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RESUMO

Para um melhor conhecimento e consequentemente implantacido das medidas de controle da artrite
encefalite caprina viral no Ceara foi realizado o levantamento epidemioldgico com énfase nos rebanhos
que apresentam algum grau de melhoramento e nos rebanhos nativos/SRD, e um estudo do manejo
sanitario empregado nos criatdrios caprinos evidenciando os problemas sanitirios mais relevantes.
Constatou-se que o0 CAEV nio encontra-se disseminado nos rebanhos SRD/Nativo do Ceara, entretanto ja
se encontra presente em varias regides, principalmente nas bacias leiteiras do estado. e que os
reprodutores sdo mais afetados o que pode representar, em decorréncia das praticas comuns de aquisigao
(troca ou empréstimo), papel importante na disseminagdo da enfermidade nos cratorios. Verificou-se.
ainda. que a grande maioria dos criadores de caprinos no Estado do Ceard realizam uma criagdo de
subsisténcia e exploram basicamente carne/pele e que o manejo sanitario dos caprinos destes criatorios €
precario, independente do tipo de exploragdo ou regime de criagdo. com mortalidade de animais
considerada alta, principalmente de jovens. Adicionalmente objetivou-se padronizar um ELISA indireto
utilizando antigenos do virus total para o diagnostico da CAE e comparar com a IDGA comercial,
desenvolver e validar um teste Dot-Blot para o diagnostico sorologico da CAE e testar a purificagdo das
proteinas dos LVPR através da utilizagdo de coluna de afinidade. O ELISA padronizado mostrou-se um
teste mais sensivel que a IDGA podendo ser indicado para utilizagdo no controle dos LVPR. O teste
Dot-Blot apresentou sensibilidade semelhante ao ELISA indireto na detecgdo de anticorpos contra os
LVPR, e pela rapidez, facilidade de execucdo. eficiéncia e pouco custo, ¢ um teste de eleigdo para ser
empregado em locais de grande movimento € comércio de pequenos ruminantes tais como: exposigoes,
feiras, concursos, e outros. Quanto ao uso da cromatografia de afinidade na purificagio de proteinas dos
LVPR concluiu-se ser a mesma uma alternativa viavel para produg¢do de antigeno purificado de LVPR.

Palavras-Chave: lentivirus, CAEV. caprino. epidemiologia. doencas, Ceara, ELISA. Dor-Blor,
cromatografia de afinidade.

ABSTRACT

For a better knowledge and consequent implantation of the control measures for the arthritis encephalitis
caprine in the state of Ceara an epidemic study was accomplished with emphasis in the flocks that have
some genetic improvement and the native/SRD. A study of the health management used in the goat farms
showing the more relevant sanitary problems was also done. It was verified that CAEV is not
disseminated in the native/SRD flocks in the state of Ceard, however it is already present in several areas.
mainly in the milk production regions of the state. The bucks are more affected (P < 0,05) and can act,
due to the practices commonly used. of changes or loan. an important paper in the transmission to the
native/SRD flocks. It was also verified that the great majority producers of the caprine in the state of
Ceara State explore their animals for meat/skin basically and that the sanitary handling of the animals of
these farms is precarious, independent of the exploration type or system. Mortality of animals mainly
vouths, is considered high, committing the development of the activity. Another purpose of this work was
to standardize an indirect ELISA using antigens of the whole virus for the diagnosis of CAE. Another
thing was to develop and to validate a Dot-Blor test for the CAE serological diagnosis and to test the
purification of the proteins-of LVPR through the use of affinity chromatography. ELISA was shown to
be more sensitive than IDGA being indicated for use in the control of LVPR. The Dotr-Blot presents
sensibility similar to indirect ELISA for the detection of antibodies against LVPR. because of the speed.
execution easiness, efficiency and little cost. it is an election test to be used in places of great movement
and trade of small ruminant such as: exhibitions, fairs, shows, etc. The use of affinitv chromatography in
the purification of proteins of LVPR indicated it as a viable alternative for production of purified antigen
of LVPR.

Keywords: lentivirus, CAEV. goat. epidemiology. disease. Ceara. ELISA. Dor-Blot, affinity
chromatography.
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PREFACIO
De onde viemos e para onde vamos

A partir de 1976, importagdes de caprinos de ragas exdticas, procedentes de varios paises, buscaram a
mtrodugdo de potencial genético leiteiro, tendo ocorrido também a efetiva introdugcdo de agentes
infecciosos no Brasil pela importagdo de caprinos sem adequados critérios sanitarios. com conseqiiente
dispersdo de doengas infecciosas entre os rebanhos nacionais, dentre elas a CAE - artrite encefalite
caprina. O carater degenerativo cronico da doenga, associado as praticas coletivas de manejo, comuns nas
criagdes destinadas a produgdo de leite, proporcionou sua dispersao pelo Pais, tornando-se fundamental o
estabelecimento de medidas de controle adequadas.

Com inicio em 1991, pesquisas vém sendo desenvolvidas no Laboratorio de Virologia Animal do
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG. voltadas ao
diagnostico e controle da CAE: Assis 1994 (Tese - Mestrado - DMVP/EV-UFMGQG). Figueiredo 1995
(Tese - mestrado - DCC/EV-UFMG), Castro 1998 (tese - doutorado — DMVP/EV-UFMG). Coelho 1999
(Tese - Mestrado— DCC/EV-UFMG), Yorinori. 2001 (Tese - Mestrado - DMVP/EV-UFMG).

A ocorréncia da CAE no Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos (CNPC) - Embrapa motivou a
elaboragdo e implantagio. a partir de 1994. do PCAEV-Programa de Controle da CAE (Embrapa, 1994).
de forma interinstitucional em parceria com 0 DMVP-EV-UFMG. estabelecendo e avaliando medidas
sanitarias ¢ de manejo planejadas estrategicamente dentro do conceito de Saude Integrada. visando o
controle gradual da lentivirose no rebanho de caprinos e ovinos do CNPC em Sobral (CE), e a elaboragao
e divulgacdo nacional de programas sanitarios especificos para as distintas modalidades epidemiologicas
encontradas no rebanho do CNPC as quais refletem a diversidade encontrada nos rebanhos nacionais em
geral, variando de livres de infec¢do, a de baixa prevaléncia, e de média a alta prevaléncia.

As medidas de controle baseiam-se no bloqueio da transmissdo do virus a partir de animais infectados.
considerando as vias de infecgdo conhecidas e as que na época apresentavam-se pouco esclarecidas, e
ainda, fatores como soroconversdo tardia, laténcia viral, laténcia soroldgica, replicagdo restrita, manejo do
rebanho e limitagdes na disponibilidade comercial de testes mais sensiveis (testes imunoenzimaticos e
biomoleculares).

Procurou-se. inicialmente, minimizar o contato entre animais soropositivos e soronegativos. que foram
separados e identificados. Para o monitoramento sorologico das medidas de controle optou-se pela técnica
de imunodifusdo em gel de dgar (IDGA), em funcdo da disponibilidade do imunoreagente comercial.
maior facilidade de implantagio imediata e treinamento da equipe, e considerou-se que a sensibilidade da
prova seria adequada aos objetivos iniciais de controle.

As medidas sanitarias surtiram bom efeito. com redugio gradativa das taxas e tendéncia de estabilizagao
em patamares baixos (0.5 a 2.1 %). indicando a presenca de falsos-negativos que a IDGA nio consegue
detectar (Embrapa, 1996). Técnicas imunoenzimaticas com sensibilidade maior que a IDGA foram
previstas para a segunda etapa do PCAEV com repeti¢do semestral. mas a inexisténcia de kirs comerciais
no mercado nacional, apresentou-se como entrave para o avango do Programa.

Associando técnicas virologicas classicas e elegantes técnicas imunoenzimaticas. a presente dissertacdo
compde parte integrante do PCAEV. e buscou disponibilizar técnicas sorologicas mais sensiveis e de
custo compativel com a realidade nacional, utilizando antigeno produzido inicialmente no DMVP-EV-
UFMG para a validagdo comparativa no rebanho do CNPC, tornando possivel que. ao final do decénio
1994-2003, o PCAEV tenha alcangado seus objetivos, com a permanéncia dos resultados negativos em
quatro testes semestrais consecutivos, e tenham sido alcangadas as metas gerais previstas: producdo dos
imunoreagentes em parceria com a iniciativa privada, de forma a disponibilizi-los, para que possam ser
utilizados como apoio ao Programa Nacional de Controle da CAE. que vem sendo elaborado com base na
experiéncia de uma década de observagio experimental.

A determinagdo dos niveis tecnoldgicos e caracterizagdo da caprinocultura cearense aqui apresentada. em
conjunto com as informagdes relativas a caprino-ovinocultura em Minas Gerais, atualmente em
andamento, tornard possivel ao Grupo de Pesquisas em Pequenos Ruminantes (GPPR), hoje composto
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por pesquisadores do Nucleo de Pesquisa em Saiude Animal da EV-UFMG, Embrapa Caprinos e Instituto

Mineiro de Agropecuaria - IMA através de sua recém criada Divisdo de Pequenos Ruminantes, contando

com o apoio da Associa¢do de Criadores de Caprinos e Ovinos de Minas Gerais - CAPRILEITE. a edicdo

do Manual de Manejo Sanitario de Pequenos Ruminantes, o qual apresentara de forma acessivel ao

produtores de uma forma em geral, buscando o perfeito equilibrio alcangado com a associagdo de
entidades de pesquisa. de ensino e de produtores.

Prof®. Dra. Aurora M. G. Gouveia

Professora da Escola de Veterinaria da UFMG

Consultora Embrapa Caprinos

Coordenadora do Grupo de Pesquisas em Pequenos Ruminantes — GPPR-NPSA




INTRODUCAO

A partir de 1978, importagdes de caprinos de
racas leiteiras exdticas, procedentes de varios
paises da Europa (Franca, Suica, Alemanha,
Holanda, Inglaterra) € América do Norte
(Estados Unidos e Canadia) buscaram a
introdugdo de material genético leiteiro em
animais puros ou de seus cruzamentos com
mesticos de ragas nativas brasileiras. Esta
atividade vem se desenvolvendo rapidamente
tornando-se cada vez mais importante na
geracdo de recursos nacionais. Com um rebanho
caprino leiteiro aproximado de 40.000 cabegas
(aproximadamente 14.000 fémeas em
lactagdo/ano). a produgdo de leite caprino no
Brasil € de 4.5 mil toneladas/ano, destacando-se
a regido Sudeste como maior produtora (65%)
seguida pelas Regides Nordeste (26%), Centro-
Oeste (6%) e Sul (3%) (Silva, 1996).

O surgimento de novas formas organizacionais
tem aumentado a demanda de pesquisas.
buscando agregar valores e incorporar
tecnologias que possam suprir a:

- Demanda crescente do mercado consumidor
de leite de cabra pasteurizado, bem como de
seus produtos incluindo-se o leite em pd. que,
em face de sua praticabilidade, apresentou em
1995 ¢ 1996, crescimento superior a 110% nas
importacdes ortundas dos EUA (Silva, 1996):

- Necessidade de reducdo do alto custo de
produ¢do (em meédia R$ 0,75 a R$ 1,10 por
litro) (Silva, 1996);

- Ocorréncia de efetiva introdugio de agentes
infecciosos no Brasil através da importacdo de
caprinos sem adequados critérios sanitirios e
conseqiiente dispersdo de doengas infecciosas
entre os rebanhos com elevagao dos gastos com
medicamentos ¢ com adogdo de medidas
terapéuticas e de controle (Assis, 1994);

- Potencialidade do Brasil e, em especial. da
Regido Sudeste. como exportador de material
geneético caprino sanitariamente adequado para
o eminente nicho de mercado do MERCOSUL
(Ribeiro, 1993; Silva, 1996).

- Levantamentos soroldgicos nas diversas
regides brasileiras t¥8m indicados altos indices
de soropositividade para LVPR, em caprinos de
ragas puras exoticas leiteiras, necessarias para a
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formacdo dos rebanhos mestigos leiteiros a
partir dos cruzamentos absorventes com
caprinos de racas nativas ou sem raca definida
(SRD).

Silva (1996) analisou o sistema agro-industrial
da caprinocultura leiteira no Brasil, bem como
seus principais estrangulamentos tecnologicos e
ndo tecnologicos nos seus diversos segmentos:
processamento, produgdo, INSumos € pesquisa.
Segundo o autor, o problema sanitirio de maior
relevincia ainda € a verminose, seguida da
artrite encefalite caprina (CAE).

De acordo com as resolugdes 63/94 e 66/94 do
Mercosul, os paises membros do bloco devem
certificar-se, em caso de exportagio e
importagdo de ovinos e caprinos, que o pais de
origem dos animais seja livre de Maedi-Visna e
de CAE ha pelo menos trés anos. Estas normas
sanitarias salientam a importincia economica do
controle e erradicacdo destas enfermidades
(Ribeiro, 1993).

