virais ja foram detectadas no fluido uterino de cabras infectadas
(CAVALCANTE et al., 2013). Por outro lado, outros estudos demonstraram que a
probabilidade de infeccao transplacentéria do feto é pequena e nao deve ser considerada
como importante para a disseminacdo do virus (BLACKLAWS et al., 2004; LARA et
al., 2005b). Deve-se atentar, porém, para a presenca do virus na placenta contaminada
pelo sangue materno (PETERHANS et al., 2004), ressaltando-se a possibilidade de
infec¢do durante o parto, a partir da ingestdo de secrecdo uterina e sangue pelo neonato

(KONISHI et al., 2011). Ha o risco de transmissdao também para outros animais, a partir
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da exposicdo a esse fluido contaminado, caso estas fémeas ndo estejam isoladas
(ANDRIOLL, 2001).

O DNA proviral ja foi detectado em amostras seminais (ANDRIOLI et al., 2006;
PAULA et al., 2009; GREGORY et al., 2011b), inclusive de caprinos de ragas
localmente adaptadas, como Moxoté e Canindé (CRUZ et al., 2009a), demonstrando-se
a possibilidade de transmissdo do virus a partir de sémen contaminado (SOUZA et al.,
2013). A lesdo testicular em animais infectados € um fator que influencia na presenca
do agente infeccioso no sémen e embora o risco de transmissao seja maior na monta
natural, a inseminagdo artificial possui potencial para disseminar o agente, pois 0 virus
pode estar no ejaculado e a lavagem do sémen reduz, mas ndo € suficiente para elimind-
lo (ANDRIOLI et al., 2006).

Em relagdo a transferéncia de embrides, relata-se que quando o embrido € lavado
de acordo com protocolo estabelecido pela Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrido (IETS), ndo representa risco (ANDRIOLI, 2001; BLACKLAWS et al., 2004).
Entretanto, deve-se levar em consideragdo que a infeccdo de espermatozoides ja foi
demonstrada, por imunoistoquimica, presumindo-se a possibilidade desses veicularem o
patégeno para o odcito, originando embrides infectados (RICARTE et al., 2010).

O homem pode contribuir para a disseminacdo viral ao manipular animais
infectados e ndo infectados (PETERHANS et al., 2004), a partir de maos e roupas
contaminadas (ALVAREZ et al., 2005). A transmissdo iatrogénica também deve ser
considerada pelo uso de ordenhadeiras (BLACKLAWS et al., 2004; KONISHI et al.,
2011), agulhas (SILVA et al., 2005), camas, mamadeiras (ALVAREZ et al., 2005) e
tatuadores contendo o virus (LARA et al., 2003).

Os LVPR estdo disseminados pelo mundo, causando importantes perdas
econdomicas (ANGELOPOULOU et al., 2005; GUFLER et al., 2007; BENAVIDES et
al., 2013). A MV ja foi reportada a OIE (Organizacio Mundial de Saide Animal) por
paises como EUA, Canadé, Alemanha, Franca, Espanha e Russia (Figura 6). Entretanto,
Brasil, México, Austrdlia, Nova Zelandia e alguns paises africanos e asidticos nunca
notificaram internacionalmente a ocorréncia da doenca. Em relacdo a CAE (Figura 7),
esta enfermidade ja& foi reportada pelos EUA, Canadd, México, Brasil, Uruguai,
Espanha, Reino Unido, China, entre outros, mas nunca notificada por paises como

Bolivia, Equador, Russia, Kazaquistao, India e Indonésia (OIE, 2014).
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Figura 6 - Mapa de notificacio da maedi-visna a Organizacdo Mundial de Satde
Animal no primeiro semestre de 2013.
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Fonte: www.oie.int (adaptado).

Figura 7 - Mapa de notificacdo da artrite-encefalite caprina a Organizacdo Mundial de
Saide Animal no primeiro semestre de 2013.
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Fonte: www.oie.int (adaptado).

No Brasil, apesar da subnotificacdo de MV e CAE a OIE, inquéritos sorolégicos
tém demonstrado a ocorréncia dos LVPR em muitas regides, com frequéncias varidveis,
de acordo com a metodologia de estudo empregada e com as caracteristicas observadas

nos diferentes sistemas de criagdo (Figuras 8§ e 9).



Figura 8 - Soropositividade para lentivirus em ovinos de diferentes regides do Brasil.
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Figura 9 - Soropositividade para lentivirus em caprinos de diferentes regides no Brasil.
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5. Transmissao interespecifica de lentivirus entre caprinos e ovinos

O CAEV-Cork e 0 MVV-K1514 s@ao exemplos de protétipos do virus no caprino e
no ovino, respectivamente. Eles sdo antigenicamente relacionados, mas geneticamente
distintos (VALAS et al., 2000; GREGO et al.,, 2007; L’HOMME et al., 2011).
Entretanto, a classificagdo viral baseada na espécie hospedeira parece ser incorreta, ja
que diversas andlises filogenéticas demonstraram grupos virais heterogéneos
relacionados com ambas as espécies (LEROUX et al., 1995; LEROUX et al., 1997;
ZANONI, 1998; CASTRO et al., 1999; GREGO et al., 2002; ROLLAND et al., 2002;
SHAH et al., 2004a; ANGELOPOULOU et al., 2005; LEROUX et al., 2010;
GIAMMARIOLI et al., 2011; OLECH et al., 2012).

Desde os primeiros relatos da CAE, verificou-se a semelhanca do virus e da
doenca nos caprinos e nos ovinos (ADAMS e CRAWFORD, 1980; DAWSON, 1987a).
Experimentalmente, desde a década de 80, se constatou a infeccdo de cordeiros por
CAEV (OLIVER et al., 1982; BANKS et al., 1983; OLIVER et al., 1984) e de cabritos
por MVV (BANKS et al., 1983).

A avaliacdo de sequéncias gendmicas forneceu importantes indicios da habilidade
de adaptacdo dos LVPR para o hospedeiro, demonstrando que a transmissdo e
disseminagdo desses virus sdo mais complexas que a simples ideia da especificidade a
espécie (RAVAZZOLO et al., 2001; GJERSET et al.,, 2007; GREGO et al., 2007,
PISONI et al., 2007). Entretanto, esses achados ndo negam que algumas cepas sao mais
bem adaptadas a caprinos e outras a ovinos (REINA et al., 2006) e que a interac@o entre
o virus e o hospedeiro ocorre diferentemente para essas duas espécies (RACHID et al.,
2013).

A variabilidade genética, que estd diretamente relacionada com os erros de
transcricao do RNA viral pela transcriptase reversa (CALLADO et al., 2001; LEROUX
e MORNEX, 2008), ndo s6 funciona como instrumento de evasao da resposta imune do
hospedeiro, mas também tem como consequéncia a existéncia das guasispecies virais
(PASICK, 1998). O genoma diploide dos lentivirus favorece a recombinagdo e em casos
de coinfeccdo (PISONI et al., 2010; OLECH et al., 2012; FRAS et al., 2013), pode

ocorrer a recombinagdo génica entre cepas virais relacionadas aos protétipos MVV e



32

CAEV, o que contribui para a diversidade genética e influencia na capacidade do virus
de cruzar a barreira interespécies (PISONI et al., 2007).

Quando caprinos e ovinos sao criados separadamente, por exemplo, espera-se a
circulagio de cepas relativamente homogéneas, inclusive mais intimamente
relacionadas aos protétipos isolados em cada espécie. Por outro lado, em criagoes
consorciadas, a transmissdo cruzada predispde a ocorréncia da variabilidade genética e
readaptacdo viral (L’HOMME et al., 2011). Frente a heterogeneidade e existéncia de
quasispecies, classificagdes dos LVPR foram propostas a partir de estudos filogenéticos
de isolados virais, inicialmente demonstrando a existéncia de a0 menos seis grupos, sem
clara distincao entre cepas de caprinos e ovinos (ZANONI, 1998).

Posteriormente Shah et al. (2004a) sugeriram uma reclassificacdao, baseada em
sequéncias dos genes gag e pol, propondo-se quatro grupos ou gendtipos virais (A, B, C
e D), alguns contendo subtipos. Nesta categorizacdo, sequéncias gendmicas de um
mesmo grupo ndo divergem em mais de 25% e sequéncias classificadas dentro de um
subtipo divergem em até 15%. O grupo A retne isolados relacionados ao protétipo
MVV e o grupo B, isolados relacionados ao CAEV. Cepas que apresentaram grande
divergéncia com os grupos A e B foram classificadas como C e D. A partir desta
proposta inicial de Shah et al. (2004a) e com os avancos nas pesquisas em filogenia,
novos grupos e subtipos virais tém sido sugeridos por outros pesquisadores (Tabela 1).

Os primeiros isolados de LVPR, no Brasil, ja foram analisados filogeneticamente.
As sequéncias dos lentivirus de caprinos oriundos do Rio Grande do Sul foram similares
ao protétipo CAEV e o isolado de um ovino do Parand foi agrupado com o protétipo
MVV (RAVAZZOLO et al., 2001), classificados posteriormente como Bl e Al,
respectivamente (SHAH et al., 2004a).

Em Minas Gerais, sequéncias do gene lentiviral obtidas de rebanhos caprinos
leiteiros relacionaram-se filogeneticamente com o CAEV-Cork (CASTRO et al., 1999),
classificado como subtipo B1 (SHAH et al., 2004a). Da mesma forma, no Ceard, cepas
isoladas de rebanho caprino leiteiro se apresentaram geneticamente estdveis, também
pertencendo ao subtipo B1 (FEITOSA et al., 2010).

Ja em Pernambuco, virus isolado de caprino demonstrou maior similaridade
genética com o protétipo MVV do que com o CAEV, sugerindo a possibilidade da

transmissao interespécies de forma natural (CASTRO et al., 1999). Posteriormente, este
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1solado foi classificado como membro do subtipo Al, ao qual pertence a cepa MVV

K1514 (SHAH et al., 2004a).

Tabela 1 - Classificacdo taxonOmica dos lentivirus de pequenos ruminantes
apresentando novos subtipos propostos em estudos filogenéticos
posteriores ao publicado por Shah et al. (2004a).

Grupos  Subtipos

Espécies

Referéncias

Al Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a) e Grego et al. (2007)

A2 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a) e Fras et al. (2013)

A3 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)

A4 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)

A5 Caprinos Shah et al. (2004a)

A6 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)

A7 Caprinos Shah et al. (2004a)
A A8 Caprinos Grego et al. (2007)

A9 Caprinos e ovinos Grego et al. (2007)

A10 Caprinos e ovinos Pisoni et al. (2010)

All Caprinos e ovinos Giammarioli et al. (2011)

Al12 Caprinos e ovinos Olech et al. (2012)

Al3 Caprinos e ovinos Olech et al. (2012)

Al4 Caprinos Kuhar et al. (2013)

Al5 Ovinos Kuhar et al. (2013)

B1 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a) e Pisoni et al. (2005)
B B2 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)

B3 Caprinos e ovinos Bertolotti et al. (2011) e Giammarioli et al. (2011)

C - Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a) e Gjerset et al. (2007)
D - Caprinos Shah et al. (2004a)
El Caprinos Grego et al. (2007) e Reina et al. (2010)
E2 Caprinos Grego et al. (2007) e Reina et al. (2010)

Fonte: elaboragdo do autor.

Na Franca, andlise filogenética de lentivirus isolados de ovinos demonstrou que
esses virus estavam mais relacionados geneticamente ao prototipo CAEV que ao MVV
(LEROUX et al., 1995). Anos mais tarde, constataram-se ovinos naturalmente
infectados pelos subtipos B1 e B2, relacionados geneticamente ao CAEV-Cork
(GERMAIN e VALAS, 2006). De forma ainda mais surpreendente, na Califérnia
(EUA), lentivirus isolado de ovino com quadro multissist€émico (mastite, pneumonia,
poliartrite e encefalomelite) agrupou-se com o protétipo lentiviral caprino (ADEDEJI et
al., 2013).

Na Espanha, surtos de artrite, mais comuns em caprinos infectados, foram
detectados em rebanhos ovinos com alta soroprevaléncia para LVPR, identificando-se
por filogenia o subtipo B2 (GLARIA et al., 2009; PEREZ et al., 2014). Por outro lado,

também na Espanha, ji haviam sido isoladas cepas virais em caprinos com maior
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proximidade com protétipos do lentivirus ovino (REINA et al., 2006), de forma similar
ao que ocorreu na Irlanda (ROLLAND et al., 2002) e Finlandia (LAAMANEN et al.,
2007).

Na Suica, apesar da longa e cara campanha de erradicacdo da CAE, iniciada na
década de 80, caprinos soropositivos continuam sendo detectados. Houve dréstica
diminuicdo da manifestacdo clinica, associada ao gendtipo B dos LVPR. Entretanto,
verificou-se a re-emergéncia da soropositividade, mesmo em propriedades consideradas
como livres. Isso ocorreu devido a transmissdo interespécies do virus, envolvendo o
subtipo A4. Os testes sorologicos empregados na campanha eram deficientes em
detectar anticorpos contra este subtipo (SHAH et al., 2004b; DEUBELBEISS et al.,
2014) .