A criagdo de caprinos no Brasil tem crescido
nos ultimos anos. principalmente devido a
importincia terapéutica do seu leite, e ao
estimulo ao consumo de sua carne ¢ de leite,
mas pouca énfase ¢ dada ao controle de doencas
infecciosas, especialmente a CAE. Esta
enfermidade tem se disseminado pelo Pais em
grande parte devido ao desconhecimento do
grau de comprometimento dos rebanhos e da
dificuldade de acesso ao diagnostico. Estudos
para o esclarecimento destes problemas
esbarram na falta de dados relativos ao numero
¢ localizagdo de criatdorios caprinos ndo
registrados e, portanto. desconhecimento do real
numero de criadores.

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) -
virus Maedi-Visna (MMVV) e virus da Artrite-
Encefalite Caprina (CAEV) sdo complexos e
ndo oncogénicos. O CAEV infecta caprinos de
diferentes ragas. idades e sexo., com quadros
clinicos de leucoencefalomielite em cabritos e
artrite cronica. mamite € pneumonia em adultos.
Desta forma. as perdas econdmicas se
caracterizam por morte de animais jovens.
diminuigdo da produgdo lactea. do periodo de
lactacdo e perda de peso devido a dificuldade
de locomogdo, redugdo do peso ao nascer e da
taxa de crescimento (Greenwood. 1995). Uma
perda econdmica expressiva € oriunda do abate
prematuro de animais em fase de alta produgdo.




Além disto, os reprodutores com graves
problemas articulares tornam-se incapazes de
realizar a monta ou mesmo de responderem a
colheita de sémen por vagina artificial. Segundo
Le Guillou (1989). os animais com mamite por
CAEV tem perda de até 100 litros de leite por
periodo de lactagdo. Se por um lado a
manuten¢do de animais infectados no rebanho
representa sérias perdas econdmicas, o sacrificio
de todos os animais infectados €, muitas vezes,
inviavel, pois grande parte do rebanho pode
estar acometida, além de representar perda de
material genético. Desta forma, tem sido
implantados programas de controle visando a
obtengdo de crias destes animais enfermos antes
de descarta-los (Gouveia et al., 1994). Além
destes prejuizos a presencga de animais enfermos
por LVPR reduz o comercio € o transito de
pequenos ruminantes entre paises livres e paises
onde a infecgio € endémica (Ribeiro, 1993).

A deteccdo precoce e a remogdo dos animais
infectados dos rebanhos sdo a base do sucesso
dos programas de controle (Embrapa. 1994:
Gouveia et al 1994; Rowe & East, 1997). A
identificagdo dos animais infectados por LVPR
¢ feita de forma indireta utilizando testes
sorologicos, sendo a imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) com antigenos de origem ovina e
caprina. 0 teste comumente empregado
(Knowles, 1997). A IDGA ¢ o teste
recomendado pela Organizagdo Internacional de
Epizootias para diagndstico dos LVPR. o qual
além de pratico tem baixo custo e boa
especificidade (OIE, 1996). Entretanto. segundo
Hanson et al.. (1996) os animais infectados por
estes virus podem apresentar SOroconversao
tardia e variagdo nos niveis de anticorpos
durante a vida. o que reduz a sensibilidade. e
tem implicagao direta no sucesso de programas
de controle.

A eficiéncia de programas de controle das
LVPR depende da  sensibilidade e
especificidade do teste diagnostico, da
freqiiéncia de sua utilizacdo em animais de um
determinado rebanho e do manejo utilizado
neste mesmo rebanho. A grande variabilidade
antigénica e genetica dos LVPR (Rosati et al..
1995; Leroux et al., 1997: Marchesin, 1997;
Pasick. 1998; Zanoni, 1998; Castro, 1998) induz
a necessidade do desenvolvimento de técnicas
mais sensiveis e especificas para o diagnostico
dos LVPR, para que possa reduzir o numero de
resultados falsos-negativos. O Dor-Blot € um

teste atrativo para aplicagdo de rotina em
virtude dos procedimentos permitirem a
realizacdo de dezenas de ensaios em tira de
nitrocelulose com alta sensibilidade para
detectar anticorpos .

A pouca informagio sobre esta enfermidade no
Brasil e, principalmente no Ceara. tem limitado
a implantagio de medidas profilaticas. O
levantamento epidemiologico € o primeiro
passo para o controle da CAE. Com base nestes
dados serdo desenvolvidos e implantados
programas de controle no combate a esta
enfermidade. Em virtude da disseminacdo da
CAEV no Pais, associagoes. criadores e orgdos
oficiais devem buscar rapidez e qualidade nas
informagdes. que possibilitem uma wvigilincia
epidemiologica efetiva, adogdo de medidas
profilaticas adequadas e maior controle no
transito. comercializagdo e importacdo de
animais. Estes fatos aliados a presenga de um
numero significativo de resultados falso-
negativos no teste de IDGA ¢ a necessidade de
equipamentos caros para a realizacdo do ELISA
justificaram a necessidade do desenvolvimento
de um teste barato. simples. ¢ que apresente
sensibilidade e especificidade maiores que a
IDGA e pelo menos semelhantes ao ELISA.

Tendo em vista a importancia da caprinocultura
na economia, e a agdo espoliativa desta
enfermidade nos rebanhos caprinos. objetivou-
se neste trabalho:

- Realizagdo de levantamento epidemioldgico
para CAE. com énfase nos rebanhos que
apresentam algum grau de melhoramento € nos
nativos/SRD no Estado do Ceara:

- Conhecer o manejo sanitario empregado nos
criatorios caprinos do Ceara e, do ponto de vista
do criador. os problemas sanitarios mais
relevantes:

- Padronizar um ELISA indireto utilizando
antigenos do virus total para o diagnostico da
CAE e comparar com a IDGA comercial;

- Padronizar o teste Dor-Blot para o diagnostico
sorologico da CAE e comparar a sensibilidade e
especificidade de trés testes sorologicos (IDGA
x ELISA-i x Dot-Blot), e

- Testar a purificagdo das proteinas dos LVPR
através da utilizagdo de coluna de afinidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As lentiviroses foram identificadas desde o
nicio do século passado quando, em 1904, foi
reportada a Anemia Infecciosa Eqiiina (Vallé &
Carré). Estas viroses podem ser divididas em
dois grupos com base no seu tropismo por
diferentes células hospedeiras. O virus da
anemia infecciosa eqiiina e os lentivirus ovino ¢
caprino replicam predominantemente em
macrofagos. Em contraste, os lentivirus de
humano. simio e felino replicam tanto em
macrofagos como em linfocitos. Esse tropismo
por diferentes células implica nas diferentes
manifestagbes  clinicas  destas  doengas
(Clements & Zink, 1996).

2.1- LENTIVIRUS DE PEQUENOS
RUMINANTES (LVPR)

Ao estudar o virus Maedi-Visna, Sigurdsson
(1954) designou o termo “virus lento” ou
lentivirus  aquelas infecgBes causadas por
retrovirus que desenvolvem infecgdes cronicas
de evolucdo lenta, persistente, progressiva e
degenerativa. A sindrome Artrite-encefalite
caprina (CAE) foi inicialmente descrita nos
Estados Unidos da América, sob a forma clinica
de leucoencefalomielite em cabritos e o virus
foi isolado em 1980, por Crawford e
colaboradores em explants de membrana
sinovial de um caprino adulto com artrite.

2.1.1 - Classificagio

Os lentivirus causadores da Artrite-encefalite
Caprina (CAEV) e Maedi-Visna (MVV)
pertencem a familia Retroviridae, sdo
complexos ndo oncogénicos, ¢ sao intimamente
relacionados fenotipica, biologica e
antigenicamente, 0 que 0s insere no conceito de
quasispecies virais (Pasick, 1998). Varios outros
virus de importincia veleriniria e humana
também estdo incluidos neste género, como os
virus da Anemia Infecciosa Eqiiina (AIEV). e
das imunodeficiéncias humana (HIV). bovina
(BIV). felina (FIV) e simia (SIV). Esses virus
geralmente limitam a infecgdo a um simples
hospedeiro, levando a sérios problemas ou &
morte; multiplicam-se também em células em
repouso (ndo ativadas); infectam monocitos,
macrofagos e/ou linfocitos, causando infecgdo
persistente e multi-sistémica (AIEV, MVV e
CAEV), associada a sindromes de
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imunodeficiéncia (SIV, HIV e FIV), e
apresentam alta taxa de mutagdo. com
conseqiiente diversidade genotipica. fenotipica e
antigénica (Clements & Pavne, 1994: Gonda.
1994; Reischak. 2000).

2.1.2- Estrutura e genoma

Os LVPR tém didmetro de 80 a 100 nm. sio
pleomorficos. esferoides (Clements et al., 1980)
e tem uma densidade buovant de 1.14 a 1.18
g/mL (Clements et al., 1980. Dixon et al,
1983).

A particula viral pode ser dividida em duas
partes: a externa e a interna (Figura 1). Na parte
externa encontra-se um envelope fosfolipidico
constituido pelos produtos do gene env. as
glicoproteinas  de  superficie (SU) e
transmembranica (TM). que estdo associadas
covalentemente e atuam na penetragdo do virus
na célula. A parte interna € constituida pelos
produtos dos genes gag, as proteinas do
capsideo (CAP), nucleocapsideo (NC) e Matriz
(MA). e do gene pol. as proteinas com fungdes
enzimaticas: protease (PR). transcriptase reversa
(TR). integrase (IN) e dUTPase. & pelo RNA
genomico (Gonda. 1994: Joag et al., 1996).

O genoma dos lentivirus € constituido por duas
copias idénticas do RNA. ndo complementares,
unidas por pontes de hidrogénio. de polaridade
positiva e aproximadamente 9000 a 10000 pares
de bases. E composto por genes estruturais
(gag, env e pol). genes de regulagdo (tat . rev e
vif) e por duas regides nio traduzidas, tnicas,
situadas nas extremidades 5° (RUS) e 3°(RU3),
que apresentam elementos promotores da
transcrigdo do RNA viral. O DNA proviral
resultante da retrotranscrigdo apresenta duas
regides terminais ndo codificadoras (LTR — /ong
terminal repeat). Os genes estruturais dispostos
da extremidade 5" para 3° do genoma (Figura 2)
sdo gag, pol e env. além de pequenas ORF
(open reading frames). rtat. rev e vif
codificadoras para proteinas reguladoras
(Clement & Payne, 1994: Gonda, 1994). Alguns
isolados de LVPR jd foram seqiienciados. tais
como: MVV KI514 (Sonigo et al. 1983),
CAEV Cork (Saltarelli et al.. 1990). SA-OMVV
(Quérat et al., 1990) e MVV EV1 (Sargan et al..
1991) e estes apresentam organizagdo similar a
outros lentivirus.

As proteinas do gene gag sdo originadas de
varios polipeptidios intermediarios derivados do




precursor pr35kDa que origina inicialmente o
precursor pr47kDa, de curta duragdo. e da
origem as proteinas: p28, pl9 e pl6. O papel
dos precursores intermediarios ¢ desconhecido.
As proteinas do gene env sdo originadas de uma
glicosilagao translacional do precursor pr90kDa
que da origem ao precursor pr150kDa, e por.um
processo de clivagem, origina as glicoproteinas
de superficie (gpl35 efou gp%) e a
transmembranica (gp45) (Cheever et al.. 1988a).
As enzimas utilizadas na replicagdo viral sdo
codificadas pelo gene pol sendo que a protease €
responsavel pelas clivagens dos produtos dos
genes gag e pol, a transcriptase reversa €
responsavel pela transcri¢do do RNA gendomico
em DNA fita dupla e a integrase coordena a
integracdo do DNA viral ao genoma da célula
hospedeira (Tavares & Pereira, 1999). Existe
um grande numero de proteinas dos LVPR e
uma grande variagdo na sua classificagdo
segundo os autores. A Tabela 1 apresenta as
proteinas e glicoproteinas e seus precursores
identificados por imunoprecipitagdo ou
immunoblotting em trabalhos realizados com
LVPR.

Os genes de regulagio dos LVPR sdo
encontrados entre os genes pol e env e
codificam as proteinas de regulacdo da
expressdo viral: tar, vif e rev. Estas proteinas
nio se encontram no Virus € somente sdo
traduzidas durante a replicagdo viral. na qual
participam ativamente (Narayan & Clements,
1989).

2.1.3- Replicagiao

O ciclo de replicagdo dos lentivirus (Figura 3)
inicia-se com o reconhecimento e liga¢do do
virus ao receptor celular e com fusdo e
penetracdo do NC viral no interior da célula
hospedeira. Para os LVPR, provaveis
receptores tém sido relatados: um complexo
membrandceo que interagecom a SU do CAEV.
uma molécula de 50 kDa de células do plexo
coroide ovino e polipeptidios do MHC de classe
IT segundo Hullinger et al. (1993). Crane et al.
(1991) e Dalziel et al. (1991), respectivamente.
Apos a ligagdo especifica da glicoproteina de
superficie com o respectivo receptor. ocorre a
fusdo do envelope viral com a membrana da
celula (Gonda, 1994). Esta fusdo € mediada por
uma porgdo  hidrofobica da  proteina
transmembranica do envelope que penetra na

membrana da célula possibilitando a fusdo
(Oliveira, 1994).