A heterogeneidade dos LVPR e a transmissdo interespecifica também foram
demonstradas em rebanhos italianos. Inicialmente verificou-se isolados de ovinos de
maior similaridade com cepas caprinas. Este fato foi relacionado a transmissao cruzada
do virus de caprino para ovino e as importagdes de ovinos da Franca, onde esta cepa
viral ja havia sido relatada (GREGO et al., 2002). Posteriormente, constatou-se a
presenca do subtipo B1 em rebanhos mistos, demonstrando a transmissdo interespécies
horizontal, ocorrendo naturalmente entre animais adultos (PISONI et al., 2005). Além
do subtipo B1, foram também identificados na Itdlia os subtipos Al, A8, A9, B2
(GREGO et al., 2007), A10 (PISONI et al., 2010), A11(GIAMMARIOLI et al., 2011),
B3 (BERTOLOTTTI et al., 2011; GIAMMARIOLI et al., 2011) e o genétipo E (GREGO
et al., 2007; REINA et al., 2009b), com dois subtipos, E1 e E2 (REINA et al., 2010).

Na Grécia, isolados de quatro ovinos e um caprino positivos no teste de
imunodifusido em gel de agarose (IDGA), oriundos de rebanhos mistos, demonstraram
maior similaridade filogenética com sequéncias gendmicas do MVV. Os ovinos
apresentaram emagrecimento progressivo e dispneia, sinais caracteristicos de MV, com
lesdo macroscopica indicativa de pneumonia intersticial. Nao foram observados sinais
clinicos e/ou lesdes macroscépicas no caprino (ANGELOPOULOU et al., 2005).

Ja na Noruega, poucos rebanhos ovinos estavam infectados com o lentivirus do
grupo A, filogeneticamente relacionado ao MV'V. Por sua vez, o grupo C, que até entdo

tinha sido isolado apenas em caprinos, foi detectado em rebanhos ovinos. Isso
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demonstrou, enfim, que todos os grupos de LVPR provavelmente podem atravessar a
barreira interespécies em ambas as dire¢des (GJERSET et al., 2007, 2009).

No Canad4i, a transmissido cruzada inicialmente nido ficou evidenciada, uma vez
que isolados de caprinos e ovinos foram similares aos protétipos de CAEV e MVV,
respectivamente. Este resultado foi justificado pela predominédncia de rebanhos de uma
s6 espécie, diminuindo a oportunidade de haver transmissdo interespecifica
(L_HOMME et al., 2011). Posteriormente, estudo feito em rebanhos mistos demonstrou
a transmissdo do subtipo A2 de ovinos para caprinos bem como do subtipo Bl de
caprinos para ovinos, além de animais coinfectados (FRAS et al., 2013).

Na Pol6nia, mesmo em rebanhos de uma s6 espécie, verificou-se alta divergéncia
entre as cepas virais, ocorrendo os subtipos Al e Bl em caprinos e Al e B2 em ovinos.
Inclusive, um caprino apresentou coinfec¢do pelos subtipos Al e Bl. Além disso,
sugeriu-se para a classificacdo taxondmica, dois novos subtipos virais, Al2 e Al3,
circulando em caprinos e ovinos (OLECH et al., 2012). Novos subtipos (Al4 e Al5)
também foram propostos a partir de cepas virais circulantes na Eslovénia, onde se
demonstrou a ocorréncia do gendtipo A em caprinos e ovinos e do gendtipo B apenas
em caprinos (KUHAR et al., 2013).

Os fatores de risco mais provaveis para a infec¢do cruzada estdo relacionados a
auséncia de medidas sistematicas de controle dos LVPR (GIAMMARIOLI et al., 2011)
e a criacdo consorciada de caprinos e ovinos (GREGO et al., 2002; SHAH et al., 2004b;
PISONI et al., 2005; GJERSET et al., 2007; GREGO et al., 2007; GJERSET et al.,
2009), incluindo o fornecimento de leite e colostro (Figura 10) contaminados de uma
espécie para a outra (PEREZ et al., 2014), o contato préximo entre essas espécies
(OLIVER et al., 1984; PETERHANS et al., 2004) e o uso dos mesmos utensilios
(GJERSET et al., 2009; FRAS et al., 2013).

Apesar de os pequenos ruminantes terem sido domesticados ha milhares de anos e
desde entdo terem mantido contato préximo com pessoas, ndo ha evidéncias
epidemioldgicas nem clinicas de infeccdoes por LVPR em humanos (PETERHANS et
al.,, 2004). A auséncia de receptores para LVPR € a principal barreira protetora de
c€lulas humanas. Entretanto, uma vez dentro da célula, o virus consegue completar seu

ciclo (MSELLI-LAKHAL et al., 2000).
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Figura 10 - Cordeiro mamando em cabra.
Cena frequente em criacoes
consorciadas de caprinos e
ovinos.

Fonte: Danielle N. S. Pinheiro (2013).

6. Consideracoes para o diagndstico laboratorial das lentiviroses de pequenos

ruminantes

As provas laboratoriais se baseiam na detec¢do direta do virus (Figura 11), a partir
do isolamento em cultivo celular (TIGRE et al., 2006), microscopia eletronica de
transmissdo (RICARTE et al., 2010) ou constatacdo do seu material genético (CASTRO
et al., 1999; FROTA et al., 2005; ANDRIOLI et al., 2006; REINA et al., 2006; CRUZ
et al., 2009a; GREGORY et al., 2009b) e na detec¢do indireta, com a identificacdo de
anticorpos contra o agente, realizada principalmente pelas técnicas de imunodifusdao em
gel de agarose (KNOWLES JR. et al., 1994; ABREU et al., 1998; PINHEIRO et al.,
2010), ELISA indireto (CORTEZ-MOREIRA et al., 2005; DANTAS et al., 2008;
CRUZ et al., 2009b; TORRES et al., 2009; LIMA et al., 2013b), immunoblotting
(CRUZ et al., 2003; ARAGAO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008; TESORO-CRUZ
et al., 2009; PINHEIRO et al, 2011), dot blot (PINHEIRO et al., 2006) e
imunofluorescéncia indireta (LARA et al., 2002; SARDI et al., 2012b).
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Figura 11 - Isolamento de lentivirus de pequenos ruminantes. [A] Sincicios em
cultivo de células de membrana nictitante caprina. Aumento de
200X. [B] Destaque para a célula apontada com seta. Aumento de
400X. Coloracao de cristal violeta a 0,1%.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).

Os aspectos criticos para a deteccdo viral incluem a amostra utilizada, carga viral
nesta amostra e as propriedades bioldgicas e genéticas da cepa envolvida
(PETERHANS et al., 2004). O teste de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) tem
demonstrado maior sensibilidade na fase inicial de infec¢do, quando a producdo de
anticorpos € baixa ou mesmo inexistente, o que compromete os resultados de
imunodiagndstico (FROTA et al., 2005). Além disso, € util para investigar a infeccao
em animais jovens que possuem anticorpos anti-LVPR colostrais (ALVAREZ et al.,
2006) ou em animais que ndo soroconvertem (TIGRE et al., 2006; MODOLO et al.,
2009; PAULA et al., 2009). Apesar da heterogeneidade das cepas dos LVPR, a PCR
pode amplificar DNA de muitos subtipos, dependendo dos primers utilizados (FRAS et
al., 2013), demonstrando que a menor sensibilidade em alguns casos estd mais
relacionada com a carga viral dos animais infectados do que com a diversidade genética
de isolados (GREGO et al., 2007).

A PCR do tipo nested (Figura 12) aumenta a sensibilidade quando comparada a
PCR simples, atentando-se para ocorréncia de falsos positivos por contaminagdo do
laboratério com DNA amplificado (PINHEIRO et al., 2012). Quando o objetivo &

detectar a particula viral livre e ndo o DNA proviral, € necessdrio realizar a transcri¢ao
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reversa seguida de PCR (RT-PCR), purificando inicialmente o RNA viral e
transcrevendo-o em DNA complementar (cDNA) (RAVAZZOLO et al., 2006). A carga
viral também pode ser quantificada pela PCR do tipo quantitativa (qQPCR). Entretanto,
neste caso, os primers e as sondas utilizadas devem ser desenhados especificamente
para sequéncias gendmicas do subtipo viral a ser pesquisado (DEUBELBEISS et al.,

2014).

Figura 12 - Extracio de DNA e reacio em cadeia de polimerase (PCR). A esquerda,
extragio de DNA a partir de leucdcitos do sangue periférico para
realizacdo da técnica de PCR nested. Seta vermelha aponta precipitacao de
4cidos nucleicos em etanol absoluto. A direita, gel de agarose a 2% corado
com brometo de etidio, apresentando produtos de amplificacdo de
fragmento-alvo do DNA proviral de lentivirus de pequenos ruminantes,
com 187 pares de base (pb). M (marcador DNA ladder 100pb); 1, 2,3 e 6
(amostras negativas); 4, 5, 7 a 13 (amostras positivas); C+ (controle
positivo); C- (controle negativo).

1

2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 M C+ C-

187ph
——

Fonte: arquivo pessoal (2013).

A deteccao de animais positivos em provas de imunodiagndstico necessita do
desenvolvimento de resposta imune humoral, que € varidvel, dependendo do nivel de
replicacdo viral em cada animal (TIGRE et al., 2006), observando-se menor tempo
médio de soroconversdao em rebanhos com maior prevaléncia (PETERHANS et al.,
2004). Por isso, a sensibilidade e especificidade devem ser consideradas para a
interpretacdo dos resultados (GJERSET et al., 2009; LIMA et al., 2013b).

Nesse contexto, ressalta-se a importancia da preparacdo do antigeno para a
padronizacdo e validacdo das técnicas (CELER JR. et al., 1998). No teste de IDGA
(Figura 13), por exemplo, a escolha do antigeno pode influenciar marcadamente os

resultados (KNOWLES JR. et al., 1994; AYELET et al., 2001). A glicoproteina de
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superficie gpl135 e a proteina do capsideo p28 sdo as principais responsdveis pela
formacgdo das linhas de precipitagdo (PINHEIRO et al., 2010) e alguns animais podem
apresentar anticorpos para gpl35 na auséncia de resposta detectdvel para p28 e vice-
versa. Por isso, a utilizacdo dos dois antigenos, assim como seus respectivos padrdes de

soro, aumenta a sensibilidade (REISCHAK et al., 2002; PINHEIRO et al., 2006).

Figura 13 - Teste de imunodifusido em gel de agarose (IDGA). ST (soro teste); SP (soro
padrdo positivo); Ag (antigeno rico em p28). [A] Soros testes negativos;
[B] Seta branca aponta para reacdo fortemente positiva e seta preta destaca
reacdo fraco-positiva; [C] Seta preta apresenta reacdo inespecifica,
havendo o cruzamento de linhas sem identidade.

A O

Fonte: arquivo péssal (2012). .

Outro aspecto a ser considerado para o imunodiagndstico diz respeito a
heterogeneidade dos LVPR. O uso de antigenos recombinantes contendo epitopos
imunodominantes especificos pode ajudar a identificar e diferenciar genétipos, por meio
de ensaios imunoenzimaticos, detectando-se infeccio homodloga (VALAS et al., 2000;
GREGO et al., 2002; PETERHANS et al., 2004; GREGO et al., 2007; REINA et al.,
2010). Entretanto, isso interfere na sensibilidade e especificidade do teste para
levantamentos epidemioldgicos, quando ndo se conhece os gendtipos circulantes em
uma regido. Logo, antigenos preparados a partir da particula viral inteira pode
compensar a heterogeneidade viral devido a variabilidade de epitopos para a reagdo
(REINA et al., 2009b).

Além disso, a producdo de antigeno a partir de cepas locais € interessante para

melhorar a sensibilidade dos testes (ABREU et al., 1998; REISCHAK et al., 2002;
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REINA et al., 2009a). Ressalta-se que o antigeno produzido a partir do lentivirus
caprino possui maior sensibilidade para pesquisar anticorpos contra cepas relacionadas
ao protétipo CAEV, quando comparado ao antigeno produzido a partir do lentivirus
ovino e vice-versa (KNOWLES JR. et al., 1994; ABREU et al., 1998).

Nao ha um teste soroldgico universalmente aceito como “padrdo ouro” para o
diagnéstico dos LVPR (PETERHANS et al, 2004). Os testes de ELISA
(KARANIKOLAOU et al., 2005; DANTAS et al., 2008; TORRES et al., 2009; LIMA
et al., 2013b), imunofluorescéncia indireta (LARA et al., 2002) e dot-blot (PINHEIRO
et al., 2006) possuem maior sensibilidade que especificidade, considerando a prova de
IDGA como padrdo. Entretanto, o método mais préximo do “padrio ouro” do
imunodiagnéstico para LVPR € o immunoblotting (IB), também denominado de
western-blot, pois apresenta boa combinagdo entre sensibilidade e especificidade e por
isso, € utilizado como prova confirmatéria do status soroldégico (BRODIE et al., 1998;
PETERHANS et al., 2004; PINHEIRO et al., 2011; RODRIGUES et al., 2014).