Apos a fusdo inicia-se a retrotranscri¢do do
RNA viral. pela agdo da TR. que promove a
sintese do DNA proviral e este € capaz de se
integrar no genoma celular e ser transcrito pela
RNA polimerase II. Na fase da sintese do DNA
as seqiiéncias RU3 e RUS, presentes no genoma
do virus. sdo duplicadas formando as LTR. as
quais contém o sitio de iniciagdo da transcri¢ao
para RNA polimerase II. A TR inicia a
transcrigdo com a presenca de um RNAt celular.
que adiciona nucleotideos na extremidade 5" e
no final transcreve 0 RNA gendmico em DNA
de fita dupla (Sonigo et al., 1985).

Depois da sintese do DNA viral este migra para
o nucleo, onde ¢ encontrado sob formas
circulares contendo uma ou duas LTRs. ¢ sob
acdo da IN € integrado ao nicleo. Poucas
moléculas de DNA sdo integradas e este fato €
importante para a persisténcia da infecgdo
(Haase, 1986). O genoma viral entdo torna-se
parte do DNA celular e ¢ duplicado durante a
divisio celular. Como resultado. uma vez
infectado pelos LVPR, os animais permanecem
infectados por toda a vida e os LVPR podem ser
isolados de animais SOropositivos mesmo anos
apos a infeccdo original (Concha-Bermejillo.
1997).

O DNA proviral utiliza o sistema celular de
transcrigdo para a sintese de RNA genomico ou
RNA’s mensageiros (RNAm) subgendmicos.
através da acdo da enzima celular RNA
polimerase II. Uma fase inicial € caracterizada
pela presenca de RNAm responsaveis pela
produgdo dos genes de regulagdo (far e rev) e
numa fase tardia, onde ocorre intensa
transcricio com a produgdo de pequenos €
grandes RNAm, das proteinas estruturais (gag
env). das enzimas virais (po/) e da proteina de
regulagdo vif (Vigne et al.. 1987: Sargan et al..
1994).

O DNA viral integrado pode permanecer latente
até que fatores celulares ou virais o ativem. A
acdo dos fatores celulares dos LVPR pode
ocorrer com os fatores c-jun e c-fos, presentes
nos macrofagos ativados. que se ligam as
seqiiéncias ativadoras AP (1 e 4) da LTR (Hess
et al. 1989; Shih et al, 1992: Gdovin &
Clements. 1992: Neuveut et al., 1993) ou. ainda.
por outro fator celular induzido pelo interferon
v. secretado em resposta a infecgdo viral. que
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atua nas LTR extremidade 5’ ativando a
replicagdo (Tong-Starksen et al., 1996). Com
relagdo aos fatores virais € possivel que as
proteinas fat, rev e vif possam estar envolvidas.
A rar promove a transativagio que ocorre pelas
seqiiéncias APl e AP4 das LTR do virus MVV
(Gdovin & Clement, 1992; Carruth et al., 1996).
Com relagdo ao CAEV o gene rar ndo €
essencial a replicagdo (Harmache et al., 1998).
A proteina rev interage com 0 RNAm de env e €
necessaria para transpor da etapa inicial para a
tardia da expressdo lentiviral, facilitando a saida
do nucleo para o citosol dos RNAm nio
transformados de gag e pol e do RNAm com
transformagdo incompleta de env (Schoborg et
al., 1994). A funcdo da proteina vif ndo esta bem
estabelecida, entretanto julga-se ndo ser
necessaria no processo de infecgio, mas atua na
replicagao do virus, através na formacgdo e/ou
liberagdo do CAEV (Harmache et al., 1995).

Acredita-se que a tradug¢do dos RNAm dos
lentivirus ¢ realizada por fatores celulares e
leva & fabnicagdo de polipeptidios precursores,
que sao clivados por enzimas proteoliticas
dando origem as proteinas virais. Os RNAm
codificantes para env sdo traduzidos nos
polirribossomos  associados a0 reticulo
endoplasmatico rugoso e o produto fica
encostado na membrana celular, enquanto que
os RNA completos sio traduzidos em
precursores gag (pr35kDaj ou gag-pol
(pr170kDa), nos polirribossomos livres. Apos a
sintese dos componentes virals ocorre a
montagem. fendmeno controlado pelo precursor
gag, com encapsulagdo de duas moléculas de
RNA  gendmico, RNAt primer e TR:
processamento proteolitico dos polipeptidios
precursores € o0 brotamento das particulas virais,
que adquirem componentes lipidicos da
membrana celular para composigdo do envelope
viral (Clements & Payne, 1994: Coffin. 1996).
Apos o brotamento existe @ maturagdo viral com
a acdo de varios processos de clivagem dos
precursores (Gonda, 1994).

2.1.4- Tropismo

A replicagdo dos LVPR in vivo ocorre
prancipalmente nas células do sistema
monocitico-fagocitario, sendo os macrofagos a
grande maioria das células infectadas (Lujan et
al., 1994; Brodie et al. 1995 Concha-
Bermejillo, 1997). Segundo Gendelman et al.
(1986), a infecgdo nas células depende da
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presenca de receptores para 0  Virus.
Verificaram, também, que poucos mOnocitos
tem estes receptores, entretanto estes aumentam
apos sua maturagdo. Os linfocitos tem sido
também infectados, entretanto sem
multiplicagdo viral (Zink & Johnson, 1994). O
RNA viral foi detectado, ainda, em c€lulas
endoteliais, epiteliais, fibroblasticas, vanas
células do sistema nervoso (plexo cordide.
células microgliais, astrocitos. oligodentrocitos
€ neurdnios) e da glandula mamaria (Zink et al..
1990; Brodie et al., 1995: Sanna et al., 1999,
Mselli-Lakhal et al., 1999; Lerondelle et al.
1999). Estudos usando isolamento viral,
imunocitoquimica e hibridizagdo in situ tem
mostrado que os LVPR podem penetrar nestas
células, entretanto a infecgdo produtiva € restrita
as células da linhagem dos macrofagos
(Concha-Bermejillo. 1997) e da glandula
mamaria (Mselli-Lakhal et al.. 1999: Lerondelle
et al., 1999). In vitro os LVPR infectam e
replicam em macrofagos (Narayan et al., 1983).
células fibroblasticas de plexo coroide. de
membrana sinovial (Narayan et al. 1980:
Queérat et al.. 1984). células musculares lisas
(Leroux et al.. 1995) e da glandula mamaria
(Mselli-Lakhal et al.. 1999: Lerondelle et al.
1999). Recentemente, Jan et al. (2000)
verificaram. in vifro. que as células endotehais
vasculares sdo susceptiveis a uma infecgdo
produtiva pelo CAEV.

2.1.5- Relagdo antigénica

Bertonu et al (1994) infectaram cabras com
amostra CAEV-Cork, e por imunoprecipitagdo
com radiomarcacdo das proteinas virais
verificaram uma semana apos a infecgdo (PI). a
presenga de anticorpos contra a proteina
precursora do gene env (pl30*") e com urés
semanas PI contra a proteina precursora do gene
gag (p47%F). Anticorpos contra outras proteinas
dos genes env e gag foram detectadas ao
mesmo tempo (trés semanas PI).

Em 1980, Narayan e colaboradores verificaram
relagdo antigénica entre a proteina p30 do MVV
e um virus responsavel por leucoencefalomielite
caprina. A despeito da reagdo cruzada,
verificou-se que o virus caprino era também
antigenicamente distinto, uma vez que ndo foi
neutralizado por uma amostra de soro ovino
com altos titulos de anticorpos neutralizantes
para o0 MVV. Os lentivirus CAEV ¢ o MVV
manifestaram-se  inimamente  relacionados




imunologicamente, pois um SOro Caprino
infectado com CAEV precipitou proteinas e
glicoproteinas dos dois virus, apesar do perfil
eletroforético dos virus diferir
significativamente, com exce¢do da proteina do
capsideo que apresentou peso molecular de
28000 daltons para 0 CAEV e 27000 daltons
para o MVV (Dahlberg et al., 1981).

Fundamentado no seqiienciamento do genoma e
reatividade antigénica cruzada. Roberson et al.
(1982), wverificaram que a amostra CAEV
utilizada mostrava menos de 20% de homologia
com o0 MVV, configurando portanto a distingio
entre os dois virus, apesar de serem
antigenicamente relacionados por apresentarem
determinantes antigénicos em comum na
proteina p28 do capsideo. Os autores sugerem a
existéncia de uma seqiiéncia conservada de
nucleotideos no gene gag. que codifica os
determinantes da proteina p28.

Gogolewski et al. (1985) relataram que os
LVPR sdo compostos aparentemente por 0ito
componentes protéicos principais sendo quatro
glicoproteinas e quatro core proteinas. Todas as
oito proteinas dos MVV ¢ CAEV reagiram com
soro de cabra positiva, entretanto  as
glicoproteinas do MVV apresentaram bandas
mais fracas com soro ovino (heterdlogo).
Corroborando com estes achados Knowles et al.
(1994) verificaram que a IDGA que utilizou
antigeno caprino foi mais sensivel na detecgdo
de anticorpos para 0 CAEV do que aquela onde
utilizou-se  antigeno de origem ovina
evidenciando diferencas antigénicas entre os
produtos dos genes gag e env dos dois virus.

Estudos de McGuire (1987) e Marcom et al.
(1991) confirmaram que entre o CAEV e o
MVYV existe no minimo um epitopo em comum
em cada uma das suas proteinas estruturais. A
despeito disto € também sabido que ambas
viroses tem a capacidade para apresentar
variacdo antigénica significativa e que dentro
do mesmo animal infectado pode existir mais de
uma cepa viral ao mesmo tempo (Ellis et al.
1987).

As proteinas p28, gp 135 e gp47 sdo
consideradas 0s principais antigenos
imunodominantes na infecgdo pelos LVPR
(Gogolewski et al., 1985; Rosati et al., 1993).
Em decorréncia desta reagdo imunologica
cruzada, justifica-se o uso de antigenos de
lentivirus ovino ou vice versa para detectar

anticorpos para LVPR em ovinos e caprinos
(Rosati et al, 1995).

Existem poucos estudos com relacdo a reacoes
cruzadas dos LVPR com outros lentivirus.
Maslak &  Schmerr (1993) verificaram
reatividade unilateral do MVV e o HIV. pois
SOros ovinos com anticorpos para MVV
reagiram, por immunoblotting, com a p24 do
HIV, entretanto o contrario ndo foi observado.

2.1.6- Heterogeneidade genética

A tradicional visio que a Maedi-Visna ¢ a
Artrite-Encefalite caprina sio causadas por
agentes etiologicos distintos pode estar
antiquada a luz das novas discussdes. Em
substituigdo, os LVPR sdo melhor vistos dentro
do conceito de gquasispecies virais (Pasick,
1998). O fato de os RNA virus em geral. ¢ em
especial os lentivirus, existirem  cOmo
quasispecies ¢ atribuido ao fato que a RNA
polimerase tem intrinsecamente altas taxas de
erro e pela falta de um mecanismo de corregdo
(Steinhauer & Holland, 1987).

Os lentivirus tem alta taxa de mutagdo. de 0,5 a
1 genoma por ciclo de replicagdo. que sdo
acumuladas e auxiliam a rapida evolugdo desse
grupo de virus (Castro, 1998). Coffin (1996) ¢
Preston & Dougherty (1996) relataram que estas
mutagdes decorrem. geralmente. de erros nas
polimerizagdes. durante o ciclo de replicagdo
lentiviral, com substituigdes de  bases,
deslocamento de janelas, rearranjo genético,
recombina¢do e hipermutagdes. A principal
responsavel por erros € a TR que, ao contrario
das polimerases celulares, apresenta baixa
fidelidade. devido a auséncia da agdo da 3' - '
exonuclease. necessaria as corregdes de erros
surgidos durante a polimerizacdo. Contudo. as
mutagdes também podem ser causadas por €rros
da DNA polimerase celular. durante a
replicagio do DNA proviral. e da RNA
polimerase celular II. quando da sintese de RNA
a partir do DNA proviral (Preston & Dougherty.
1996).

Os LVPR apresentam significativa variabilidade
antigénica e gendmica alterando as propriedades
bioldgicas do virion. assim como a persisténcia
viral no hospedeiro. o tropismo celular. a taxa
de replicagdo. a citopatogenicidade ¢ o©
desenvolvimento da doenga (Leroux et al,
1996).
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Estes lentivirus podem ser classificados
conforme nas suas propriedades biologicas ou
fenotipicas. Os LVPR receberam as designagdes
tipo I ou grupo MVV e tipo II ou grupo CAEV
(Quérat et al, 1984; Zink & Johnson, 1994). O
virus tipo I tende a ser altamente citopatico in
vitro, patogénico in vivo e induz a produgia de
anticorpos neutralizantes, enquanto o virus tipo
II tende a produzir infecgdo persistente nio
liica em cultura de células, exibindo baixa
patogenicidade em animais infectados e
induzindo a produgdo de anticorpos nio
neutralizantes. As informagdes das seqiiéncias
gendmicas tém promovido alguns indicios sobre
as nuangas que relacionam o genodtipo € o
fenotipo (Pasick, 1998).

Devido a alta vanabilidade gendmica dos
lentivirus. a escolha dos primers em genes
relativamente conservados como pol, gag e da
LTR. combinado a com as condigdes de reacdo
para a maxima sensibilidade € decisiva para
detecgdo de um grande espectro de cepas de
campo de ambos CAEV e MVV (Zanoni,
1998).