Em estudos de triagem, quando ndo se conhece a ocorréncia dos LVPR, a técnica
de IDGA € a indicada. Entretanto, para programas de controle da enfermidade,
recomenda-se a aplicagcdo de provas de imunodiagndstico mais sensiveis, como o
ELISA e o IB, que podem ser associadas a técnicas de PCR, aumentando a eficicia do
diagndstico (ALVAREZ et al., 2006; GREGORY et al., 2011a).

A discordancia de resultados entre testes de diagndstico para LVPR ¢ alta e
relaciona-se a prépria patogenia do agente e a evolu¢do da infec¢do no animal, com
variacdo da resposta imune humoral e da expressdo viral. Por isso, a combinagdo de
diferentes metodologias, imunoldgicas e moleculares, aumenta a probabilidade de
deteccao de animal infectado, potencializando os resultados de programas de controle e
erradicacdo (BARQUERO et al., 2013; CAVALCANTE et al., 2013).

A ocorréncia de transmissdo interespécies influencia na biologia da infecgdo e
interfere na patogenicidade e no diagndstico. Sendo assim, métodos soroldgicos e
moleculares podem apresentar diferentes sensibilidades para ovinos e caprinos,
independentemente da diversidade viral, devido a interacdo especifica do agente

infeccioso com o hospedeiro (BARQUERO et al., 2013; RACHID et al., 2013).
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7.  Aspectos relevantes para a profilaxia e controle das lentiviroses de pequenos

ruminantes

Como a principal forma de infeccdo de rebanhos livres se dd por meio da
introducdo de animais portadores, para prevencdo e até mesmo controle, deve-se
realizar exames dos animais antes de introduzi-los no plantel (ALMEIDA et al., 2003).
Entretanto, devido ao periodo de laténcia dos LVPR, o melhor a ser feito € adquirir
genética melhoradora a partir de estabelecimentos certificados como livres (ROBLES et
al., 2003).

Nao existem vacinas disponiveis nem terapéutica eficaz (BLACKLAWS, 2012).
Por isso, a forma de combater a enfermidade € detectando-se o virus precocemente nos
rebanhos (ALMEIDA et al., 2003; LEROUX e MORNEX, 2009; REINA et al., 2009a).
O primeiro passo € realizar sorologia para identificar animais positivos, devendo-se
atentar para fatores como a soroconversao tardia (PINHEIRO et al., 2010). Recomenda-
se a utilizacdo de teste soroldgico periddico, uma a duas vezes por ano (MOOIJEN,
2001).

Na determinacdo do status sorolégico de um rebanho, em geral, amostras de
sangue sdo colhidas de animais com mais de seis meses de idade (DAWSON, 1987a;
GUFLER et al., 2007; REINA et al., 2009a), j4 que anticorpos colostrais podem ser
detectados por pouco mais de dois meses de vida e a soroconversao ativa € usualmente
verificada apés esse periodo (ALVAREZ et al., 2005; ALVAREZ et al., 2006).

Uma efetiva estratégia de controle em rebanhos de baixa prevaléncia € o descarte
de animais positivos (REINA et al., 2009a). Por outro lado, em situacdes onde a
soropositividade é elevada, o sacrificio de animais para posterior reposicdo nao é
aplicavel. Nestes casos, a conservacdo de raca e genética pode ser realizada com a
obtenc@o de um rebanho livre a partir da progénie dos animais infectados (KONISH et
al., 2011).

Para tanto, os neonatos devem ser separados no momento do nascimento,
impedindo o contato com a saliva da mde e o acesso ao colostro materno, oferecendo
colostro e posteriormente leite bovino (CRAWFORD e ADAMS, 1981; BLACKLAWS
et al., 2004; ALVAREZ et al., 2005; SILVA et al., 2007; KONISHI et al., 2011) ou
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colostro homologo tratado a 56°C por uma hora e leite pasteurizado (DAWSON, 1987a;
SILVA et al., 2007; MODOLO et al., 2009).

Recomenda-se a criacdo de diferentes rebanhos (positivo e negativo), com
duplicidade das instalacdes e atividades desenvolvidas, descartando-se os animais
positivos gradativamente (REINA et al., 2009a). Ressalta-se, entretanto, que essa
metodologia implica em altos custos de producdo e pode falhar em casos de ocorréncia
da transmissdo intrauterina (MODOLO et al., 2009). De qualquer forma, € uma
estratégia que contribui para a diminuicdo da prevaléncia no rebanho e controle da
enfermidade (LOPEZ et al., 2012).

Outro fator imprescindivel para a eficdcia dos programas de controle dos LVPR ¢
a escolha dos testes de diagndstico que serao empregados, considerando a sensibilidade
e especificidade (CRUZ et al., 2003; LIMA et al., 2013b). Nesse sentido, a medida que
a taxa de soropositividade em um rebanho diminui, testes de maior sensibilidade
tornam-se necessdrios, pois a taxa de soroconversdo, apesar de baixa, é mantida
(PINHEIRO et al., 2010). Nessas situagdes, a combinagao de diferentes métodos pode
melhorar o desempenho do diagndstico, aliando-se boa sensibilidade e especificidade
(GJERSET et al., 2009; MODOLO et al., 2009; REINA et al., 2009a; BARQUERO et
al., 2013; CAVALCANTE et al., 2013; LIMA et al., 2013b; RODRIGUES et al., 2014).

A circulagdo dos LVPR em sistemas de criacao estd associada a muitos prejuizos,
mais evidentes em propriedades com maiores prevaléncias. Essas perdas caracterizam-
se diretamente pela queda na produtividade, havendo emagrecimento dos animais,
diminui¢do da producdo e qualidade do leite, além de comprometimento de parametros
reprodutivos (BRITO, 2009). Perdas indiretas importantes decorrem da desvalorizacdo
dos rebanhos, reposicdo de animais, despesas com medidas de controle e barreiras
comerciais para produtos (PINHEIRO et al., 2001; SOUZA et al., 2013).

Por isso, com a crescente ocorréncia de pequenos ruminantes infectados pelo
lentivirus no Brasil, faz-se urgente e necessdria uma discussdo continuada e a
implantacdo de programas estaduais de sanidade (PINHEIRO et al., 2001; REISCHAK
et al., 2002; BATISTA et al., 2004; MARTINEZ et al., 2011), ja que trata-se de agente
infeccioso de dificil e oneroso controle (BRODIE et al., 1998). Soma-se a esta

problematica, o potencial de transmissao interespécies.
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Na Suicga, o programa de erradicacdo da CAE teve inicio na década de 80 de
forma voluntéria e desde 1998, tornou-se compulsério. Em menos de 15 anos, houve a
reducdo da prevaléncia de 83%, em 1989, para 1%, em 2002 (SHAH et al., 2004a).
Como consequéncia, as manifestagdes clinicas em rebanhos caprinos, que estavam
associadas ao subtipo B dos LVPR, desapareceram (DEUBELBEISS et al., 2014).
Entretanto, criadores, veterindrios e autoridades foram surpreendidos com a re-
emergéncia da soroconversao em rebanhos livres durante muitos anos e que seguiam
rigorosamente os principios do programa, prejudicando a campanha de erradicagdo.
Como cerca de 30 a 60% das propriedades mantinham caprinos e ovinos consorciados,
suspeitou-se de que a origem da reinfeccao dos rebanhos tenha sido ovinos infectados, a
partir do subtipo A4 (SHAH et al., 2004b).

Dessa forma, a heterogeneidade e o potencial da transmissdo interespécies dos
lentivirus devem ser considerados para o desenvolvimento de programas sanitarios de
pequenos ruminantes (PISONI et al., 2005; GJERSET et al., 2007; GJERSET et al.,
2009), ja que é comum, principalmente no nordeste brasileiro, a criacdo consorciada
dessas espécies (PINHEIRO et al., 2004; SOUZA et al. 2007; MARTINEZ et al.,
2010).

Por outro lado, a insercdo desta tendéncia na realidade brasileira possui
importantes desafios, que se iniciam pelo conhecimento dos genétipos de LVPR que
circulam e interagem com os rebanhos de caprinos e ovinos, avaliacdo da
suscetibilidade clinica dessas espécies para os diferentes subtipos virais, bem como

determinac¢do do padrao oficial de diagndstico considerando todas essas peculiaridades.
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OBJETIVOS

-Avaliar a transferéncia e duracdo da imunidade passiva colostral contra LVPR em

cordeiros.

-Avaliar diferentes condi¢Oes de exposi¢cdo para ocorréncia de transmissao interespécies

do LVPR de caprinos para ovinos.

HIPOTESE CIENTIFICA

Cepa de lentivirus de pequenos ruminantes, circulante no nordeste brasileiro, pode ser
transmitida de caprinos para ovinos, a partir da ingestdao de colostro e leite de animais

infectados e por contato prolongado.
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CAPITULO 1

Duraciao da imunidade passiva para lentivirus de pequenos ruminantes

em cordeiros’

' SOUZA, T.S.; COSTA, J.N.; PINHEIRO, R.R.; LIMA, C.C.V.; MELO, F.C.C.; ANDRIOLI, A.;
AZEVEDO, D.A.A.; SANTOS, V.W.S.; OLIVEIRA, E.L.; COSTA NETO, A.O. Duragdo da imunidade
passiva para lentivirus de pequenos ruminantes em cordeiros. Semina: Ciéncias Agrarias, v.35, n.2,

p.845-856, 2014.
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Duracao da imunidade passiva para lentivirus de pequenos ruminantes

em cordeiros

RESUMO

Com a finalidade de avaliar a transferéncia de imunidade passiva colostral contra
lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR), em cordeiros, este estudo foi conduzido a
partir de dois grupos experimentais. O primeiro (G1) foi estabelecido por nove
cordeiros submetidos a mamada artificial de pool de colostro de cabras positivas para
LVPR. O segundo (G2) foi o controle, constituido por dez cordeiros submetidos a
mamada natural de colostro das suas maes negativas. Amostras de sangue foram obtidas
antes da primeira mamada, apds 24h do nascimento e com sete, 15, 30, 50, 70, 90 e 120
dias de vida. Determinaram-se as concentracdes de proteina sérica total (PST), albumina
(ALB), globulinas (GLOB) e imunoglobulina G (IgG) e anticorpos anti-LVPR foram
pesquisados a partir das técnicas de imunodifusdao em gel de agarose (IDGA), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e immunoblotting (IB). Em ambos os grupos, as menores
médias de PST, GLOB e IgG foram observadas ao nascimento e as maiores médias
foram constatadas as 24 horas de vida, devido a absor¢ao de imunoglobulinas colostrais.
Para o G1, a transferéncia de imunidade também pdde ser constatada pelas provas de
imunodiagndstico. Ao nascimento, os animais estavam soronegativos. Com 24 horas,
todos foram reagentes nos trés testes sorologicos. Posteriormente, resultados negativos
comegaram a ser observados, a partir dos 15 dias de idade, pela prova de IDGA. J4a pelo
teste de ELISA, todos os animais permaneceram reagentes até os 50 dias de vida.
Apenas o IB foi capaz de detectar anticorpos anti-LVPR aos 70 dias. Em relacdo ao G2,
todos os animais apresentaram resultados negativos nos testes de IDGA e IB, do
nascimento aos 120 dias de idade. Esses dados estdo de acordo com a sensibilidade e
especificidade de cada prova soroldgica e demonstram que aos 90 e 120 dias de idade,
anticorpos colostrais anti-LVPR nao mais sdo detectados no soro de cordeiros, com o

emprego dessas metodologias.

Palavras-chave: Anticorpos colostrais, imunodiagndstico, lentiviroses, ovinos
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Duration of passive immunity to small ruminant lentiviruses in lambs

ABSTRACT

In order to evaluate the passive immunity against small ruminant lentiviruses
(SRLV) in lambs, this study was conducted with two experimental groups. The first one
(G1) was established by nine lambs subjected to artificial feeding of colostrum from
seropositive goats. The second one (G2) was the control group, consisting of ten lambs
subjected to suckling of colostrum from their negative mothers. Blood samples were
obtained before the first feeding, after 24 hours of birth and at 7, 15, 30, 50, 70, 90 and
120 days of age. The concentrations of total serum protein (TSP), albumin (ALB),
globulin (GLOB) and immunoglobulin G (IgG) were determined as well as the presence
of antibodies to SRLV by agar gel immunodiffusion (AGID), enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) and immunoblotting (IB). In both groups, the lowest
averages of TSP, GLOB and IgG were observed at birth and the highest ones were
observed at 24 hours of life, due to absorption of colostral immunoglobulins. For G1,
transfer of immunity could also be detected by immunodiagnostic tests. At birth, the
animals were seronegative. After 24 hours, all animals were positive for all serological
tests. Negative results were first observed at 15 days of age by the AGID test. For
ELISA evaluation, all animals remained reagent until 50 days old. Only IB was able to
detect anti-SRLYV until 70 days after birth. Regarding G2, all animals tested negative in
AGID and IB, from birth until 120 days of age. These data are consistent with the
sensitivity and specificity of the serological tests, showing that colostral antibodies to
SRLV were no longer detected in the serum of lambs at 90 and 120 days of age with the

use of these methodologies.