Uma estrutura populacional complexa foi
verificada por Leroux et al. (1997) analisando
seqiiéncias dos genes env e pol de isolados
franceses de LVPR de origem ovina e caprina,
assim como o HIV. SIV e FIV. Pela andlise
filogenctica foi proposta a classificacdo dos
LVPR em quatro grupos: I e III (isolados de
origem ovina e caprina). II (isolados de origem
caprina. incluindko o CAEV Cork) e IV
(composto por trés isolados ovinos de
referéncia: K 1514, SA-OMW e EV 1), A partir
destes resultados. concluiram que os LVPR
constituem um grupo grande e heterogéneo ¢
nio uma colegdo de espécies distintas com
hospedeiros e potencial patogénico bem
definidos.

Num estudo entre LVPR de diferentes regides
do mundo. Zanoni (1998) encontrou uma
relagdo complexa quando as seqiiéncias foram
analisadas filogeneticamente. Seis diferentes
grupos foram identificados, sem uma separacdo
evidente entre os isolados caprinos e ovinos de
LVPR. A divergéncia entre os isolados foi de
35%. 22% e 16% nos fragmentos de LTR, env
e pol e gag, respectivamente. Observou-se uma
indicacdo clara de transmissdo interespecie. de
suma Importancia epidemiologica  quando
programas de controle sdo considerados.
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No Brasil. Marchesin (1997) estudou cinco
isolados brasileiros de CAEV analisando parte
do gene gag Os resultados evidenciaram
diferencas entre os isolados brasileiros
permitindo separa-los em trés grupos distintos
de acordo com o perfil da digestio enzimatica.
Castro (1998) amplificou e seqiienciou parte do
gene pol e o gene rat de isolados de CAEV dos
estados de Minas Gerais ¢ Pernambuco. A
analise filogenética das seqii€ncias destes genes
indicou que o isolado de Permambuco foi
estreitamente relacionado ao isolado islandés
MVV KI1514. enquanto os isolados de Minas
Gerais foram mais relacionados ao CAEV.
Reischak (2000) estudando trés isolados
caprinos ¢ um isolado ovino do Rio Grande do
Sul verificou que dois destes apresentavam
caracteristicas liticas nos cultivos celulares
secundarios e de linhagem. indicando
diversidade quanto ao ciclo de replicacdo viral
in vitro destes isolados.

2.2- VIRUS DA ARTRITE ENCEFALITE
CAPRINA (CAEV)

Os primeiros relatos de quadros clinicos
compativeis por lentivirus em caprinos foram
citados na India com lesdes compativeis ao
Maedi-visna (Rajva &  Singh, 1964).
Sintomatologia nervosa com paralisia. devido a
lesdes granulomatosas com desmielinizagdo
cerebral. e poliartrite foram posteriormente
narradas na Alemanha (Stavrou et al.. 1969).
Em 1974, Cork e colaboradores relataram
leucoencefalomielite e pneumonia intersticial
em caprinos criados nos Estados Unidos.
Posteriormente. O’Sullivan (1978) relata o
problema semelhante na Austrdlia. Através de
trabalhos de Naravan et al. (1980). estabeleceu-
se uma relagdo antigénica entre os grupos de
virus Maedi-Visna (MVV) e o virus da
Leucoencefalomielite caprina. O virus foi
isolado. pela primeira vez nos EUA. a partir de
cultivo de membrana sinovial de animal com
artrite. tendo sido detectadas particulas com
caracteristicas de retrovirus, passando a ser
denominado CAEV - amostra 63 (Crawford et
al., 1980).

2.2.1 — Epidemiologia

Levantamentos epidemiologicos. utilizando
diversas técnicas sorologicas tém  sido
realizados com o objetivo de determinar a




prevaléncia ou a ocorréncia da infecgdo pelo
CAEV nos caprinos. Pela literatura verifica-se
que o virus apresenta distribuigdo cosmopolita,
sendo detectado em diferentes paises de todos
os continentes, utilizando os testes IDGA ou o
ELISA (Tabela 2). A maior prevaléncia do
CAEV ocorre em paises com exploragdo
tecnificada (Rowe & East. 1997), tais como:
Canada. Franga, Noruega. Estados Unidos,
Suiga, Espanha onde se verificou mais de 65%
de animais soropositivos nos rebanhos (Adams
et al., 1984; Gonzales et al., 1987).

No Brasil sua presenga foi observada
inicialmente por Moojen et al. (1986) no Rio
Grande do Sul, entretanto Cunha & Nascimento
(1995) analisando soros datados da década de
80 verificaram 21% de animais positivos para
CAEV. A partir de entdo, sua presenca foi
confirmada em diversos estados. conforme
apresentado no Tabela 3.

Fatores ligados ao manejo do rebanho tém forte
influéncia na disseminacio da doenca. sendo a
prevaléncia da CAE maior em paises onde os
animais sdo criados de forma intensiva. A
utilizagdo de armazenamento do colostro e/ou
leite de vdrias cabras para alimentar os cabritos,
tem sido associada ao aumento da prevaléncia
de CAE. ao contrario do que se observa em
ragas de produgdo de carne, com baixa
incidéncia em todo o mundo, provavelmente
devido a0 seu manejo extensivo, com menor
contato entre os animais ¢ ao fato dos cabritos
s0 receberem leite de suas mies (Robinson &
Ellis, 1985).

A infeccdo acomete 0s caprinos
independentemente de sexo. raga e idade. apesar
de relatos indicarem maior prevaléncia em racas
caprinas leiteiras (Nazara et al.. 1985; Grant et
al., 1988; Saraiva Neto, 1993; Melo, 1996), ¢
animais machos (Grewal et al., 1986; Pinheiro
et al.. 1999). Entretanto os estudos sdo de dificil
interpretagdo em relacdo aos fatores ligados ao
manejo ¢ origem das diferentes racgas (Cutlip et
al, 1988: Rowe & East, 1997).

A prevaléncia da infecgdo aumenta com a idade
(Grewal et al.,, 1986; East et al, 1987). Tem-se
observado que a freqiiéncia de soropositivos €
maior em caprinos mais velhos (Houwers &
Van der Molen, 1987. Rowe et al, 1991
Saraiva Neto et al,, 1995), porém em rebanhos
com alta taxa de infecgdo, a soroprevaléncia

pode ser elevada entre animais jovens (East et
al, 1987).

Os rebanhos afetados apresentam taxa de
infec¢@o invariavelmente superiores aos casos
de manifestacdo clinica da doenga. A
apresentagao clinica da doenga sob a forma de
artrite ¢ altamente variavel, podendo variar de
8% a 38% segundo East et al. (1987). O tempo
para o aparecimento dos sintomas clinicos
também tem grande variagdo, podendo ser de
meses até anos (Knowles, 1997). A dindmica da
manifestagio da doenga ainda ndo ¢
completamente conhecida, mas sabe-se que
fatores ambientais podem provocar trauma
persistente ou recorrente as articulagdes, como
pisos de concreto ou saltos didrios de
plataformas elevadas de ordenha, o que
predispde os animais a manifestagdo clinica da
artrite viral (Smith & Sherman. 1994).

Peretz et al. (1993) relatam que apos a
introdu¢iio de animais infectados num cratorio.
a conversio bem como o0s casos de
manifestagdo clinica e intensidade das lesdes
sdo muito variaveis, dependendo do nivel de
estresse. da nutricdo ¢ do manejo sanitdrio.

2.2.2 — Transmissao

Os caprinos infectados de forma persistente
funcionam como reservatorio e fonte de
infecgdo do CAEV. A transmissdo ocorre por
meio de secregdes ou excregdes ricas em células
do sistema monocitico-fagocitario.
principalmente macrofagos. A principal via de
transmissdo € a digestiva. geralmente, no
periodo neonatal. através do leite e/ou colostro
de cabras infectadas (Rowe et al.. 1992). onde o
virus pode se encontrar tanto livre como em
células somaticas.

Rowe et al. (1991) calcularam que 69% das
infecgdes pelo CAEV entre os 2826 animais
estudados poderiam ser explicados pela ingestido
de leite/colostro contaminado e os 31%
restantes seriam atribuidos aos outros tipos de
transmissdo que resultam em significativo
aumento de soroconversio com o passar da
idade. Nem toda infecgdo de cabritos pode ser
creditada a ingestdo de leite/colostro. Cabritos
nascidos de matrizes soropositivas tem até 10%
de inexplicavel soroconversdo até seis meses de
idade a despeito dos métodos de pasteurizacdo €
termizagdo do colostro (56°c por 60 minutos). A
infeccdo pré-natal dos cabritos pode ocorrer




possivelmente por quatro rotas de transmissio:
intrauterina, pelo contato vaginal com a cria,
ingestdo acidental de colostro de cabras
infectadas ou transmissdo peld mie para cria
através da saliva ou secreghes respiratorias
durante a limpeza da cria (Rowe & East. 1997).

A  transmissio do CAEV por confato
prolongado entre cabras infectadas e sadias tem
sido reportada (East et al., 1987). Em virtude de
o CAEV estar predominantemente associado
com monocitos e macrofagos, o contato intimo
¢ essencial para a transmissdo horizontal que ¢
muito favorecido pelo longo tempo de
exposicdo e alta densidade de animais
infectados (Rowe & East. 1997).

A transmissdo via secregdo respiratoria ou
aerossois nio tem sido descrita (Rowe & East
1997). entretanto Guedes (1999) verificou,
experimentalmente, que esta forma de
transmissao € wviavel em  caprinos,
principalmente em regimes de criagdo
intensivos. Em ovinos existem evidéncias deste
tipo de transmissdo do MVV (Houwers & Van
der Molen, 1987).

Existe, ainda, o risco de transmissdo do CAEV
pelo uso de maquinas de ordenha desreguladas,
principalmente quando promovem um contra
fluxo do leite. injetando leite contaminado no
ubere de cabras sadias (East, et al., 1993:
Lerondelle et al.. 1995). Além disto, mido e
toalhas contaminadas também s3o importantes
fatores de contaminag3o.

Em virtude do estado permanente de viremia
dos animais (Al-Ami & Westweber. 1984),
agulhas, tatuadores, equipamento de descorna
podem ser um grande fator de risco, pois podem
conter restos de sangue com celulas (monocitos
¢ macrofagos) infectadas e possivelmente
desencadear a transmissdo latrogénica (Rowe &
East, 1997).

Rowe & East. (1997) observaram maior taxa de
soroconversdo de fémeas negativas cruzadas
com machos positivos que a de fémeas
negativas cruzadas com machos negativos. Este
fato aliado a presenga do DNA proviral do
CAEV. confirmada por PCR no sémen
criopreservado de dois machos (Andrioli et al..
1999) e em 8 de 15 amostras de sémen fresco
(Travassos et al., 1999) em animais
naturalmente infectados. demonstra o risco
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potencial da transmissdo do lentivirus caprino
por esta via.

Zink et al. (1990), utilizando a técnica de
hibridizacdo in siru , detectaram a presenga de
CAEV nas criptas intestinais e nos tubulos
renais de animais soropositivos, indicando que 0
virus poderia estar presente nas fezes e urina
destes anumais.

Além das vias de infecgdo deve-se levar em
conta os fatores que afetam o risco de
transmissao como estresse., IMUNOSSupressao.
dose do virus e rota de infec¢do, cepa do virus.
dentre outros.

2.2.3 — Patogenia e resposta imune

O leite e o colostro de fémeas infectadas, por
serem ricos em células do sistema fagocitico
mononuclear, sio os principais veiculos de
transmissdo do virus. sendo o trato intestinal de
cabritos a principal porta de entrada para o
CAEV. Esta entrada ocorre pela absorgao direta
de macrofagos infectados através das
vilosidades intestinais ou pela infeccdo das
células intestinais pelo virus, liberados dos
macrofagos previamente digeridos por enzimas
proteoliticas (Huso et al.. 1988). Apds penetrar
no organismo pela mucosa gastrointestinal.
onde ocorre sua primeira replicagdo, o virus se
dissemina pela corrente sangiiinea ou por outras
vias, como o liquido céfalo-raquidiano (Perk.
1988). A viremia observada na infecgdo €
associada a célula e a disseminacdo viral
realizada célula a célula e ¢ a principal fonte de
transferéncia dentro do hospedeiro (Blacklaws
et al. 1994). O virus apresenta tropismo
principalmente pelas células do sistema
monocitico-fagocitario que funcionam como
meio de distribuigdo e replicagdo viral. A
replicagdo viral geralmente € limitada por
determinados fatores, entre os quais cita-se a
restrigdo da replicagdo viral mediada por
interferon, produzido por linfécitos ativados
durante sua interagdo com os macrofagos
infectados. O interferon inibe a maturagdo d=
mondcitos. com conseqiiente lentiddo da
maturagdo viral (Zink et al, 1987). Na infecgdo
persistente do hospedeiro existe, ainda. uma
restricdo génica nos mondcitos (Brodie et al.
1995). processamento incompleto da
glicoproteina de superficie com interrupgdo do
ciclo viral (Chebloune et al.. 1996). além da
producdo limitada de anticorpos neutralizantes
(Smith & Sherman. 1994) o que reduz a
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replicagdo e auxilia a persisténcia do estimulo
antigénico (Bertoni et al.. 1994; Cheevers et al,
1993).

Nos tecidos-alvo. tais como sindvias, intersticio
pulmonar, plexo cordide e tbere, a ativagdo da
replicagdo viral juntamente com a maturagdo
dos macrofagos. induzem a formagio das leses
linfoproliferativas que caracterizam a CAE.
Segundo Zink et al. (1990), outras células
podem também servir como areas de replicagdo
viral. como as células da membrana sinovial,
oligodentrocitos (Perk, 1990). as células
epiteliais intestinais, células tubulares renais, e
células glandulares da paratiredide. adrenais e
da tiredide. Contudo, € o tropismo do virus por
c€lulas do sistema imune, particularmente
monocitos e macrofagos, o principal fator
responsavel pela habilidade dos lentivirus em
causar infecgdes crdmicas, que persistem por
toda a vida do animal.

Concha-Bermejillo (1997) relata que a base do
desenvolvimento das lesdes dos LVPR parece
ser a infecgdo dos macrofagos. Em resposta ao
virus, a formagdo de imunocomplexos e a
replicagdo litica nos macrofagos podem ser
responsabilizadas pelas lesdes desencadeadas.
Outra resposta a infecgdo persistente dos
macrofagos seria a apresentagio do antigeno aos
linfocitos T, promovendo a cascata de respostas
celulares que leva a proliferagio de celulas
inflamatorias mononucleares, caracteristica da
CAE. Ainda. ¢ sugerido. principalmente no caso
de artrite, que a infecgdo dos macrdofagos
poderia torna-los menos ativos na fagocitose de
debris celulares presentes na articulagdo.
resultando no seu acumulo e na persisténcia e
evolug¢do cronica da artrite (Klevjer Anderson &
Anderson. 1982).

As respostas imunologicas celular e humoral ao
CAEV possuem intensidades variadas, que nio
protegem contra a multiplicagdo viral (Bertoni
et al, 1994). A primeira resposta humoral no
MVV, ¢ detectada em torno da terceira semana
e esta principalmente dirigida contra a proteina
do capsideo: por volta da quinta semana sdo
produzidos anticorpos contra as demais
proteinas  (do  nucleocapsideo,  matriz.
transmembranica e de superficie) (Concha-
Bermejillo et al, 1995). Os anticorpos
neutralizantes sdo produzidos em quantidades
limitadas. tardiamente e sdo de baixa afinidade.
de modo que ndo impedem o ciclo de replicagio

viral (Kennedy-Stoskopf & Naravan, 1986:
Cheevers et al, 1993; Bertomi et al., 1994).
Verifica-se. ainda. na infeccdo pelos LVPR.
aumento dos linfocitos T CD4+ (Reyburn et al.
1992) e T CD8+ (Lichtensteiger et al., 1993:
Blacklaws et al, 1994) que sdo responsaveis
pela destruigdo de células infectadas. porém nao
destroem as que ndo expressam O provirus.

Os macrofagos e outras células persistentemente
infectadas podem produzr e liberar citocinas e
proteinas virais com efeito citotoxico sobre as
células vizinhas provocando lesGes nos orgdos-
alvo (Mdurvwa et al, 1994; Concha-Bermejillo.
1997). Expenimentos com hibnidizagdo in situ
mostraram que os padrdes da expressdo de
citocinas na CAE foram similares aos achados
na artrite reumatoide humana. com poucas
células expressando as citocinas derivadas dos
leucocitos — interferon y (IFNy) e interleucina 2
- e mais c€lulas  expressando proteinas
quimioatraentes de mondcitos (MCP-1). IL-6 ¢
fator de necrose tumoral (TNF)-alfa. Nenhum
IFNy ou células expressando virus foram
achadas nas articulagdes inflamadas (processo
agudo), mas ambos foram detectados em cabras
com severa artrite. A resposta humoral e a
mediada  por células  parece  ocorrer
simultaneamente em areas distintas da
membrana sinovial (Lechner et al. 1997).
Adeyvemo et al. (1997)  verificaram uma
desregulagdo das citocinas produzidas pelos
macrofagos com redugdo TNF-alfa e IL-6 nas
cabras cronicamente infectadas. enquanto
Lechner et al. (1997) observaram aumento de
IL-8 ¢ MCP-1 e diminuigdo de TNF-alfa. IL1]
beta, IL-6, IL-12 e do fator de crescimento de
transformacdo [. Baseados mnestes dados
verifica-se na CAE um aumento da quimiotaxia.
principalmente das células do  sistema
monocitico-fagocitario e redugdo do processo
agudo da enfenmidade. Estudos recentes
(Cheevers et al.. 2000) relatam uma dicotomia
com relagdo a resposta imune as glicoproteinas
de superficie e transmembranica. No caso das
cabras com artrite existe um aumento da IgGl e
da Interleucina 4 e redugdo dos linfocitos T
CD4+. enquanto que 0S animais sem artrite
apresentam baixos niveis de IgG1 e altos niveis
de IgG2. aumento dos linfocitos Thl e aumento
da producgio de IFNy. Verficou-se também que
a IL12 n3o é o foco inicial da reagdo dos
linfocitos reativos ao antigeno.

Os anticorpos passivos adquiridos pela ingestdo




do colostro persistem em niveis detectaveis no
soro de cabritos e cordeiros  até
aproximadamente seis meses (MacKenzie et al.,
1987; Cutlip et al., 1988) Entretanto, Ellis et al.
(1983) relatam que estes anticorpos podem
permanecer detectdveis até oito meses apos o
nascimento. :

Sem a prote¢do decorrente da resposta imune, a
CAE € uma doenga imunopatoldgica na qual as
lesOes resultam de resposta imune aos antigenos
virais, especialmente no que se refere a
glicoproteinas  de  superficie.  Caprinos
persistentemente  infectados desenvolvem um
quadro de artrite aguda quando
experimentalmente desafiados, e a severidade
das lesdes articulares estd relacionada com a
presencga do virus e de anticorpos antivirus na
articulag@o. As lesGes que ocorrem na CAE sdo
principalmente causadas por linfocitos e
macrofagos (McGuire et al, 1986). Quando a
resposta imune se desenvolve, os anticorpos
permanecem por toda a vida do animal, apesar
de sua concentragdo plasmatica poder variar em
diferentes periodos (Perk, 1990).

A disseminagdo do virus provavelmente ocorra
pela via hematogénica. Esta afirmacgio €
baseada em varios fatores como a presenga do
virus em leucdcitos circulantes (Ellis, 1990). a
replicacdo viral em macréfagos (Perk, 1990), o
padrdo intersticial da pneumonia (Ellis et al.,
1988) e a disseminagdo das lesGes no sistema
nervoso, a partir das leptomeninges (Norman &
Smith, 1983).

A infeccdo local pode ser fonte de antigenos
virais na superficie das células levando a
processos citotoxicos diretos ou a inflamagédo e
danos teciduais cumulativos que podem resultar
em ativacdo periddica de células infectadas e na
manifestacdo de populagdes virais
antigenicamente distintas ou de outros epitopos
da glicoproteina (gpl135) viral (Cheevers et al.,
1988b). Um suprimento continuo de material
antigénico, beneficiando a formagio de
imunocomplexos poderia explicar a interagio da
resposta imune do hospedeiro ¢ os antigenos
virais, aventada por Cheevers et al (1988b).
como causa das lesdes inflamatorias,
principalmente se for considerado que cabras
vacinadas ou persistentemente infectadas e
inoculadas com o virus apresentam lesdes mais
severas ¢ de curso mais rapido, bem como
exacerbagdo de lesdes ja existentes (McGuire et
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al, 1986). Recentemente. Jan et al (2000)
verificaram. in vitro, que as células endoteliais
vasculares infectadas apresentam capacidade de
ligagdo aos leucocitos duas vezes maior que as
células nio infectadas e que estas células
mantiveram a expressdo de marcadores,
aumentaram inicialmente a expressio de
antigeno MHC-I e posteriormente MHC-II.
Tais eventos podem contribuir para a
distribuicdo nos tecidos de células linfoides e
para a resposta imune local na infeccdo dos
LVPR.

2.2.4 - Manifestacdes clinicas e caracteristicas
anatono-histopatologicas

A infecgdo pelo CAEV € multi-sistémica sendo
que clinicamente apresenta-se de quatro formas
principais: nervosa, artritica, respiratoria e
mamaria. E  geralmente  persistente e
assintomatica, de evolugdo geralmente cronica.
O CAEV compromete o estado geral dos
animais infectados com agravamento
progressivo das lesdes. perda de peso e
debilidade até¢ a morte (Dawson. 1987: Perrin.
1991; Peretz et al., 1993). Dentre estas formas, a
mais comumente observada € a artritica.
acometendo animais adultos (Crawford &
Adams. 1981). O aparecimento de uma ou de
outra das formas clinicas pode depender das
condi¢des do manejo praticado na propriedade.
Certos fatores, como por exemplo, a
constituigdo do piso, os procedimentos da
ordenha e a ventilagdo das instalagoes. podem
favorecer o aparecimentc de uma das formas.
sgja  artritica, mamaria ou  respiratoria.
respectivamente. Existem, também. diferengas
entre a patogenicidade das amostras de CAEV
(Cheevers et al.. 1988b; Summers et al.. 1995).
provavelmente  decorrente  de  variantes
antigénicas entre amostras do virus (Naravan et
al, 1984). o que parece influenciar na
incidéncia e na severidade das lesdes articulares
(Cheevers & McGuire, 1988). e, possivelmente.
na sua forma de apresentacfo. As alteragdes
histopatologicas  sdo  caracterizadas  pelo
desenvolvimento de lesdo inflamatoria com
infiltracdo de células mononucleares em um ou
mais orgdos ou tecidos do cérebro, medula.
articulagdes, pulmdes (Adams & Crawford.
1980b; Crawford & Adams. 1981; Pawlisch &
Maes, 1984). ubere (Al-Ani & Vestweber,
1984, Dawson & Wilesmith. 1985), rins
(Brugere-Picoux. 1984) e utero (Ali, 1987).



A forma artritica € a mais comum sendo
observada em caprinos com mais de 0ito meses
de idade (Gonzdles et al. 1987). As
articulagdes carpianas sdo as mais afetadas e
apresentam-se alteradas uni ou bi-lateralmente.
QOutras articulagdes podem, também, ser
atingidas, como a atlanto-occipital, do jarrete e
da tuberosidade isquidtica. além das bursas
atlantica e supra-espinhal (Crawford & Adams,
1981; Gonzales et al., 1987). As manifestagdes
observadas nesta forma resultam da distensio da
capsula articular e proliferagdo do tecido per-
articular, com conseqilente aumento do
didmetro das articulagdes envolvidas. Observa-
se tenosinovite hiperplasica. fibrose do tecido
COnectivo, Eem  associagdo com Necrose e
mineralizagdo do tecido peri-articular e acimulo
de exsudato resultante de lesdes vasculares
(Woodard et al, 1982; Pereira, 1993). Os
animais afetados apresentam claudicagio em
graus variados. e, em casos graves, imobilidade
e decubito podem ser observados (Crawford &
Adams, 1981; Gonzales et al., 1987). Ao exame
macroscopico, o liquido sinovial apresenta-se
com colora¢do avermelhada ou amarronzada, e
viscosidade diminuida, e ao microscdpio, revela
aumento do  numero de  leucdcitos,
principalmente de mononucleares (Crawford &
Adams, 1981: Woodard et al.. 1982; Pinheiro et
al., 2000a).

A forma nervosa ocorre com maior freqiiéncia
em cabritos de um a quatro meses de idade
(Cork et al., 1974), e, so raramente, tem sido
registrada em animais adultos (Crawford &
Adams, 1981; Norman, & Smith, 1983). Os
achados mais freqiientes sdo paresia dos
membros posteriores e ataxia. Os cabritos tém
apetite e  atividade  cerebral normal
Ocasionalmente, evidencia-se hipertemia. A
paresia, que inicialmente € unilateral. entre o
quinto e o décimo dia torna-se bilateral e evolui
para tetraparesia (Cork et al., 1974; Norman &
Smith, 1983). Depressio, torcicolo e andar em
circulo sdo sintomas indicativos de lesdo
cerebral. Também sio evidentes sintomas de
lesdes da massa branca medular. como
hipertonia, hiperreflexia, e para ou tetraparesias
(Norman & Smith, 1983). As lesdes dos tecidos
nervosos sdo evidenciadas apenas ao exame
microscopico, e caracterizam-se por
meningoencefalomielite, com manguitos
perivasculares onde predominam  células
mononucleares (linfocitos. macrofagos e células

mononucleares) e desmielinizacdo. As lesdes
sio restritas a4 massa branca, sem
comprometimento  dos neurbnios,  exceto
quando ha destruigdo de grandes dreas de massa
branca. As meninges ¢ medula podem ser
atingidas, apresentando infiltragdo mononuclear
(Cork et al., 1974; Cork, 1976; Norman &
Smith, 1983: Gonziles et al. 1987).