Key words: Colostral antibodies, immunodiagnostic, lentiviruses, sheep
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INTRODUCAO

Durante a evolucdo das espécies, mecanismos de transferéncia de imunidade da
mae para a prole se desenvolveram para que toda experi€ncia imunolégica materna
protegesse o filho apds o nascimento. Em mamiferos, imunoglobulinas podem ser
adquiridas passivamente pelo recém-nascido, através da placenta ou por meio da
ingestao de colostro e leite (HURLEY e THEIL, 2011).

No caso dos ruminantes, a placenta do tipo sindesmocorial impede a passagem de
proteinas séricas de alto peso molecular, como as imunoglobulinas, da circulagio
materna para a fetal (FEITOSA, 1999). Por isso, o recém-nascido ruminante nasce
hipogamaglobulinémico, adquirindo anticorpos apds a ingestdo de colostro (BORGES
et al., 2001; SIMOES et al., 2005; SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2010).

O monitoramento da transferéncia de imunidade € uma medida que pode refletir
na reducdo das taxas de morbidade e mortalidade neonatais em rebanhos ovinos
(SILVA et al., 2010), ja que a inadequada ingestao de colostro estd entre as principais
causas de morte em cordeiros no periodo perinatal (NOBREGA JUNIOR et al., 2005).
Além disso, a quantidade e qualidade, bem como a precocidade no fornecimento, sdo
fundamentais para a aquisicio de bons niveis de imunoglobulinas (SIMOES et al.,
2005; YANAKA et al., 2012).

Por outro lado, a ingestdo de colostro e leite pode ser uma importante forma de
transmissdo de agentes infecciosos, como lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)
(LARA et al., 2003; PREZIUSO et al., 2004; ALVAREZ et al., 2005; HERRMANN-
HOESING et al., 2007). Estes s@o retrovirus ndo oncogénicos (STRAUB, 2004), que
infectam principalmente mondcitos e macréfagos (GENDELMAN et al., 1986),
provocando enfermidades de curso progressivo, denominadas de artrite-encefalite em
caprinos (CAE) e maedi-visna (MV) em ovinos (PASICK, 1998; CALLADO et al.,
2001; SOUZA et al., 2012).

Em programas de sanidade de pequenos ruminantes, uma das alternativas
adotadas para o controle e prevencdo dos LVPR € a termizacdo do colostro a 56°C
durante uma hora, para destrui¢do das particulas virais (DAWSON, 1987; MODOLO et
al., 2009). Este método ndo prejudica a qualidade do colostro para a transferéncia de

imunidade (SILVA et al., 2007; ELOY et al., 2013), mas deve-se atentar para a
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presenca de anticorpos anti-LVPR, que serdo transferidos, tornando os animais
reagentes apds a mamada, o que compromete a utilizagdo de testes soroldgicos para o
diagnéstico (ALVAREZ et al., 2005; HERRMANN-HOESING et al., 2007). Ressalta-
se que os anticorpos colostrais anti-LVPR ndo previnem a infeccdo dos neonatos
(ALVAREZ et al., 2006).

Logo, o objetivo deste trabalho foi detectar a transferéncia de imunidade passiva
colostral contra lentivirus de pequenos ruminantes, em cordeiros, avaliando-se a

duracdo da resposta imune adquirida, utilizando-se diferentes testes sorologicos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos e Ovinos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Caprinos e Ovinos), em Sobral,
Cear4, Brasil, com aprovacao da Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual Vale do Acarai (CEUA/UVA), sob o nimero 001.12.

Dois grupos experimentais foram constituidos por cordeiros machos e fémeas,
mesticos de racas localmente adaptadas, como Santa Inés e Morada Nova, filhos de
matrizes e reprodutores de rebanho ovino livre de LVPR, monitorado por imunodifusao
em gel de agarose (IDGA), ensaio imunoenzimatico (ELISA), immunoblotting (IB) e
reacdo em cadeia da polimerase do tipo nested (PCR nested), durante dois anos, a cada
quatro meses.

O primeiro grupo (G1) foi estabelecido por nove cordeiros submetidos a mamada
artificial exclusiva de pool de colostro da primeira ordenha de cabras positivas para
LVPR, durante as primeiras 24 horas de vida. A quantidade de colostro fornecida foi de
aproximadamente 11% do peso vivo nas primeiras oito horas pés-parto, visando a
adequada transferéncia de imunidade passiva (N()BREGA JUNIOR et al., 2005;
SIMOES et al., 2005; YANAKA et al., 2012). Mamadas adicionais ainda foram
oferecidas até 24 horas apds o nascimento, quando entdo os animais comecaram a
mamar diretamente nas suas maes. Durante esse periodo de 24 horas apds o parto, as
ovelhas tiveram o ubere ordenhado e os tetos isolados com esparadrapo para impedir a

mamada natural. O segundo grupo (G2) foi o controle, constituido por dez cordeiros,
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que mamaram colostro naturalmente das suas maes, havendo apenas o monitoramento
das mamadas, conforme metodologia descrita por Silva et al. (2010).

Cada grupo permaneceu em baias isoladas, em sistema de confinamento,
recebendo alimentacdo volumosa e concentrada em cocho, além de dgua a vontade e
suplementa¢cdo mineral. Todos os cordeiros foram monitorados clinicamente, por meio
de exame fisico, hemograma e parasitolégico de fezes, como forma de manejo sanitario.
Aos 90 dias de vida, houve o desmame. Amostras de sangue foram obtidas antes da
primeira mamada, apds 24 horas do nascimento e com sete, 15, 30, 50, 70, 90 e 120 dias
de vida, por venopungdo da jugular, com antissepsia, em sistema a vécuo, utilizando-se
tubos sem anticoagulante. Apos formacdo de codgulo, os tubos foram centrifugados a
1.500G, por 10 minutos, acondicionando-se o soro a -20°C.

Nas amostras coletadas até os primeiros 30 dias de vida, foram determinadas as
concentracdes (g/dL) de proteina sérica total (PST) e albumina (ALB), pelos métodos
colorimétricos de reagdo com o biureto e do verde de bromocresol, respectivamente, a
partir de kits comerciais, seguindo-se as recomendacdes do fabricante (LABTEST
DIAGNOSTICA, 2013). O teor (g/dL) de globulinas (GLOB) foi calculado pela
diferenca entre PST e ALB (SILVA et al., 2007). Também foram determinadas as
concentracdes séricas (g/dL) de imunoglobulinas G (IgG) utilizando-se kit comercial de
ELISA, conforme manual técnico do fabricante (BETHYL LABORATORIES, 2013).
Analisaram-se os dados obtidos pela prova estatistica de Wilcoxon, para identificar
diferencas significativas entre as médias das varidveis nos momentos analisados e pela
prova de Mann-Whitney, a fim de se verificar diferencas significativas entre as médias
dos grupos experimentais. Essas andlises tiveram como referéncia 95% de confianca
(p<0,05).

No intuito de pesquisar anticorpos anti-LVPR, os testes de IDGA, ELISA e 1B
foram aplicados. Para tanto, produziu-se antigeno a partir de cultivos secunddarios de
membrana sinovial caprina, inoculados com cepa padraio CAEV-Cork (PINHEIRO et
al., 2006; PINHEIRO et al., 2010). No teste de IDGA, utilizou-se antigeno concentrado
por ultrafiltracdo e tratado com éter etilico (PINHEIRO et al., 2010). Para o ELISA, o
antigeno empregado foi obtido a partir de pellet de células tratado com dodecil sulfato
de sédio (SDS), conforme metodologia descrita por Torres et al. (2009). J4 na técnica de

IB, foi utilizado antigeno produzido por ultracentrifugacdo em colchdo de sacarose
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(PINHEIRO et al., 2006; DANTAS et al., 2008). A padronizacdao das técnicas e a
determinagdo dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo, concordancia dos testes e indice kappa foram realizadas por
Lima et al. (2013) e Rodrigues et al. (2014).

Os testes de IDGA foram conduzidos em placas de petri plasticas (90x15mm),
contendo 13mL de gel de agarose a 1% em solugdo salina fosfatada (PBS). Apds a
perfeita polimerizacdo, o gel foi perfurado com roseta metédlica hexagonal, formando
sete pocos com capacidade para 25uL. O pogo central recebeu antigeno e os pogos
periféricos foram preenchidos com soros a serem testados e soro padrdo positivo, de
forma intercalada. As placas foram acondicionadas em camara umida, a 25°C.
Efetuaram-se leituras com 48 e 72 horas, sobre fonte de luz, com fundo escuro,
observando-se formacdo de linha de precipitacio (PINHEIRO et al., 2005; PINHEIRO
et al., 2010). Considerou-se positivo o soro cuja linha de precipitagdo apresentou
identidade com a linha formada pelo soro padrio e negativo aquele que ndo levou a
formacdo de linha de precipitagdo ou a linha formada nao apresentou identidade com a
do soro padrao (ABREU et al., 1998).

Os testes de ELISA foram conduzidos baseando-se na metodologia descrita por
Pinheiro et al. (2006), utilizando-se microplacas rigidas com 96 pocos (Nunc-Immuno
Plate MaxiSorp Surface), de alta capacidade de adsorcdo. A sensibilizacdo foi realizada
com 0,5ug de antigeno por poco e os soros a serem testados, bem como o soro padrao
positivo e o padrao negativo foram diluidos 1:50 e distribuidos na placa em duplicata.
Utilizou-se conjugado (anti-IgG caprino marcado com peroxidase - SIGMA®) na
diluicao 1:1500. Os resultados expressos em densidade Optica foram convertidos em
percentual do resultado médio de duas repeti¢des com soro padrao positivo (percentual
de positividade — PP), variando de 0 a 100%. O ponto de corte de 25,35% foi
estabelecido a partir de amostras negativas testadas por IDGA e IB (média dos PP mais
trés vezes o desvio padrdo).

As provas de IB foram realizadas com base na técnica descrita por Pinheiro et al.
(2011), sendo que as proteinas do antigeno separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), foram transferidas para a membrana de nitrocelulose
(MN) passivamente (CRUZ et al., 2003). Ap6s o bloqueio, a membrana foi cortada em

tiras, para incubagdo com os soros, na diluicao de 1:50. O conjugado (anti-IgG ovino
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marcado com peroxidase—SIGMA®) foi aplicado na diluicdo de 1:15000. Consideraram-
se como positivos 0s sOros cujas tiras apresentaram reacao para o polipeptideo com peso
molecular préximo a 28kDa, tendo-se como parametro a tira do soro controle positivo e

o padrao de peso molecular de proteinas (OLIVEIRA et al., 2008; SARDI et al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de PST, ALB, GLOB e IgG (g/dL), do nascimento aos 30 dias
de idade, estdo apresentados na Tabela 1. Em ambos os grupos, as menores médias de
PST, GLOB e IgG foram observadas ao nascimento e as maiores médias foram
constatadas em 24 horas de vida, com diferenca significativa dos demais valores. A
partir dai, houve decréscimo das concentracdes. Quanto as dosagens de ALB, para o
G1, ndo houve diferenca estatistica nos primeiros trés momentos. A maior média foi
obtida aos 30 dias de idade. J4 para o G2, houve discreta diferenca dos valores nos
primeiros trés momentos de coleta. As maiores médias foram obtidas aos 15 e 30 dias,

nao havendo diferenca estatistica entre estas.

Tabela 1 - Valores médios de proteina sérica total (PST), albumina (ALB), globulinas
(GLOB) e imunoglobulinas G (IgG), em g/dL, de cordeiros submetidos a
mamada artificial (G1) e natural (G2) de colostro.

Médias Idade (em dias)
(g/dL) 0 1 7 15 30
PST Gl  4,35+0,73 a*C=+  8,9544,70 aA  5,81+0,80 aB 5,69+0,52 aB 5,7440,54 aB
G2 47240738 aE 8,88+1,03 bA  6,82+0,54 bB 6,41+0,59 bC 5,97+0,88 aD
ALB Gl 2,30+0,23 aC 2,17+£0,52 aC ~ 2,30+0,17 aC 2,73+0,36 aB 2,91+0,35 aA
G2 2,37+0,19 aC 2,2540,22 aD  2,64+027bB  2,92+0,34 aAB  3,04+0,27 aA
GLOB Gl  2,05+0,70 aC 6,78+4,25 aA  3,51£0,87aB  2,95+0,65 aBC  2,84+0,60 aC
G2 2,35+0,30 aE 6,63%1,14 aA  4,1840,52 aB 3,49+0,45 aC 2,9240,72 aD
12G G1 0,0020,00 aE 1,30+£0,37 aA  0,51+0,07 aB 0,43+0,12 aC 0,29+0,05 aD
G2 0,03+0,03 bE 1,09+0,34 aA  0,62+0,14 aB 0,46+0,11 aC 0,21+0,07 bD

*Letras mindsculas iguais na mesma coluna, dentro de cada varidvel: as médias nao apresentam diferencas
significativas para os grupos G1 e G2, em cada momento observado, pela prova de Mann-Whitney, a 95%
de confianga.

**Letras maidsculas iguais na mesma linha: as médias nfo apresentam diferengas significativas dentro dos
momentos observados, pela prova de Wilcoxon, a 95% de confianca.

A PST em cordeiros recém-nascidos sofre alteragdes significativas com o

desenvolvimento etario. Ao nascimento, verifica-se a menor concentragdo, atingindo
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valor mdximo a partir de 24 horas de vida (SILVA et al., 2010). Essa diferenca nas
concentracdes protéicas nas primeiras 24 horas deve-se, quase que exclusivamente, a
absor¢do de imunoglobulinas colostrais (FEITOSA et al., 2001; SIMOES et al., 2005;
SILVA et al., 2007; YANAKA et al., 2012; ELOY et al., 2013).

Antes da ingestdo de colostro, o proteinograma se caracteriza pelo predominio de
ALB sobre GLOB, esta tdltima em concentracdo minima. Apds a ingestdo, as fragdes
ALB e alfaglobulina mantém-se relativamente estaveis, sendo que as betaglobulinas e
gamablobulinas apresentam aumento significativo (BORGES et al., 2001). No entanto,
a partir das primeiras 24-72 horas, ha decréscimo do valor de PST até os 30 dias de
vida, para entdo ocorrer acréscimo progressivo aos 60 e 90 dias (SILVA et al., 2010). O
ponto de concentracdo minima até os 30 dias reflete a transi¢do entre a fase de
catabolismo das imunoglobulinas adquiridas e o inicio da produ¢do end6gena
(PAULETTI et al., 2002; FERES et al., 2010).

A concentracdo sérica de IgG antes da ingestdo do colostro foi inexpressiva ou
mesmo indetectavel. Por outro lado, valores maximos foram constatados as 24 horas,
havendo, a partir dai, decréscimo progressivo, corroborando o que foi relatado por Silva
et al. (2007), em cabritos que ingeriram colostro de cabras artificialmente. Estes autores
verificaram concentracdo sérica média de IgG, as 24 horas de vida, de 0,749 g/dL,
utilizando a técnica de eletroforese em SDS-PAGE e de 2,070 g/dL, quando aplicaram o
método de imunodifusdo radial, ressaltando o cuidado que se deve ter ao interpretar
concentracdes de imunoglobulinas obtidas por diferentes técnicas. Segundo os autores,
a eletroforese em SDS-PAGE propicia o fracionamento mais acurado de proteinas,
sendo mais especifica na obtencdo da fracdo IgG. Inclusive, Feitosa et al. (2001)
observaram valores superestimados de concentracdes de imunoglobulinas utilizando-se
as provas de turbidimetria pelo sulfato de zinco e imunodifusdo radial, justificando o
ocorrido ao fato das amostras de soro possuirem grandes concentragoes de IgG.

Estudos descreveram correlacdo positiva e altamente significativa entre os valores
de proteina total e gamaglobulinas, em recém-nascidos, demonstrando que a
determinacdo da PST é um método eficaz de avaliacdo indireta da aquisi¢cdo de
imunidade passiva, na auséncia de desidratacdo (FEITOSA et al., 2001; PAULETTI et
al., 2012; SIMOES et al., 2005; YANAKA et al., 2012). Entretanto, existe discordancia

entre autores quanto a definicdo de um valor ideal de PST que confira uma adequada
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imunidade. Em bezerros, Costa et al. (2007) consideraram a ocorréncia de falha de
transferéncia de imunidade passiva (FTIP) nos animais que apds a ingestdo do colostro,
possuiram PST inferior a 5g/dL. J4 em cordeiros, Costa et al. (2013) relataram FTIP
quando os valores de PST foram menores ou iguais a 4,5g/dL, no periodo de 24 a 72
horas de vida.

Neste trabalho, o menor valor individual de PST observado no G1 foi de 5,92g/dL.
e no G2 foi de 7,58g/dL, as 24 horas de vida. Sendo assim, os dois tipos de manejo
adotados foram eficientes para promover a adequada transferéncia de imunidade.
Quando se comparou os resultados de PST entre os grupos (Tabela 1), observou-se
diferengas significativas em 24 horas, sete ¢ 15 dias de idade. J4 ao nascimento e com
30 dias, os valores de PST foram estatisticamente semelhantes, assim como ocorreu
para GLOB em todos os momentos observados. Quanto aos valores de ALB, s6 ocorreu
diferenca significativa entre os grupos aos sete dias de vida.

Para o G1, a imunidade passiva também pdde ser constatada a partir dos testes de
imunodiagnéstico para LVPR, que demonstraram a aquisicdo de imunoglobulinas

colostrais (Figura 1).

Figura 1 - Resultados dos testes de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), ensaio
imunoenzimdtico (ELISA) e immunoblotting (IB), do nascimento aos 120
dias de idade, de nove cordeiros que mamaram pool de colostro de cabras
positivas para lentivirus de pequenos ruminantes (G1).
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Antes da ingestdo do pool de colostro de cabras positivas, os cordeiros estavam
soronegativos nas provas de IDGA, ELISA e IB. Apds 24 horas do nascimento, todos os
animais foram reagentes nos trés testes, permanecendo assim até os 50 dias de vida
pelas técnicas de ELISA e IB. Resultados negativos comegaram a ser observados, pela
prova de IDGA, a partir dos 15 dias de idade e somente um dos nove cordeiros foi
reagente aos 50 dias. Aos 70 dias, apenas o IB foi capaz de detectar anticorpos
colostrais anti-LVPR e aos 90 e 120 dias, todos os cordeiros estavam soronegativos
pelas trés técnicas empregadas.

A ocorréncia de resultados soroldgicos negativos, inicialmente pela prova de
IDGA, ap6s o periodo de positividade, reflete a degradacdo das imunoglobulinas
adquiridas passivamente (PAULETTI et al., 2002; HERRMANN-HOESING et al.,
2007; FERES et al., 2010). Isto esta de acordo com a meia-vida de uma a trés semanas
da IgG, a imunoglobulina predominante no colostro de ruminantes (CERVENAK e
KAVSKOVICS, 2009; HURLEY e THEIL, 2011). Em cabritos, verificou-se a menor
concentracdo de IgG colostral aos 75 dias de vida (YANAKA et al., 2012). Logo, por
conta do declinio na concentra¢do das imunoglobulinas colostrais, somente os testes de
ELISA e IB foram capazes de detectar anticorpos anti-LVPR por mais tempo, por serem
mais sensiveis.

Em relagdo ao G2, constituido por cordeiros que mamaram colostro naturalmente
de suas maes negativas, todos os animais apresentaram resultados negativos nos testes
de IDGA e IB, do nascimento aos 120 dias de vida (Figura 2). Entretanto, soros
reagentes foram constatados nas provas de ELISA as 24h, sete e 15 dias pos-
nascimento. Curiosamente, nestes mesmos momentos, reagdes inespecificas foram
detectadas nos testes de IDGA, que apresentaram linhas sem identidade e nos testes de
IB, que revelaram reacdes nao relacionadas as proteinas dos LVPR. Por conta disso,
julgou-se os resultados positivos no ELISA como falso-positivos, oriundos de reacdes
inespecificas, com alta densidade Optica e consequentemente, com percentuais de
positividade acima do ponto de corte estabelecido.

Celer Jr. et al. (1998) ressaltaram que o antigeno produzido a partir da particula
viral completa, como o utilizado neste trabalho, aumenta a sensibilidade da prova,
entretanto, proteinas ndo-virais constituintes do antigeno e oriundas do cultivo celular

propiciam a ocorréncia de resultados falso-positivos no ELISA. Ademais, deve-se
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considerar que as imunoglobulinas colostrais refletem o historico de resposta do sistema
imunolégico da fémea a exposi¢do a diversos antigenos ao longo de sua vida (HURLEY
e THEIL, 2011). Logo, a ocorréncia das reacdes inespecificas relatadas justifica-se pela
tamanha variedade de epitopos que podem ser reconhecidos pelos anticorpos adquiridos

passivamente.

Figura 2 - Resultados dos testes de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e immunoblotting (IB), do nascimento aos 120
dias de idade, de dez cordeiros que mamaram colostro naturalmente de suas
maes negativas para lentivirus de pequenos ruminantes (G2).
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CONCLUSOES

A partir dos resultados expostos, concluiu-se que aos 90 e 120 dias de vida,
anticorpos colostrais anti-LVPR nao mais s@o detectados no soro de cordeiros. Logo, as
técnicas de IDGA, Elisa e IB podem ser aplicadas apds este periodo visando o
diagndstico. Ademais, frente as recentes pesquisas acerca da heterogeneidade dos LVPR
e considerando que os anticorpos colostrais nao previnem a infeccdo, outras andlises
serdo necessdrias para avaliar a ocorréncia de transmissao interespécies, bem como a

soroconversao desses animais e manifestacdo da doenca.
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Transmissao interespecifica do lentivirus de pequenos ruminantes

de caprinos para ovinos

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a transmissdo do lentivirus de caprinos para ovinos,
este estudo foi conduzido, utilizando-se quatro grupos experimentais. O primeiro (grupo
colostro) foi formado por nove cordeiros que receberam colostro de cabras positivas
para lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR). O segundo (grupo leite) foi
estabelecido por nove cordeiros que receberam leite dessas cabras. O terceiro foi um
grupo controle, constituido por cordeiros que mamaram colostro e leite de suas maes
negativas. J4 o quarto grupo (grupo contato) foi formado por oito ovinos adultos,
confinados com duas cabras naturalmente infectadas. Os grupos foram monitorados por
immunoblotting (IB), ensaio imunoenzimdtico (ELISA), imunodifusdao em gel de
agarose (IDGA) e reacdo em cadeia da polimerase do tipo nested (nPCR). Todos os
cordeiros que mamaram colostro e leite de cabras infectadas e seis ovinos do grupo
contato apresentaram resultados positivos na nPCR, apesar de soroconversdao somente
ter sido detectada em trés dos animais expostos, ndo havendo manifestacio clinica de
lentiviroses, em 720 dias de observacdo. Andlises filogenéticas com sequéncia do gene
gag demonstraram estreita relacdo entre as sequéncias virais obtidas dos animais
infectados e sequéncia do protétipo lentiviral caprino CAEV-Cork. Sendo assim,
concluiu-se que os lentivirus podem ser transmitidos de caprinos para ovinos;
entretanto, o grau de adaptacdo da cepa viral a espécie hospedeira provavelmente

interfere na persisténcia da infeccdo, taxa de soroconversao e manifestacao da doenca.

Palavras-chave: cordeiros, infec¢io cruzada, LVPR
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Interspecific transmission of small ruminant lentiviruses from goats to sheep

ABSTRACT

In order to evaluate the transmission of caprine lentivirus to sheep, this study was
conducted, using four experimental groups. The first (colostrum group) was formed by
nine lambs receiving colostrum from goats positive for small ruminant lentiviruses
(SRLV). The second (milk group) was established by nine lambs that received milk of
these goats. The third was a control group, consisting of lambs that suckled colostrum
and milk of negative mothers. The fourth group (contact group) was formed by eight
adult sheep, confined with two naturally infected goats. The groups were monitored by
immunoblotting (IB), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), agar gel
immunodiffusion (AGID) and nested polymerase chain reaction (nPCR). All lambs that
suckled colostrum and milk of infected goats and six sheep of the contact group showed
positive results in the nPCR, although seroconversion was detected only in three of the
exposed animals, with no clinical lentiviruses manifestation, in 720 days of observation.
Phylogenetic analysis with gag sequence showed a close relationship between viral
sequences obtained from infected animals and the prototype CAEV-Cork. Thus, it was
concluded that SRLV can be transmitted from goats to sheep, however, the degree of
adaptation of the virus strain to the host species probably interferes with the infection

persistence, seroconversion rate and disease manifestation.

Keywords: cross-infection, lambs, SRLV
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INTRODUCAO

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) sdo retrovirus com tropismo para
células do sistema monocitico fagocitdrio e causam a artrite-encefalite em caprinos
(CAE) e maedi-visna (MV) em ovinos (LEROUX e MORNEX, 2008; BLACKLAWS,
2012; SOUZA et al., 2012). Pertencem também ao gé€nero Lentivirus o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), simia (SIV), felina (FIV), bovina (BIV) e o virus da
anemia infecciosa equina (EIAV) (BLACKLAWS e HARKISS, 2010; LEROUX et al.,
2010).