A forma pulmonar, freqiientemente, esta
associada a nervosa (Cork et al., 1974; Norman
& Smith, 1983). Sua apresentagio parece rara e
de pouca gravidade. Os sinais clinicos s3o tosse,
dispnéia, secregdo nasal apos exercicios fisicos.
taquipnéia, macicez pulmonar, estertores
umidos e diminuigdo do murmurio vesicular a
auscultacdo (Knight & Jokinen, 1982, Serakides
et al, 1996). As lesdes variam desde congestdo
e pneumonia intersticial acompanhada de
pronunciada hiperplasia linfoide (Cork et al.
1974). Microscopicamente a  pneumonia
intersticial € caracterizada por infiltracdo de
macrofagos, linfocitos € plasmaocitos, hiperemia
do septo interalveolar e hiperplasia dos tecidos
linfoides pulmonares (Norman & Smith. 1983:
Ali, 1987). Serakides et al. (1996) classificaram
0s animais em trés grupos de acordo com as

alteragdes microscopicas encontradas:
pneumonia intersticial. pneumonia
broncointersticial aguda e  pneumonia

broncointersticial cronica com fibrose

pulmonar.

A manifestacio na glindula mamaria €
freqiiente e tem grande significado econdmico
em caprinos. pois compromete a produgdo
leiteira e predispde a glindula mamaria a
infecgdes secunddnmas (Smith et al, 1988:
Lerondelle, 1988). Cabras infectadas natural e
experimentalmente apresentam mamite aguda
ou cronica caracterizadas pelo ubere endurecido
e. geralmente, assimétrico com presenga de
nodulos e aumento da sensibilidade dolorosa.
além do aumento dos linfonodos retromamarios
(Pereira,  1995).  Histologicamente  sdo
evidenciadas infiltragdes perivasculares ¢ do
parénquima da glindula mamdria por células
mononucleares, linfoproliferagio e formagdo de
foliculos linféides (Gonzdles et al. 1987:
Cheevers & McGuire, 1988: Perk. 1988). Nord
& Adnoy (1997) estudando a influéncia da CAE
na produgdo lactea nio verificaram alteracdo
significativa na produgdo. mas apenas um
aumento de células somadticas nos animais
infectados.




2.2.5 - Controle e preven¢io

A importagio de animais, apenas de dareas
indenes, com a exigéncia de testes sorologicos
negativos (ensaios imunoenzimaticos) e/ou
reagdo em cadeia de polimerase, é a melhor
forma de prevenir a introdugdo do agente, em
um pais ou criatdrio livre da doenga. Os animais
devem ser testados antes e durante a quarentena,
s0 se introduzindo no rebanho. animais que
tiverem resultados negativos em dois testes,
intercalados de seis meses, periodo no qual os
animais devem permanecer isolados. Convém
lembrar, que 0o CAEV ja foi isolado do leite de
animal soronegativo (Adams et al., 1983), o que
reforga a importdncia dos animais procederem
de criatorios ou paises indenes.

Nos plantéis suspeitos, ou nos positivos,
algumas recomendagdes devem ser adotadas, no
sentido de reduzir o risco da propagacdo dos
LVPR. Separar 0s recém-nascidos
imediatamente apds o parto. sem contato com as
secrecOes mneonatais; isolar os cabritos dos
animais adultos, em local bem ventilado, a pelo
menos dois metros de distdncia (Rowe et al.,
1992); administrar colostro de cabras ndo
infectadas ou termizado a 56°C durante uma
hora; alimentar os cabritos com leite de cabra
negativas pasteurizado ou fervido ou leite de
vaca, testar sorologicamente os cabritos a
intervalos de seis meses, separando os reagentes
positivos. Esta estratégia tem sido adotada com
resultados satisfatorios (Adams et al., 1983;
MacKenzie et al., 1987 EMBRAPA, 1994),
porem. em condi¢des de campo. deve-se
considerar que ndo ¢ ficil a sua execucdo.
Primeiro hd necessidade de acompanhamento
do parto e imediata separagdo do cabrito;
segundo. nem sempre os tratadores sdo
rigorosos quanto a observancia do tratamento
térmico do leite e/ou colostro. Para minimizar
estes condicionantes, e facilitar a adocdo das
medidas. poder-se-d4 programar a reproducio,
com sincronizagdo dos cios das cabras positivas
e posterior indugdo artificial do parto. com
conseqiente concentragdo dos nascimentos. O
colostro produzido nesta estagdo poderia ser
tratado a 56°C e estocado, sob congelacio,
servindo, desta forma. como banco de colostro
para cabritos nascidos fora da época
programada (Embrapa, 1994; Gouveia et al.,
1994).
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Ndo se pode deixar de considerar a
possibilidade de transmissdo horizontal. que €
mais rapida e mais freqiiente entre cabras em
lactagdo que entre as secas e as fora da idade
reprodutiva. Por este motivo deve-se
rigorosamente. separar os adultos soropositivos
dos negativos, ¢ manejar os cabritos separados
dos adultos. mesmos daqueles soronegativos, ja
que o virus pode ser eliminado por cabras
soronegativas (Adams et al., 1983).

Em decorréncia da presenga do DNA proviral
no sémen (Andrioli et al., 1999) deve-se excluir.
do manegjo reprodutivo, tanto o reprodutor
infectado como também o seu sémen. Até o
presente momento nio existe registro na
literatura que os LVPR possam ser transmitidos
pela transferéncia de embndo. entretanto esta
técnica deve ser realizada conforme recomenda
a Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (Stringfellow & Seidel, 1999).

Na impossibilidade de seguir este programa,
recomenda-se, pelo menos, que os cabritos
tenham acesso apenas ao colostro ¢ ao leite de
suas respectivas mdaes. Desta forma pode-se
diminuir a wvelocidade de disseminagdo do
agente no plantel, até que seja possivel a adogdo
de medidas mais rigorosas.

O monitoramento laboratorial das medidas
sanitarias e de manejo implantadas ¢
fundamental para o sucesso dos programas de
controle, sendo que a periodicidade dos exames
e o tipo de técnica de diagndstico sdo varidveis
segundo as modalidades epidemiolégicas
determinadas com base na prevaléncia
soroldgica inicial e, ainda. segundo o estagio do
programa de controle em andamento (Embrapa.
1996a).

2.3- DIAGNOSTICO DOS LENTIVIRUS
DOS PEQUENOS RUMINANTES

O diagnostico dos LVPR fundamenta-se no
quadro clinico (quando presente), consolidado
por provas laboratoriais para detecgdo direta ou
indireta da infecgdo. O isolamento viral. a
microscopia eletrdnica, a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a hibridizagao n situ sio os
principais métodos utilizados para a detecgdo
direta do CAEV. Em decorréncia das
caracteristicas da  propria  enfermidade,
principalmente a infecgdo persistente dos
LVPR. a sorologia ¢ uma forma funcional de




diagnostico evidenciando indiretamente a
infec¢do, podendo ser realizada através de
técnicas como imunodifusio em gel de agar,
imunofluorescéncia  indireta. ELISA e
immunoblotting.

2.3.1- Isolamento viral

Apesar do diagnostico determinante do virus da
infecgdo ativa pelo CAEV ser alcangado quando
do isolamento deste agente em cultivo celular,
esta técnica ¢ demorada, dispendiosa, e requer
a implantagdo e manutencdo de cultivos
celulares especiais (Knowles, 1997).
Geralmente os LVPR podem ser isolados de
animais vivos pelo cocultivo de células como
leucocitos do sangue periférico, células
somaticas do leite, com células de plexo cordide
ovino para o0 MVV e células de membrana
sinovial caprina para o CAEV. De animais
mortos infectados o virus pode ser isolado a
partir de explants de tecidos como membrana
sinovial (MSC), glandula mamaria, pulmdo,
plexo coroide e tecidos linfoides. Segundo
Dawson (1983). a constatagdo de antigenos
virais pode se fazer através de técnicas de
imunomarcagio nas células multinucleadas.

O primeiro relato de efeito citopatico (ECP) dos
LVPR, caracterizado pela formagio de células
gigantes multinucleadas. foir descrito por
Sigurdardottir & Thormar (1964) num rebanho
afetado por Maedi a partir de pulmdes de
ovinos. Um virus parecido a Visna, produzindo
ECP, foi isolado por Weinhold (1974) a partir
de cultivo celular de plexo cordide de um
caprino com manifesta¢des clinicas semelhantes
aquelas observadas em ovinos acometidos por
Visna. Segundo Oliver et al. (1981), verificou-
se grande variagdo quanto ao tipo € o tempo de
aparecimento do ECP produzido pelos isolados.
Diferentes isolados virais nio causam efeitos
citopaticos evidentes (Lairmore et al. 1987).
Belov et al (1988) verificaram em cultivos
celulares. através de imunofluorescéncia. que
apos a formagdo de sincicios pelo CAEV existe
uma reducdo e até a parada da replicagdo viral
em decorréncia da grande destruigdo celular.

O Lentivirus ovino foi isolado de células
mononucleares do sangue de ovinos natural e
experimentalmente infectados (Concha-
Bermejillo et al, 1996). Estes autores também
isolaram o virus no sémen de dois ovinos apos a
inoculagdao de Brucella ovis. Tanto 0 MVV
como o CAEV replicam produtivamente em

macrofagos e cultivos celulares de MSC, no
entanto, um padrdo restritivo de replicagdo do
CAEV foi observado por Chebloune et al
(1996) em cultivo celular de plexo coroide
ovino.

No Brasil. Hotzel et al., (1993) verificaram ECP
caracteristico de lentivirus em cultivo celular de
MSC, obtido a partir de um caprino
sorologicamente positivo para o CAEV.
Sincicios foram encontrados 14 dias apos a
inoculagdo dos cultivos primarios. Milczewski
et al. (1997) isolaram o MW pela primeira vez
no Estado do Parana a partir das articulagdes ¢
glindula mamdaria de um ovino com artrite.
perda de peso progressiva, tosse, cormmento
nasal e mamite e sorologia positiva para LVPR.

2.3.2- Microscopia eletronica (ME)

O virus da CAE foi inicialmente observado por
ME por Weinhold (1974) em cultivo celular de
plexo cordide caprino. As particulas virais de 70
a 110 nm. com um corpo central de 30 a 50 nm.
apresentavam forma e tamanho semelhantes aos
do MVV. Em 1976, Cutlip & Laird estudando
células embrionarias de pulmido ovino
infectadas com o MVV observaram, por ME,
varios brotamentos virais com 120 a 140 nm de
diametro além de virions livres no espago
extracelular, medindo de 80 a 110 nm de
didmetro, e, virions e fragmentos virais no
citoplasma de células infectadas. Crawford et al
(1980) observaram em tecido de caprino adulto
com artrite cronica, particulas virais no
citoplasma celular e brotamentos no espago
intracelular e ocasionalmente, particulas no
nucleo de células infectadas.

Naravan et al. (1980) estudando o virus da CAE
verificaram que as  particulas  virais
extracelulares eram esféricas € com tamanho
variando de 70 a 100 nm, além de constatar
intenso brotamento na superficie celular.
semelhante ao encontrado com o MVV.
Dahlberg er al. (1981) em cultivos celulares de
origem caprina € ovina observaram que as
células de MSC infectadas com o CAEV
apresentavam varios brotamentos virais na sua
superficie e dentro de pequenos vacuolos
citoplasmaticos. sendo estes brotamentos
similares aqueles de retrovirus do tipo C.

Russo (1983), na Franca, e Moojen (1996), no
Brasil. observaram particulas virais maduras na
superficie e brotamentos intracitoplasmaticos
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em cortes ultrafinos de cultivo celular de MSC
infectada com amostras de CAEV de origem
francesa e de diferentes isolados brasileiros.

2.3.3- Hibridizagio in situ (HIS)

Segmentos especificos de &cido nucléico de
origem viral encontrados em tecidos ou células
infectados sdo capazes de serem detectados por
sondas marcadas por enzimas ou
radioativamente através da HIS (Brown, 1998).
Zink et al (1990), detectaram através da HIS.
quais as células e tecidos de caprinos
naturalmente infectados pelo CAEV apresentam
replicacdo viral, e observaram células com
transcritos virais nos pulmdes, cérebro, glandula
mamaria, articulagdes e medula espinhal.
Apesar de células positivas (macréfagos e
células epiteliais) para RNA viral terem sido
encontradas em quase todos os tecidos
examinados, os  oOrgdos-alvo  inflamados
continham maior numero de células positivas,

sugerindo uma associagdo entre expressdo de

genes virais e inflamagdo. Storset et al (1996)
utilizando sondas de RNA marcadas com
fluoresceina para detecgdo de RNA em cultivo
celular de macréfagos caprinos infectados pelo
CAEV verificaram que as sondas baseadas nos
genes das  proteinas da matniz e
transmembranica ndo foram capazes de detectar
o RNA nas células infectadas ao passo que uma
sonda da seqiéncia de LTR foi capaz de
detectd-lo. O RNA de CAEV foi detectado em
alguns macréfagos 24 horas PI enquanto que a
maioria das c€lulas foi positiva as 96 horas PL
Clavijo & Thorsen (1995a) utilizando uma
técnica denominada slor-blor  hibridizagdo
(sonda de DNA detectada por
quimiluminescéncia) verificaram que esta
técnica ndo foi sensivel suficiente para detectar
o CAEV em células mononucleares periféricas,
entretanto quando estas células foram co-
cultivadas em MSC as amostras tornaram-se
positivas.