A CAE e a MV sdo enfermidades progressivas e cronicas, com diferentes formas
clinicas, mais evidentes em rebanhos com moderada a elevada prevaléncia
(PETERHANS et al., 2004). Em caprinos, a forma articular é mais frequente, com
ocorréncia de claudicacdo e aumento do didmetro das articulagdes (ADAMS e
CRAWFORD, 1980; LARA et al., 2005). A forma respiratéria é mais comum em
ovinos, que apresentam dispneia e intolerancia a exercicios (DAWSON et al., 1987;
ANGELOPOULOU et al., 2005). Além disso, os animais podem apresentar
emagrecimento progressivo, mastite indurativa (GREGORY et al.,, 2009a) e
encefalomielite pode ocorrer em cabritos e cordeiros, que manifestam sinais
neurolégicos como paresia e paralisia de membros posteriores (ADAMS e
CRAWFORD, 1980; CRAWFORD e ADAMS, 1981; BENAVIDES et al., 2007).

Durante anos, lentivirus isolados em ovinos foram denominados de maedi-visna
virus (MVV) e em caprinos, virus da artrite-encefalite caprina (CAEV), sendo
considerados como especificos a cada espécie. Entretanto, andlises filogenéticas e
constatacoes de infec¢do cruzada demonstraram que existem diferentes gendtipos e
subtipos lentivirais, capazes de infectar tanto caprinos quanto ovinos (LEROUX et al.,
1997; ZANONI, 1998; SHAH et al. 2004a; LEROUX et al., 2010; SOUZA et al., 2012).

Inferéncias sobre a heterogeneidade dos LVPR e a ocorréncia da transmissdo
interespécies ja foram feitas em andlises filogenéticas conduzidas no Brasil (CASTRO
et al., 1999), nos Estados Unidos (ADEDEII et al., 2013), Canada (FRAS et al., 2013),
Franca (LEROUX et al., 1995; GERMAIN e VALAS, 2006), Itilia (GREGO et al.,
2002; PISONI et al., 2005; GREGO et al., 2007; REINA et al., 2009; PISONI et al.,
2010; REINA et al., 2010; BERTOLOTTI et al., 2011; GIAMMARIOLI et al., 2011),
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Irlanda (ROLLAND et al., 2002), Suica (SHAH et al., 2004b; DEUBELBEISS et al.,
2014), Espanha (REINA et al., 2006; GLARIA et al., 2009; PEREZ et al., 2014), Grécia
(ANGELOPOULOU et al., 2005), Noruega (GJERSET et al., 2007, 2009), Finlandia
(LAAMANEN et al., 2007), Polonia (OLECH et al., 2012) e Eslovénia (KUHAR et al.,
2013), nao havendo, entretanto, a determina¢do de como ocorreu a infec¢do cruzada,
ainda que alguns autores tenham suspeitado de transmissido horizontal (SHAH et al.,
2004b; PISONI et al., 2005), ingestao de leite (PEREZ et al., 2014) e fomites (FRAS et
al., 2013).

Questdes acerca da circulacio e adaptacdo dos LVPR em seus hospedeiros ainda
precisam ser respondidas, visando a implanta¢do de programas de prevenc¢do e controle,
que devem considerar a possibilidade de transmissao interespécies (GJERSET et al.,
2007, 2009), principalmente tratando-se de criagdes consorciadas, muito comuns no
nordeste brasileiro (PINHEIRO et al., 2004; MARTINEZ et al., 2010). Nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a transmissdo do lentivirus de caprinos para ovinos, a
partir de diferentes condicdes de exposi¢do, aplicando-se métodos de diagndstico

variados para constatar a ocorréncia de infeccao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos e Ovinos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Caprinos e Ovinos), em Sobral,
estado do Ceard, Brasil, com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Vale do Acarai (CEUA/UVA), sob o nimero 001.12.

Objetivando-se avaliar a transmissao interespécies do virus a partir de colostro e
leite, trés grupos experimentais foram constituidos por cordeiros machos e fémeas,
mesticos de racas localmente adaptadas, predominando Santa Inés e Morada Nova,
filhos de matrizes e reprodutores de rebanho ovino livre de LVPR, monitorado por
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), ensaio imunoenzimdtico (ELISA),
immunoblotting (IB) e reacdo em cadeia da polimerase do tipo nested (nPCR), durante

dois anos, a cada quatro meses.
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O primeiro grupo (grupo colostro) foi estabelecido por nove cordeiros submetidos
a mamada artificial exclusiva de pool de colostro de cabras positivas para LVPR,
durante as primeiras 24 horas de vida. A quantidade de colostro fornecida foi de
aproximadamente 11% do peso vivo nas primeiras oito horas pds-parto, visando a
adequada transferéncia de imunidade passiva (N()BREGA JUNIOR et al., 2005;
SIMOES et al., 2005; YANAKA et al., 2012). Mamadas adicionais ainda foram
oferecidas até 24 horas apds o nascimento, quando entdo os animais comecaram a
mamar diretamente nas suas maes. Durante esse periodo de 24 horas apds o parto, as
ovelhas tiveram o ubere ordenhado e os tetos isolados com esparadrapo para impedir a
mamada natural.

O segundo grupo (grupo leite) foi formado por nove cordeiros submetidos a
mamada artificial de pool de leite de cabras positivas, durante 15 dias, a partir da
segunda semana de vida. Os animais permaneceram com suas maes desde o nascimento,
mamando colostro e leite naturalmente e durante o periodo de aleitamento artificial,
eram apartados pela manha para o fornecimento ad libitum de forma individual, para
entdo retornarem a baia das ovelhas. O terceiro grupo foi o controle, constituido por dez
cordeiros, que mamaram colostro e leite naturalmente em suas maes negativas.

O colostro e o leite fornecidos aos animais dos dois primeiros grupos
experimentais foram oriundos de cabras naturalmente infectadas por LVPR,
pertencentes as ragas Saanen ¢ Anglo Nubiana, testadas por IB, ELISA, IDGA e nPCR,
mantidas isoladas em sistema leiteiro de criagdo semi-intensiva. Tanto o colostro quanto
o leite foram armazenados em garrafas plasticas, acondicionadas a -20°C durante sete
meses, até o nascimento dos cordeiros. Aos 90 dias de vida, houve o desmame dos
animais e apds os 330 dias de experimento, os machos foram retirados dos grupos por
escassez de volumoso devido a estiagem prolongada.

Com a finalidade de analisar a transmissdo horizontal do virus de caprinos para
ovinos, um quarto grupo (grupo contato) foi estabelecido por oito ovelhas adultas,
oriundas do mesmo rebanho ovino livre de LVPR, relatado anteriormente. Estes animais
foram confinados com duas cabras naturalmente infectadas, positivas nos testes de
IDGA, ELISA, IB e nPCR, apresentando artrite. Os grupos experimentais (colostro,

leite, controle e contato) permaneceram em baias isoladas uma das outras (Figura 1).



Figura 1 - Quatro grupos experimentais, em baias isoladas, sob sistema de
confinamento, estabelecidos para a avaliacio da transmissdo
interespécies de lentivirus de caprinos para ovinos.

Fonte: arquivo pessoal (2011 a 203).
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Colheitas de sangue para obtencdo de soro e sangue total foram realizadas antes
do inicio do experimento, com 24 horas e sete, 15, 30, 50, 70, 90, 120, 150, 180, 210,
240, 270, 300, 330, 390, 480, 520, 570, 630 e 720 dias. Para o grupo leite, nao houve
colheita as 24 horas e para o grupo contato, as quatro primeiras coletas foram feitas
antes do experimento e aos 30, 60 e 90 dias.

Amostras de leucdcitos do sangue periférico foram obtidas a partir do tratamento
do sangue total com solugdo de cloreto de amonio a 0,84% (FEITOSA et al., 2011). Em
cada momento, foram colhidos 10mL de sangue com d4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), exceto para os cordeiros antes dos 30 dias de vida, quando coletou-se SmL de
sangue. O DNA foi extraido dos leucdcitos, utilizando-se protocolo de Grimberg et al.
(1989).

A técnica de nPCR foi executada seguindo-se o método de Barlough et al. (1994)
modificada por Andrioli et al. (2006). A reagdo consistiu de um volume total de 50uL,
contendo tampao (10mM tris-HCl, 50mM KCI e 1,5mM MgCl,), 100uM de cada
dNTP, 20pmol de cada oligonucleotideo iniciador; 2U de Tag DNA polimerase; 3uL de
amostra na primeira etapa e 1uL. do produto desta na segunda etapa, sendo o volume
final completado com &dgua estéril. Em paralelo com as amostras testadas, utilizou-se
controle positivo (amostra positiva) e um controle negativo (dgua estéril).

Na primeira etapa de amplifica¢do, foi aplicado um par de oligonucleotideos
iniciadores externos, determinados a partir da regido gag da cepa padrao CAEV-Cork
(SALTARELLI et al., 1990), sendo os iniciadores P; (5’-CAAGCAGCAGGAGGGAG
AAGCTG-3’) e P, (5-TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3’) descritos por
Barlough et al. (1994), usados para amplificagcdo de um fragmento-alvo de 297pb. Em
seguida, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores internos P; (5’-GTTCCAGC
AACTGCAAACAGTAGCAATG-3’) e P4 (5-ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTT
CCC-3’) para a segunda amplificacdo, a fim de se obter um fragmento-alvo final de
187pb (RIMSTAD et al., 1993).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador, com ciclo inicial
para desnaturacdo a 94°C por cinco minutos; 35 ciclos de 94°C por um minuto,
anelamento a 56°C por um minuto e extensdo a 72°C por 45 segundos; extensao final a
72°C por sete minutos e término a 4°C. As amostras testadas, bem como o controle

positivo e negativo, além do marcador de pares de bases (100pb), foram submetidos a
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eletroforese em gel de agarose a 2% em TBE (tris, borato e EDTA), corado com
brometo de etidio (0,5ug/mL). A visualizacdo dos fragmentos amplificados de DNA foi
feita em transiluminador de luz ultravioleta (ANDRIOLI et al., 2006).

De cada grupo experimental, foram selecionadas duas amostras positivas, cujos
produtos de amplificacio foram sequenciados em plataforma Applied Biosystems®
3500 Genetic Analyzer. As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando-se o
algoritmo Clustal W (THOMPSON et al., 1994), a partir do programa BioEdit Sequence
Alignment Editor® (HALL, 1999). Com o auxilio do programa MEGA 5 (TAMURA et
al., 2011), foram realizadas andlises filogenéticas, pelo método da mdéxima
verossimilhanga, baseando-se no modelo de substituicdo de Kimura 2-parametros
(KIMURA, 1980), definido apds o teste de razdo de verossimilhanca. A topologia de
arvore filogenética inicial para a busca heuristica foi obtida pela aplicacdo do método de
neighbor-joining a uma matriz de distancias entre pares estimadas pelo modelo de
maximum composite likelihood (TAMURA et al., 2004). O teste de filogenia de
bootstrap foi aplicado com 1000 réplicas e obteve-se a arvore desenhada em escala,
com comprimentos dos ramos medidos no nimero de substitui¢des por sitio, com valor
de corte de 50% (TAMURA et al., 2011).

No intuito de pesquisar anticorpos anti-LVPR, testes de IDGA, ELISA e IB foram
utilizados. Para tanto, produziu-se antigeno a partir de cultivos secunddrios de
membrana sinovial caprina, inoculados com cepa padrao CAEV-Cork (PINHEIRO et
al., 2006; PINHEIRO et al., 2010). No teste de IDGA, utilizou-se antigeno concentrado
por ultrafiltracdo e tratado com éter etilico (PINHEIRO et al., 2010). Para o ELISA, o
antigeno empregado foi obtido a partir de pellet de células tratado com dodecil sulfato
de sddio (SDS), conforme metodologia descrita por Torres et al. (2009). Ja na técnica de
IB, foi utilizado antigeno produzido por ultracentrifugacdo em colchdo de sacarose
(PINHEIRO et al., 2006; DANTAS et al., 2008). A padronizacdo das técnicas e a
determinagcdo dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo, concordancia dos testes e indice kappa foram realizadas por
Lima et al. (2013) e Rodrigues et al. (2014).

Os testes de IDGA foram conduzidos em placas de petri plasticas (90x15mm),
contendo 13mL de gel de agarose a 1% em solugdo salina fosfatada (PBS). Apds a

perfeita polimerizacdo, o gel foi perfurado com roseta metédlica hexagonal, formando
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sete pocos com capacidade para 25uL. O pogo central recebeu antigeno e os pogos
periféricos foram preenchidos com soros a serem testados e soro padrdo positivo
(oriundo de animal infectado), de forma intercalada. As placas foram acondicionadas
em ciamara umida, a 25°C. Efetuaram-se leituras com 48 e 72 horas, sobre fonte de luz
indireta, com fundo escuro, observando-se formacao de linha de precipitacdo entre o
soro teste e o antigeno (PINHEIRO et al., 2005; PINHEIRO et al., 2010).

Os testes de ELISA foram conduzidos baseando-se na metodologia descrita por
Pinheiro et al. (2006), utilizando-se microplacas rigidas com 96 pogos (Nunc-Immuno
Plate Maxi-Sorp Surface), de alta capacidade de adsor¢do. A sensibilizacdo foi realizada
com 0,5ug de antigeno por poco e os soros a serem testados, bem como o soro padrao
positivo e o padrao negativo foram diluidos 1:50 e distribuidos na placa em duplicata.
Utilizou-se conjugado (anti-IgG caprino marcado com peroxidase - SIGMA®) na
diluicao 1:1500. Os resultados expressos em densidade Optica foram convertidos em
percentual do resultado médio de duas repeticdes com soro padrdo positivo (percentual
de positividade — PP), variando de 0 a 100%. O ponto de corte de 25,35% foi
estabelecido a partir de amostras negativas testadas por IDGA e IB (média dos PP mais
trés vezes o desvio padrdo).

As provas de IB foram realizadas conforme técnica descrita por Pinheiro et al.
(2011), havendo modificacdes. As proteinas do antigeno, separadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose passivamente (CRUZ et al., 2003). Apdés o bloqueio, a membrana foi
cortada em tiras, para incubagdo com os soros, na dilui¢do de 1:50. O conjugado (anti-
IgG ovino marcado com peroxidase - SIGMA®) foi aplicado na dilui¢do de 1:15000.
Consideraram-se como positivos 0s soros cujas tiras apresentaram reacdo para o
polipeptideo com peso molecular préximo a 28kDa, tendo-se como parametro a tira do
soro controle positivo e o padrdo de peso molecular de proteinas (OLIVEIRA et al.,

2008; SARDI et al., 2012).
RESULTADOS

Todos os animais do grupo controle apresentaram resultados negativos na nPCR,

do nascimento aos 720 dias de vida. Por outro lado, positividade significativa (p<0,05)
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foi observada em animais expostos ao LVPR, quando comparados aos ndo expostos.

(Tabela 1).

Tabela 1 - Numero de resultados positivos e negativos obtidos nos testes de PCR
nested para lentivirus de pequenos ruminantes, em diferentes grupos
experimentais, do momento inicial até 720 dias de experimento.

Nimero de resultados até 720 dias de experimento

Grupo

Positivos Negativos Total de testes
Colostro 35" 145° 180
Leite 24 153° 177
Contato 15° 121° 136
Controle 0° 190* 190
Total 74 609 683

*Letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes maiores ou menores significativos pelo
teste t para proporg¢des( teste unilateral e p<0,05).

Os animais do grupo colostro apresentaram pelo menos dois resultados positivos
na nPCR. Sete dos nove (77,78%) animais foram positivos ja no sétimo dia de vida e os
outros dois animais restantes (22,22%) tiveram o primeiro resultado positivo no 15° dia.
Houve intermiténcia entre testes positivos e negativos, em momentos diferentes, ao
longo do experimento. Dos nove animais do grupo colostro, 22,22% (2/9)
apresentaram-se como positivos na nPCR duas vezes; 33,33% (3/9), trés vezes; 33,33%

(3/9), quatro vezes e 11,11% (1/9), dez vezes (Figura 2).

Figura 2 - Resultados da PCR nested para lentivirus de pequenos ruminantes, em
amostras de sangue de nove cordeiros que mamaram, nas primeiras 24
horas de vida, colostro de cabras infectadas.
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O volume médio de ingestdo de colostro positivo para LVPR, por cordeiro, nas
primeiras 24 horas de vida, foi de 537,78mL (414,61 — 660,95mL; IC: 95%),
representando 19,36% do peso médio ao nascimento de 2.777,78g (2.425,47 -
3,130,08g; IC: 95%). Nao foi possivel demonstrar relagdo significativa (p>0,05) entre a
quantidade de colostro ingerida e o nimero de vezes em que Os animais obtiveram
resultados positivos na nPCR, utilizando-se o coeficiente de correlagdo de Spearman

(Tabela 2).

Tabela 2 - Relacdo entre a quantidade de colostro ingerido por cordeiro € o nimero de
resultados positivos na PCR nested para lentivirus de pequenos ruminantes,
durante 720 dias de experimento.

Animais Volume ingerido de colostro (mL) N° de resultados positivos
1 600 2
2 330 3
4 530 3
6 420 3
7 530 4
8 345 2
9 795 4
10 740 4
11 550 10
Média 537,78 3,89

Coeficiente de Spearman = 0,470 (p>0,05).

Para o grupo leite, os primeiros resultados positivos para cada animal foram
observados no intervalo entre 7 e 150 dias apds a primeira ingestdo do pool de leite de
cabras positivas. Todos os nove animais do grupo leite apresentaram pelo menos um
resultado positivo na nPCR, havendo também intermiténcia entre positividade e
negatividade. Dos nove animais, 11,11% (1/9) apresentaram-se como positivos uma
vez; 44,44% (4/9), duas vezes; 22,22% (2/9), trés vezes; 11,11% (1/9), quatro vezes e
11,11% (1/9), cinco vezes (Figura 3).

O volume médio de ingestao de leite positivo para LVPR, por cordeiro, foi de
1.532,78mL (1.021,31 — 2.044,25mL; IC: 95%), oferecido ad libitum, durante 15 dias.
Ressalta-se que a ingestdo do leite de cabra foi adicional, jd que os cordeiros
continuaram mamando naturalmente em suas maes. Também ndo foi possivel

demonstrar a existéncia de relagdo significativa (p>0,05) entre a quantidade de leite
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fornecida e o nimero de vezes que os animais foram positivos na nPCR, utilizando-se o

coeficiente de correlagdo de Spearman (Tabela 3).

Figura 3 - Resultados da PCR nested para lentivirus de pequenos ruminantes, em
amostras de sangue de nove cordeiros que mamaram, durante 15 dias, leite
de cabras infectadas.
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Tabela 3 - Relacdo entre a quantidade de leite ingerido por cordeiro e o ndmero de
resultados positivos na PCR nested para lentivirus de pequenos
ruminantes, durante 720 dias de experimento.

Animais Volume ingerido de leite (mL) N° de resultados positivos
21 1.450 3
22 1.690 2
23 1.260 3
24 2.990 5
25 1.810 4
27 1.785 2
28 1.190 1
29 880 2
30 740 2

Média 1.532,78 2,67

Coeficiente de Spearman = 0,656 (p>0,05).

Para o grupo contato, dos oito ovinos confinados com cabras infectadas, seis
(75%) foram positivos na nPCR pelo menos duas vezes e os dois restantes (25%)
apresentaram resultados negativos em todos os momentos avaliados. Em cinco animais

(62,5%), detectou-se DNA proviral ja aos 30 dias de confinamento e constatou-se o
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outro animal positivo aos 90 dias de experimento (Figura 4). A partir do sexto més de

observacao, resultados positivos ndo mais foram obtidos.

Figura 4 - Resultados da PCR nested para lentivirus de pequenos ruminantes, em
amostras de sangue de oito ovinos criados em confinamento com cabras
infectadas, durante 720 dias.
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Andlises filogenéticas demonstraram que os animais dos grupos colostro (SRLV-
BR/07 e SRLV-BR/11), leite (SRLV-BR/21 e SRLV-BR/22) e contato (SRLV-BR/280
e SRLV-BR/756) adquiriram virus altamente relacionado com o protétipo lentiviral
caprino CAEV-Cork. Houve a formacdo de um cluster com bootstrap de 95%,
juntamente com as sequéncias BR/CNPC. Estas representam a cepa circulante no
rebanho das cabras utilizadas como fontes de infeccao para os ovinos (Figura 5).

Verificou-se divergéncia de 3,4% entre as sequéncias do cluster citado e a SRLV-
BR/100, obtida do controle positivo dos testes de nPCR, afastando a possibilidade de
contaminacdo. A cepa MVV-K1514, que é um protétipo lentiviral ovino, foi a que mais
se distanciou dos isolados deste estudo, divergindo em 10,8%. As sequéncias
BR/CNPC-G1, BR/CNPC-G2, BR/CNPC-G3, BR/CNPC-G4, CAEV-Cork e MVV-
K1514 foram obtidas no GenBank, numeradas em EU300976, EU300977, EU300978,
EU300979, M33677 e M60610, respectivamente.
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Figura 5 - Filogenia delineada a partir de sequéncias nucleotidicas
parciais do gene gag de lentivirus de pequenos
ruminantes. A barra horizontal indica o nimero de
substitui¢des por sitio.
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Quanto a deteccdo de soroconversdo, para os cordeiros do grupo colostro, foram
considerados os resultados obtidos a partir dos 120 dias de idade, devido a ocorréncia de
anticorpos colostrais anti-LVPR, detectados por 1B, ELISA e IDGA, no periodo de 1 a
70 dias apés o nascimento. Aos 90 e 120 dias, ndo houve mais resultados positivos

(Figura 6).

Figura 6 - Testes de imunodifusdao em gel de agarose com amostras de soro do animal
11. [A] Resultado negativo ao nascimento, antes da mamada do colostro de
cabras infectadas por lentivirus. [B] Apds 24h, reacdo positiva devido a
absor¢do de imunoglobulinas colostrais anti-LVPR. [C e D] Aos 7 e 15 dias
pOs-exposi¢do, reacdes fraco positivas. [E, F e G] Aos 30, 50 e 330 dias,
resultados negativos. [H] Reacgao fraco positiva aos 390 dias e [I] fortemente
positiva aos 480 dias, demonstrando a soroconversao.
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A técnica de IB detectou a soroconversao de trés animais, dois do grupo colostro e
um do grupo leite. Desses, dois também foram positivos em testes de ELISA e um em
provas de IDGA (Tabela 4). Nao houve manifestacdo clinica de lentiviroses de

pequenos ruminantes.

Tabela 4 - Testes soroldgicos de immunoblotting (IB), ensaio imunoenzimético
(ELISA) e imunodifusao em gel de agarose (IDGA), de trés cordeiros
infectados pelo lentivirus de pequenos ruminantes, a partir da ingestdo de
colostro (animais 2 e 11) e leite (animal 24) de cabras positivas.

Momentos (em dias)
702210 240 270 300 330 390 480 520 570 630 720
IB - - - - - - + - - - -
2 ELISA - - - - - - - - -
IDGA - - -
IB - + +
+ +

Animais  Testes

11 ELISA -
IDGA -
IB - _ _ -
24 ELISA - - - -
IDGA - - - -

(-) negativo; (+) positivo

T S R

T o O S o
T S S S o
N R S S

DISCUSSAO

A positividade no teste de nPCR para LVPR caracteriza a viremia associada a
células, a partir da constatacdo de DNA proviral (ALVAREZ et al., 2006). Portanto, os
resultados obtidos neste trabalho apontaram a transmissd@o interespecifica do lentivirus
de caprinos para ovinos.

Estudos anteriores ja demonstraram a disseminacdo do virus via secregdes,
inclusive identificando-o na d4gua e no ar, possibilitando a infeccdo de animais
suscetiveis a partir do contato prolongado com animais infectados (VILLORIA et al.,
2013). Ja é sabido, também, que o colostro e o leite sdo importantes meios de
eliminacdo dos LVPR, possibilitando a infec¢ao de neonatos e animais jovens (LARA
et al., 2003; ALVAREZ et al., 2005; RAVAZZOLO et al., 2006; GREGORY et al.,
2009b; SARDI et al., 2012). Entretanto, destaca-se aqui a importancia dessas formas de

transmissao para ocorréncia de infec¢do cruzada.
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Comparando-se os dados dos grupos colostro, leite e contato, observa-se uma
proporcdo acumulada de 100% de cordeiros positivos na nPCR em até 15 dias apds a
mamada de colostro de cabras infectadas, enquanto que para o grupo que recebeu leite,
esta proporcao sé atingiu 100% aos 150 dias e no caso da transmissao horizontal,
obteve-se 0 maximo de 75% de positivos em até 90 dias de exposicdo. A transmissdo do
agente infeccioso a partir do colostro € facilitada pela maior permeabilidade intestinal
nas primeiras 48 horas de vida (PREZIUSO et al., 2004). Entretanto, a ingestao de leite
contaminado também é uma importante forma de transmissdo, assim como o contato
com animais infectados.

Ressalta-se ainda que a transferéncia de imunidade passiva colostral ndo previne a
infeccdo. Como pdde ser constatado, cordeiros que adquiriram imunoglobulinas anti-
LVPR colostrais acabaram infectados por lentivirus justamente pela ingestdo do
colostro de cabras positivas. Isso se deve ao fato de o virus associado a célula também
poder ser transmitido (PREZIUSO et al., 2004; HERRMANN-HOESING et al., 2007) e
a outros mecanismos virais de evasido do sistema imune, relacionados a variabilidade
antigénica em consequéncia de erros de transcricilo do RNA viral e recombinagdo
génica (PISONI et al., 2007; LEROUX e MORNEX, 2008; PISONI et al., 2010;
L’HOMME et al., 2011; OLECH et al., 2012).