2.3.4- Reacio em Cadeia de Polimerase

(PCR)

Varios trabalhos tem demonstrado com sucesso
0 uso da técnica de PCR na detecgio do DNA
proviral dos LVPR. A PCR permite por
amplificacio direta de parte do dcido nucléico
viral especifica de fluidos e tecidos de um
animal infectado (Zanoni et al..1990: Reddy et
al., 1993; Rimstad et al., 1993; Wagter et al.,
1998).
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Zanoni et al (1990) demonstrando a alta
sensibilidade e especificidade da técnica de
PCR detectaram o DNA proviral do CAEV um
dia apos a infeccdo dos cultivos celulares. e de
apenas uma célula infectada em um cultivo de
10° células. Reddy et al. (1993) detectaram o
DNA proviral do CAEV através da PCR em
células mononucleares do sangue periférico,
cclulas de liquido sinovial e células do leite.
Verificaram, também, que wés animais
negativos por IDGA foram positivos por PCR.
enquanto dois animais positivos por IDGA
apresentaram resultado negativo por PCR.

Rimstad et al. (1993) analisando caprinos
pertencentes a um programa de erradicacio do
CAEV verificaram que 25% foram positivos por
PCR e soronegativos por ELISA. IDGA e
immunoblotting.  Constatou-se, ainda que 7%
dos amimais soropositivos deram resultado
negativo quando amostras de sangue foram
amplificadas, mas positivo quando o PCR foi
realizado a partir de amostras de leite.

Preocupados com a utilizagdo de soro de leite
caprino na alimentagio de animais adultos.
Russo et al. (1997) pesquisaram a presenga do
CAEV nas células encontradas no soro lacteo
para definir seu potencial na transferéncia
horizontal do virus. DNA proviral foi detectado
em ce€lulas mononucleares e granulocitos
presentes no soro de leite, inferindo que o soro
lacteo pode ser infectante. difundindo,
consequentemente, o virus.

A escolha dos primers é de suma importincia
para o sucesso da técnica de PCR. Rutkoski et
al (1998) pesquisando a presenga de DNA
proviral do CAEV em 72 amostras de sangue de
caprinos. previamente testados pela IDGA.
encontraram resultados discordantes entre PCR
e IDGA mostrando que os "primers" usados
foram incapazes de amplificar o DNA proviral
em decorréncia de diferencas nucleotidicas
entre os isolados ou, também. que a quantidade
de celulas contendo o provirus era pequena, nao
sendo detectado pela PCR.

Wagter et al. (1998) através de PCR, utilizando
um mix de seis primers de trés cepas de
lentivirus ovino e um de caprino da regido
conservada do gene gag. encontraram resultados
discordantes com quantidades diferentes de
amostras de sangue (monocitos) demonstrando
que a sensibilidade do teste ¢ limitada ao
tamanho da amostra. Verificaram que quando



amostraram 1lmL de sangue de seis animais
nenhum reagiu positivamente, entretanto
quando aumentaram a aliquota para cinco mL
cinco dos seis animais foram positivos e quando
utilizaram 10 mL de sangue todos os animais
foram positivos. De 60 animais soropositivos
pela IDGA o PCR do sangue detectou somente
53. Observaram, também, que a resposta
sorologica pode ser bem lenta até 18 meses apos
a detecgio pelo PCR ou até mesmo nio
soroconverter e que 0 PCR € mais eficiente em
detectar DNA no sangue nos estagios iniciais da
doenga.

A deteccdo de infecgdo por LVPR através de
PCR ¢ indicativa de uma infecgdo persistente e
¢ dependente da quantidade amplificada da
seqiiéncia alvo e da especificidade do primer.
Entretanto esta técnica podera ser utilizada em
programas de erradicagdo, quando estiver
disponivel rotineiramente, para identificar os
animais ndo diagnosticados por sorologia.
Devido ao alto custo e aos resultados
discordantes entre testes sorologicos e PCR,
sugere-se que esta técnica seja empregada para
esclarecer resultados sorologicos
indeterminados ou negativos (Knowles, 1997).

2.3.5- Imunodifusio em gel de Agar (IDGA)

Devido a praticidade na coleta das amostras e ao
custo/beneficio. a detecgdo de anticorpos contra
LVPR ¢ amplamente utilizada. e dentre diversos
metodos sorologicos, a IDGA € o mais
largamente utilizado para o diagnostico das
LVPR (Adams & Gorham, 1986; Knowles et
al., 1994; Abreu. 1996). sendo o teste
recomendado pela Organizagdo Internacional de
Epizootias para o diagnostico de infecgdo por
LVPR, no caso de comércio internacional de
pequenos ruminantes (OIE. 1996). O teste de
imunodifusio dupla de Ouchterlony
fundamenta-se na difusdo de anticorpo e
antigeno em uma base emi-solida contendo
agar e eletrélitos. Quando antigeno e anticorpo
se encontram em concentragdes equivalentes,
interatuam e precipitam, formando
imunocomplexos estdveis que podem ser
visualizados como bandas de precipitagdo (Roitt
et al., 1998).

Em 1977, Cutlip et al trabalhando com o MVV
desenvolveram um teste de IDGA para detectar
anticorpos precipitantes. A escolha desta
técnica foi deferida por ser simples e em
virtude do aparecimento de anticorpos

precipitantes ser anterior ao de anticorpos
neutralizantes. Quarenta e oito horas apos o
teste verificou-se o aparecimento de uma ou
duas linhas de precipitacdo com identdade.
Dois testes de microimunodifusio (MIDGA)
foram elaborados por Winward et al (1979)
para o diagnostico do MVV., um hexagonal e
outro pentagonal. e comparados com a
macroimunodifusdo. Nos resultados constatou-
se que a microimunodifusio hexagonal
apresentava melhores resultados pois a amostra
de soro a ser testada ficava posicionada entre
dois padrdes positivos, facilitando a leitura do
resultado além de utilizar menor quantidade de
antigeno. Gouveia et al. (2000) encontraram
resultados semelhantes utilizando MIDGA para
o diagnostico do CAEV.

Em estudo realizado para o diagnostico do
MVV por IDGA, Klein et al. (1983)
verificaram diferengas biologicas significativas
entre amostras de laboratorio e isolados de
campo. 0 que certamente influencia a resposta
imune e o resultado dos testes.

A sensibilidade e especificidade dos testes de
ELISA, imunofluorescéncia direta e IDGA
foram comparados e verificou-se concordancia
de 97% entre IDGA e ELISA, evidenciando
correlagdo estreita entre estes dois testes
(Dawson et al., 1982).

Foram identificadas as proteina gp 135 e p28
como as responsaveis pelas linhas de
precipitagdo observadas na IDGA (Adams et al.,
1985). Avaliando dois antigenos de CAEV, gp
135 e p28, para detecgio de anticorpos para este
agente atraveés de um teste de IDGA. Adams &
Gorham (1986) concluiram que o antigeno gp
135 detecta maior numero de caprinos
infectados do que o antigeno p28. ainda que
alguns animais desenvolvam resposta anti-p28
na auséncia de resposta anti-gp 135. Os autores
salientaram a importancia da escolha dos soros
de referéncia utilizados em testes IDGA para
diagnostico de infec¢do por LVPR. Ao
confrontarem a sensibilidade de antigenos
precipitantes (p98 e p26) no teste de IDGA para
o diagnostico precoce de infecgdo pelos
lentivius CAEV e MVV, Remond &
Boutrouille (1990) verificaram que o antigeno
contendo a p98, a qual pode se tratar de uma
forma degradada da glicoproteina externa. de
uma proteina externa sem glicosilagdo ou.
ainda, de um precursor da glicoproteina do




MW, detectaram maior quantidade de ovinos
positivos do que o antigeno contendo a p26.
Entretanto, o antigeno contendo a p26 do MVV
ou do CAEV revelou-se mais sensivel quando
testou-se soros caprinos. Os autores concluiram
que, em decorréncia de um certo numero de
animais serem positivos para uma proteina e
negativos para a outra e vice-versa, a utilizacio
das duas proteinas no antigeno ¢ de suma
importancia para alcangar melhores resultados
nos programas de controle e/ou erradicagio
destas doengas.

Utilizando o teste de imunoprecipitagdo para
verificar a sensibilidade e especificidade do
teste IDGA empregando como antigenos o
CAEV e o MVV no diagnostico da CAE,
Knowles et al. (1994) verificaram 100% de
especificidade entre o0s antigenos, ¢
sensibilidade 35% maior com antigeno
produzido a partir do CAEV do que aquela
obtida no teste que empregava © antigeno

heterdlogo MMVV).

Hanson et al. (1996) utilizaram I[DGA para
detectar anticorpos em caprinos naturalmente
infectados pelo CAEV para os antigenos gpl33
e p28 do lentivirus MVV. Observaram que os
caprinos testados expressavam anticorpos tanto
para gp 135 como para p28. Entretanto, ocorreu
maior freqiiéncia de anticorpos para gp 135 em
animais velhos que reagiam a apenas uma das
proteinas virais. Além disto, a expressdo de
anticorpos para o CAEV variou ao longo do
tempo evidenciando que reagdes soropositivas e
soronegativas podem ocorrer intermitentemente.

Estes resultados demonstram que o sucesso de
programas de controle e/ou erradicagdo para o
CAEV. estdo sujeitos. em parte, a precisdo do
teste empregado para a detecgdo de anticorpos
sendo necessdria sempre a utilizagdo das duas
principais proteinas (p28 e gp 135).

2.3.6- Reagdo de imunofluorescéncia indireta

(RIFT)

As reagbes de imunofluorescéncia indireta
possibilitam a visualizagdo da interacdo
antigeno/anticorpo, através de uma anti-
imunoglobulina com fluorocromos. Estas
substancias sdo capazes de absorverem energia
luminosa tornando-se excitadas por um curto
espaco de tempo, para retornarem ao seu estado
normal e tais substincias passam a liberar tal
energia na forma de fluorescéncia. Os

fluorocromos mais comuns sio os do grupo da
rodamina (fluorescéncia vermelha) e o
isotiocianato de fluoresceina (fluorescéncia
verde) (Schade, 1995).

Sao poucos os trabalhos empregando RIFI no
diagnostico dos LVPR. Dawson et al. (1982)
comparando os testes RIFI. IDGA e ELISA na
pesquisa de anticorpos contrta o MVV
verificaram que o a RIFI e a IDGA
apresentaram concordancia de 94%. Rousselot
(1989). citado por Reischak (2000).
trabalhando com uma cepa do MVV (K1514) e
anticorpos monoclonais. utilizaram a RIFI para
pesquisar antigenos virais em celulas infectadas
e observaram que o wuso de anticorpos
monoclonais, oposto dos soros hiperimunes,
evita reagdo inespecifica e eventual leitura
duvidosa de resultados.

No Brasil, Reischak (2000) desenvolveu uma
RIFI utilizando trés virus isolados brasileiros de
caprinos ¢ um de ovino obtidos com cultivos
celulares secundarios e de linhagem de
membrana sinovial ovina, € comparou com o
teste de IDGA usando antigeno do MVV. Em
amostras de soro caprino € ovino. verificou que
a RIFI detectou mais animais soropositivos que
a IDGA, sendo que foram observados resultados
diferentes de acordo com as cepas virais
isoladas e os tipos celulares empregados. A
RIFT desenvolvida com os diferentes isolados
brasileiros de origem caprina teve sensibilidade
e especificidade < 968% e < 29%,
respectivamente.  enquanto que 0  teste
empregando o isolado de origem ovina teve
sensibilidade < 76.3% e especificidade de
87,4%. quando comparados com a IDGA. A
autora relata que a baixa especificidade esta
relacionada a baixa sensibilidade da IDGA.
Verificou também diversidade entre os isolados
quanto ao ciclo de replicagdo viral in vitro.
sendo dois liticos nos cultivos celulares.

2.3.7- Ensaios Imunoenzimaticos

2.3.7.1- Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) se baseia
na utilizagdo de antigenos ou anticorpos
marcados com enzima. de forma que oS
conjugados resultantes tenham atividade tanto
imunologica como enzimatica. Estando um dos
componentes (antigeno ou anticorpo) marcado



com uma enzima e insolubilizado sobre um
suporte, a reagdo antigeno-anticorpo ficara
imobilizada e podera facilmente ser revelada
mediante a adigdo de um substrato especifico,
que sob agdo da enzima produzird uma cor
observavel a olho nu e quantificado mediante o
uso de um espectrofotometro (Roitt et .al,
1998).