Ap6s a primeira deteccdo de DNA proviral, os animais dos grupos colostro, leite e
contato ndo apresentaram resultados positivos na nPCR continuamente. Intermiténcia ja
foi relatada por Alvarez et al. (2006), quando verificaram que a maioria dos cordeiros
que receberam colostro de ovelhas positivas para LVPR ndo obtiveram resultados
positivos seguidamente em amostras sanguineas. De forma similar, Paula et al. (2009)
observaram intermiténcia de positividade em amostras de sangue e de sémen de
caprinos inoculados com cepa CAEV-Cork.

Sendo assim, resultados negativos podem ocorrer em animais infectados devido a
auséncia do provirus ou pelo nimero insuficiente de células infectadas na amostra
sanguinea, em determinado momento, uma vez que o nimero de células infectadas por
LVPR no sangue € menor (BLACKLAWS, 2012). Maiores quantidades sdo observadas,
por exemplo, em linfonodos, reservatdrios para o virus e na glandula mamaria, principal

sitio de replicacdo (RAVAZZOLO et al., 2006). Entretanto, mesmo analisando amostras
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de leite de cabras e ovelhas, Barquero et al. (2013) observaram alternancia entre
positividade e negatividade para a deteccdo do DNA proviral.

Deve-se considerar, ainda, que nos padrdes da normalidade do leucograma de um
ovino, os valores absolutos de mondcitos, alvos dos LVPR, podem variar de 0 a 750
células/uL, o que equivale, em valores relativos, ao intervalo de 0 a 6% (PUGH, 2005).
Portanto, existe uma variacdo do nimero de células circulantes entre animais € mesmo
para o mesmo animal, em diferentes momentos. Por isso, de forma a minimizar estes
efeitos e aumentar a sensibilidade da nPCR, Tigre et al. (2006) recomendaram a
utilizacdo de  10mL de sangue, em vez de S5mL. Entretanto, conforme aqui
demonstrado, isso ndo garante a detec¢do continua do provirus no sangue de animais
infectados.

O animal 11, do grupo colostro, foi 0 que mais apresentou resultados positivos na
nPCR, o primeiro que soroconverteu e o tnico a possuir resultados positivos também no
teste de IDGA, corroborando com Alvarez et al. (2006), que observaram uma
correlagdo positiva entre o nimero de vezes em que o animal foi positivo na nPCR com
a soroconversdo. Por outro lado, apesar de 24 ovinos terem apresentado resultados
positivos na nPCR, apenas trés soroconverteram, ndo sendo observados sinais clinicos.
Sabe-se, porém, que o tempo decorrido para a soroconversiao apds infeccao por LVPR é
variavel (LARA et al., 2003; PAULA et al., 2009; RACHID et al., 2013; SOUZA et al.,
2013) e que alguns animais simplesmente néo soroconvertem (ALVAREZ et al., 2005).

Um dos fatores relacionados com a auséncia de soroconversdo ou soroconversao
tardia diz respeito a prépria patogenia do agente infeccioso, que envolve a restricdo da
replicagdo e a laténcia viral em mondcitos e células precursoras na medula dssea, na
forma de DNA proviral integrado ao genoma celular. Dessa forma, o virus fica oculto
(BLACKLAWS e HARKISS et al., 2010; BLACKLAWS, 2012) e a infeccdo persiste
sem ativagcdo do sistema imunolégico (RAVAZZOLO et al., 2006; BRELLOU et al.,
2007; LEROUX e MORNEX, 2008).

Outros autores sugerem, ainda, a possibilidade de ocorrer aquisi¢do transitoria do
virus devido a determinantes virais e imunoldgicos desconhecidos, que podem levar a
ndo persisténcia da infec¢do. Neste caso, com o tempo, os animais deixam de apresentar
resultados positivos na nPCR e em testes sorolégicos (HERRMAN-HOESING et al.,
2007; BARQUERO et al., 2013). Enfim, considerando essas informacdes, pode-se
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afirmar que os dados obtidos neste trabalho demonstraram a ocorréncia de infecg¢do
oculta e/ou transiente nos ovinos infectados por lentivirus caprino.

Alvarez et al. (2005) verificaram, pelo teste de ELISA, soropositividade de 55%
(29/53) para cordeiros com 300 dias de idade, que receberam colostro de ovelhas
positivas. Inclusive, os autores apontaram uma associacao positiva e significativa entre
o percentual de positividade e o volume de colostro ingerido, que foi de 200mL/Kg. Em
contrapartida, a taxa de soroconversio constatada neste trabalho foi menor, apesar de a
quantidade média de ingestdo de colostro ter sido proxima (193,45mL/Kg). Esta
divergéncia entre os resultados pode estar relacionada a metodologias diferentes de
diagndstico, carga viral dos indculos e adaptacdo da cepa viral a espécie hospedeira, ja
que Alvarez et al. (2005) utilizaram colostro de ovelhas infectadas ao passo que neste
estudo, foi oferecido colostro e leite de cabras infectadas.

Esta é outra questdo a ser discutida, que diz respeito a interagdo entre virus e
hospedeiro. Ja se constatou a transmissdo interespécies e a heterogeneidade dos LVPR
em diversos estudos (SHAH et al., 2004a; ANGELOPOULOU et al., 2005; PISONI et
al., 2005; GERMAIN e VALAS, 2006; REINA et al., 2006; GREGO et al., 2007,
GJERSET et al., 2009; BERTOLOTTI et al., 2011; GIAMMARIOLI et al., 2011;
OLECH et al., 2012; KUHAR et al., 2013), que ndo rejeitam a hipétese de que algumas
cepas sao mais bem adaptadas a caprinos e outras a ovinos (REINA et al., 2006).

A alta diversidade genética dos LVPR esta associada a varia¢do da patogenicidade
e mesmo que infectados por uma mesma cepa viral, caprinos e ovinos respondem a
infec¢do de forma diferente, influenciando nos resultados de diagndsticos sorolégicos e
moleculares (RACHID et al., 2013), inclusive nos achados clinicos
(ANGELOPOULOQU et al., 2005).

Na Espanha, Pérez et al. (2014) verificaram surto de artrite em rebanhos ovinos
infectados por LVPR do subtipo B2, relacionado ao protétipo CAEV. Esses autores
apontaram para a transmissdo do virus de caprinos para ovinos de forma natural,
provavelmente por via respiratéria ou através do leite, ocorrendo a sua adaptagdo ao
novo hospedeiro e consequentemente o desenvolvimento da patologia. Segundo Glaria
et al. (2009), esta adaptacdo relaciona-se com a aquisi¢do de propriedades genéticas que

conferem mudancas no fenotipo viral.
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Nesse sentido, pode-se justificar a baixa taxa de soroconversdo observada e a
auséncia de manifestacdo clinica também ao fato de os ovinos terem se infectado
experimentalmente com uma cepa viral pouco adaptada a esses hospedeiros,
caracterizada por Feitosa et al. (2010) como pertencente ao subtipo B1, oriunda de
rebanho caprino leiteiro. Andlises filogenéticas demonstraram que os animais
adquiriram virus altamente relacionado com a cepa padrdo dos caprinos, a CAEV-Cork,

se distanciando da cepa padrao dos ovinos, a MVV-K514.

CONCLUSOES

Os LVPR podem ser transmitidos para ovinos a partir do contato com caprinos
infectados e também por ingestdo de colostro e leite de cabras infectadas. Entretanto, é
provavel que o grau de adaptacdo da cepa viral a espécie hospedeira tenha interferido na

persisténcia da infec¢do, na taxa de soroconversao e na manifestagao da enfermidade.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

A partir dos resultados expostos e das informacdes disponiveis na literatura
especializada, verifica-se que os LVPR continuardo a representar um importante entrave
para o desenvolvimento da cadeia produtiva da caprino-ovinocultura. Este impasse
impde-se pela propria dificuldade de se controlar a disseminagao do agente infeccioso e
pela auséncia de acdes efetivas dos programas oficiais de sanidade para pequenos
ruminantes, apesar de regulamentacio de 2004, dada pela Instrucdo Normativa N° 87 do
Ministério da Agricultura.

E pertinente lembrar que a auséncia de medidas sanitdrias adequadas propiciou a
disseminagdo dos LVPR, com o comércio internacional de animais, visando o
melhoramento de ragas locais. Aqui mesmo, na Bahia, na década de 80, houve
importacdo de caprinos leiteiros do Canadd, que introduziram o virus no estado. Na
época, foi necessdrio realizar testes de IDGA, na Franca, para confirmar o quadro de
artrite-encefalite caprina. Entretanto, a descrenca e a negligéncia, alimentadas pelo
mercado especulativo e modista, deixaram o lentivirus se perpetuar nos rebanhos,
causando, anos mais tarde, a extingdo de sistemas leiteiros no Estado.

E fato que o diagnéstico das lentiviroses é problemdtico. As caracteristicas
etiopatogénicas do virus prejudicam a eficdcia tanto dos métodos diretos quanto dos
métodos indiretos. Por conta disso, necessita-se de uma reavaliagdo das provas
laboratoriais a serem utilizadas oficialmente, principalmente quando se considera a
heterogeneidade das cepas e a possibilidade de transmissdo interespecifica. A realidade
¢ complexa e exige medidas de defesa sanitdria a altura. Cada método de diagndstico
tem as suas vantagens e desvantagens e precisa ser aplicado conforme a sua capacidade
e finalidade, seja esta de triagem de rebanhos, levantamentos epidemioldgicos,
confirmacao de resultados, classificacdo taxondmica, prevencao, controle e erradicacdo
da doenca.

O controle nao € facil e a erradicacdo, praticamente impossivel. Novos desafios
surgem a cada dia, acompanhando a prépria dindmica evolutiva do agente infeccioso.

Neste contexto, destaca-se a infec¢ao cruzada, decorrente da capacidade adaptativa dos
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lentivirus aos seus hospedeiros. Este tema tem sido intensamente pesquisado e foi o
objeto principal deste trabalho.

Dentro do que foi aqui exposto, confirmou-se que os lentivirus podem ser
transmitidos de caprinos para ovinos, principalmente pelo contato com animais
infectados e pela ingestdo de colostro e leite de fémeas positivas, condi¢cdes facilmente
verificadas nos rebanhos consorciados. Ressalta-se, inclusive, que esse tipo de criagdo
consorciada € muito comum no nordeste brasileiro. Entretanto, a persisténcia da
infec¢do, assim como a manifestacao clinica e soroconversao dependem do grau de
adaptacdo da cepa circulante nas espécies hospedeiras.

Outra questdo discutida e bastante pertinente diz respeito a dura¢do da imunidade
passiva contra LVPR. Muitas cartilhas e manuais técnicos recomendam a realiza¢ido dos
testes soroldgicos apds seis meses de idade, devido a presenca de imunoglobulinas
colostrais, que poderiam resultar em testes falso-positivos. Entretanto, demonstrou-se
que mesmo o IB ndo mais detectou anticorpos anti-LVPR colostrais, nos cordeiros, apds
90 e 120 dias de idade. Logo, as metodologias aqui utilizadas podem ser aplicadas ap6s
este periodo para detecc@o da resposta ativa.

Com isso, propostas de adequacdo sanitdria para os sistemas de criagdo devem ser
pesquisadas e aplicadas, incluindo-se os criadores na cadeia de conhecimentos, a partir
da comunhdo entre pesquisa, ensino e extensdo. As universidades possuem papel
decisivo neste processo, construindo ambientes de discussdo continuada, provocando o
desenvolvimento de conhecimento cientifico e apoiando as estratégias de defesa
agropecudria.

Como perspectivas de continuidade a pesquisa, destaca-se a necessidade de
verificar se as matrizes infectadas transmitirdo o virus para as suas crias, disseminando-
o através do colostro e leite. Isso demonstraria que ovinos infectados pelo lentivirus
caprino podem ser fontes de infeccdo, mesmo sem manifestar a doencga, mas
colaborando para a perpetuacdo do agente infeccioso no rebanho e, quem sabe,
retransmitindo-o para os caprinos. Além disso, € importante associar os levantamentos
epidemioldgicos a caracteriza¢do taxondmica do virus, de forma a identificar genétipos
e subtipos circulantes nos rebanhos brasileiros. Isso aprimoraria os conhecimentos
epidemioldgicos e proporcionaria o refinamento das técnicas de diagndstico, utilizando-

se, por exemplo, antigenos recombinantes e primers mais especificos.
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Portanto, fica claro que muito se avangou na pesquisa cientifica acerca dos
lentivirus de pequenos ruminantes. Entretanto, faz-se urgente e necessaria a ado¢do de
atitudes que efetivamente contemplem os sistemas de criacdes, quanto a prevencio e

controle da enfermidade.
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