Segundo Knowles (1997). diversos testes de
ELISA foram desenvolvidos para a detecgdo de
anticorpos para LVPR. onde sio empregados
tanto antigenos nativos como recombinantes.
Adams et al. (1980a) utilizaram um ELISA
indireto (ELISA-i) para verificar a resposta
imune de cabras persistentemente infectadas
com CAEV. Houwers et al (1982)
desenvolveram um ELISA para a deteccdo de
anticorpos para 0 MVV com um antigeno
parcialmente purificado. compararam com a
IDGA e o teste de fixagdo de complemento
(FC). e verificaram que todas as amostras
positivas na IDGA, FC ou ambas também foram
positivas no ELISA. Em adigdo, o ELISA
detectou mais 11.5% de soropositivos.
Schroeder et al. (1985) prepararam um ELISA-i
para detecgdo da CAEV. e verificaram que ©
ELISA detectou 97.3% dos soropositivos
enquanto a IDGA 61%. Entretanto estes autores
concentraram o antigeno 1000 vezes. Houwers
& Schaake (1987) utilizaram anticorpos
monoclonais para p28 do MVV num ELISA
sanduiche de bloqueio com dois anticorpos
("double antibody sandwich blocking - DAS
blocking") ¢ os resultados foram comparados
com aqueles obtidos na IDGA e no ELISA-1. A
nova técnica. denominada de CTB-ELISA, foi
altamente especifica e tdo sensivel quanto
IDGA ¢ ELISA-i. Posteriormente, Archambault
et al. (1988) usando biotina-avidina € antigeno
de CAEV purificado em gradiente de sacarose
prepararam um teste de ELISA para detectar
anticorpos para o antigerio p28 do CAEV e
compararam os resultados do ELISA com
radioimunoensaio (RIA). O ELISA
desenvolvido foi mais sensivel que a IDGA ¢
mais rapido e facil que o RIA, sendo sugerido
como método de escolha para o diagnéstico de
infecgdo pelo CAEV.

Simard & Briscoe (1990) desenvolveram um
ELISA-i para deteccdo de anticorpos contra
MVV utilizando um antigeno preparado com 0
uso de sulfato de sodio dodecyl (SDS), o qual
segundo os autores resulta em valores altos da

-

b, @
densidade optica, € compararam com a IDGA”

Dez ovinos foram inoculados com MVV ¢ o
titulo do soro acompanhado por 14 semanas.
Todos os ovinos soroconverteram no ELISA-i.
enquanto 90% soroconverteram na IDGA. O
ELISA-i aplicado num rebanho ovino infectado
teve de especificidade 98,8% e um aumento da
sensibilidade relativa de 15.5% comparado a
IDGA.

Heckert ef al. (1992) testaram 511 amostras de
soro caprino com objetivo de calcular a
sensibilidade e especificidade de um ELISA
com antigecno do CAEV e avaliar a
concordincia com trés testes imunologicos
(IDGA, immunoblotting e imunoperoxidase em
células fixadas). Os testes apresentaram uma
boa concordincia ¢ o ELISA desenvolvido
apresentou boa sensibilidade e especificidade.
podendo ser utilizado como um teste confiavel
para detec¢do de anticorpos para o CAEV.

O leite foi considerado uma alternativa para o
diagnéstico sorolégico da CAEV usando o teste
de ELISA (Motha & Ralson, 1994). A
sensibilidade e especificidade nas amostras de
leite  comparadas com as do  soro.
individualmente. foram 964 e 973%
respectivamente. A concorddncia entre as
amostras, de leite e de soro foi de 96.9%.
Segundo os autores o leite pode ser usado para
prever aproximadamente a prevaléncia da
CAEV no rebanho. Entretanto. a presenga de
gordura no leite pode induzir. ocasionalmente.
resultados falso-positivos.

Rimstad et al. (1994) utilizaram proteinas
recombinantes pl7 e p28 do CAEV para
detectar anticorpos em amostras de soro € de
leite caprinos através de ELISA. Trés testes de
ELISA baseados na pl7. p28 e em uma
combinacio das duas proteinas. foram
confrontados com um ELISA em que se
empregava como antigeno a particula viral
completa purificada e com o teste de IDGA.
Verificou-se alta correlacdo entre o ELISA da
combinagdo das proteinas recombinantes € 0
ELISA com virus completo. Contudo. apenas 72
a 75% das amostras de soro consideradas
positivas nestes dois testes de ELISA foram
positivas na IDGA. Com relagdo ao tipo de
amostra analisada no teste, 0 Soro permitiu a
detecgdo de anticorpos em um maior numero de
animais que o leite.

Rosati et al. (1994) desenvolveram. para
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detecgdo de anticorpos para o lentivirus ovino,
dois testes ELISA, um preparado a partir da
particula viral completa (ELISA-VC) e outro
bascado na  proteina  transmembranica
recombinante (ELISA TM-r ) e foram
confrontados com a IDGA. A sensibilidade do
ELISA TM-r foi superior a IDGA, mas inferior
ao ELISA-VC, particularmente para detecgdo
de anticorpos em estdgios iniciais da infecgdo.
Os autores ressaltam que a proteina
transmembranica € um importante marcador
imunologico na infecgdo dos LVPR, mas é
pouco representativa em preparagdes de
antigeno convencional, ndo estando claro se esta
proteina do lentivirus ovino cepa K1514 pode
ser usada como um antigeno universal para
detecgdo de infec¢do ovina em diferentes areas
geograficas.

Clavijo & Thorsen (1995b) preparam trés testes
ELISA baseados na p28, gp40 e em uma
combinagdo das duas proteinas. Os testes foram
confrontados entre si e comparados com o teste
immunoblotting. Verificou-se que o ELISA da
glicoproteina transmembranica (gp40) foi mais
Imunoreagente que com o da core proteina
(p28) reconhecendo maior nimero de animais
soropositivos. Quande o ELISA combinado
(p28 e gp40) foi comparado com ©
immunoblotting, verificou-se sensibilidade de
100% e especificidade de 98,3%. Portanto, o
ELISA usando ambas proteinas recombinantes
parece ser altamente sensivel e especifico para a
deteccdo de anticorpos contra 0 CAEV. Kwang
et al. (1995) usando as proteinas recombinantes
de lentivirus ovino - core proteina (p23) e
transmembranica (gp40) - verificaram que o
ELISA da glicoproteina transmembranica &
mais efetivo na detecgdo de animais
soropositivos que o ELISA da core proteina.
Observaram, também que o ELISA da gp40
apresenta  sensibilidade e  especificidade
semelhantes ao ELISA com o virus total
Entretanto, quando compararam o ELISA do
virus total com um ELISA combinado (p25 e
gp40) verificaram que o ELISA combinado
apresentou melhores resultados que aquele. e
sugeriram a utilizagdo ELISA combinado (p28 e
gp40) como rotina no diagnostico das LVPR.

Zanoni et al. (1995) relatam que ELISA
desenvolvidos com proteinas recombinantes
apresentam taxas significativas de resultados
falso positivos com relagdo ao ELISA utilizando
antigeno altamente purificado do virus total,

Celer Jr et al. (1998) usando como antigeno a
particula viral completa num ELISA-i
compararam a sensibilidade deste testc com a
IDGA e observaram que o ELISA-i foi mais
sensivel que a IDGA, detectando 13% a mais de
amostras positivas. A menor sensibilidade da
IDGA foi explicada pela necessidade de varias
interagdes epitopo-anticorpo  para que se
obtenha um resultado positivo. Os autores
sugeriram que 0s animais sejam testados
inicialmente por IDGA e que as amostras
negativas sejam retestadas por ELISA.

Castro (1998) desenvolveu um ELISA
utilizando o sistema de amplificacdo de sinal
avidina-biotina (Lab-ELISA) e comparou com 0
ELISA indireto e IDGA. Verificou que o Lab-
ELISA apresentou maior sensibilidade que o
ELISA-i e a IDGA e especificidade semelhante.

Saman et al. (1999) desenvolveram um novo
ELISA para detecgdo de anticorpos para o
MVV e o CAEV. Os autores combinaram a
proteina p23 do MW produzida em Escherichia
coli e um peptideo derivado de uma regido
imunodominante da proteina transmembranica
gp46. Confrontou-se os resultados do ELISA
aqueles obtidos pela IDGA. sendo que a
sensibilidade do novo ELISA foi de 99.4% ¢ a
especificidade de 99.3%.

2.3.7.2- Dot-Blot (Dot-ELISA ou Dot-
imunoblotting)

O Dot-imunoblotting pode ser usado como
meétodo qualitativo para separar rapidamente um
grande nimero de amostras em razio da
presenca de agdo de antigeno ou anticorpo, ou
como uma técmica  quanfitativa  para
determinagdo da concentragdo de antigeno.
Amostras sdo aplicadas em uma tira de
nitrocelulose e secas, a seguir a membrana ¢
bloqueada. coberta com anticorpos e analisada
por um dos sistemas de detecgdo. A técnica €
usada, como um método qualitativo. para
avaliar os varios pardmetros que afetam a
qualidade do  immunoblotting  apés a
transferéncia do antigeno para a membrana. Por
diluicdo seriada do antigeno. a sensibilidade de
um dado sistema pode ser determinada (Stott.
1989).

O Dot-Blot vem sendo utilizado no estudo ¢
diagnostico de enfermidades tanto humanas
como nos animais domésticos em diferentes
areas. Na parasitologia foram desenvolvidos




diversos Dot-Blot, dentre eles para Fasciolose
(Tbarra et al., 1998), Leishmaniose (Vercammen
et al, 1998: Mancianti et al. 1996),
Toxoplasmose (Ferreira et al., 1997), Babesiose
(Kumar et al., 1997), Toxocara (Camargo et al.,
1992), Esquistosomose (Boctor et al., 1987) e
Teniase (Draelants et al., 19953). ;

Com relagdo as bacterioses foram elaborados
Dot-Blot para Brucelose em caprinos (Singh et
al 2000) e em bovinos (Palmer et al.. 1997).
Paratuberculose bovina (Bech-Nielsen et al.
1993) e Micoplasmose (Jacobs et al., 1986).

Nas viroses desenvolveu-se Dor-Blor para
Dengue (Branch & Levett 1999). Sarampo (Vaz
de Lima et al., 1994), Varicela (Leonardi et al..
1990), Caxumba (Leonardi et al., 1990). New
Castle (Roy & Venugopalan 1999), Raiva
(Jayakumar et al., 1996), Lingua Azul (Afshar
et al,, 1992), Adenovirose (Maiti et al., 1993),
Rotavirose (Ribas Antunez et al, 1996),
Encefalite Oeste Eqiiina (Boctor, et al., 1989).

Recentemente trabalhos foram realizados com
retrovirus. Llames et al. (1999) desenvolveram
um Dot-ELISA para a detecgdo de anticorpos
contra o virus da Leucose Bovina enquanto Li et
al. (2000) elaboraram um Dot-ELISA usando
proteinas recombinantes do gene gag do HIV ¢
Ozyoruk et al. (2001) utilizaram o Dot-Blot
para verificar a reauvidade de anticorpos
monoclonais frente a glicoproteina de superficie
(gp 135) do CAEV-63 purificada por coluna de
afinidade.

2.3.7.3- Immunoblotting ou Western blotting

O immunoblotting. em principio, pode ser
delineado como método onde proteinas
(anticorpos séricos ou plasmaticos) podem ser
imobilizadas em uma membrana ou transferidas
por capilaridade. difus3o ou forgas elétricas. As
forcas de ligagdo da membrana podem ser de
natureza covalente ou ndo-covalente. O material
protéico deve ser separado antes da
transferéncia por eletroforese. O complexo
antigeno-anticorpo ¢ visualizado através da
aplicacdo de um conjugado enzimatico ao qual
se adiciona um substrato que reage com a
enzima. dando cor a reagdc (Bjerrum &
Heegaard, 1988). Em decorréncia de ser uma
técnica demorada e laboriosa vem sendo
utilizada em LVPR somente para esclarecer
resultados divergentes e no estudo da
composi¢ao das proteinas virais dos LVPR.

Torfason et al. (1992) estudando a resposta
humoral ao MVV por immunoblotting,
neutralizagdo (NT) e fixagdo do complemento
(FC), wverificaram que de seis bandas
identificadas como especificas do virus, trés
bandas do gene gag e uma do gene env foram
as primeiras a surgir na infecgdo juntamente
com a detecgdo de anticorpos na FC.
Observaram que a proteina transmembranica
apareceu tardiamente € que ap0s anos 0COoITe um
declinio nos titulos de anticorpos ¢
desaparecimento das bandas ndo gag.

Rimstad et al. (1993) aplicaram as técnicas de
IDGA. ELISA e immunoblotting na deteccdo de
anticorpos para o CAEV em caprinos e
verificaram animais sorologicamente negativos
por ELISA e IDGA. mas positivos por PCR.
Observaram, ainda que quando as amostras
eram negativas por ELISA nenhuma banda foi
visualizada no immunoblotting. Utilizando uma
proteina recombinante do CAEV como
antigeno. Rosati et al. (1995) verificaram
reacOes fortes no immunoblotting em soros de
caprinos clinicamente doentes e que um
ELISA-i era mais sensivel que o teste de IDGA.
Ding & ZXiang (1997) estudando a resposta
imune para o CAEV, em cabras infectadas
experimentalmente. pesquisaram —anticorpos.
através de ELISA-1 e de immunoblotting. O
immunoblorting detectou anticorpos para p28 ja
aos 4 dias PI, enquanto no ELISA indireto os
anticorpos foram detectados 15 a 20 dias PIL
Com estes resultados comprovou-se a alta
sensibilidade do immunoblotting para deteccdo
precoce de anticorpos para 0 CAEV. Celer Jr et
al. (1998) utilizando antigeno elaborado com a
particula viral completa para detecgdo de
animais infectados pelo lentivirus ovino.
aplicaram o immunoblofting para dinimir
resultados discordantes encontrados entre o0s
testes ELISA e IDGA.

Apesar de ser considerado como gold rest nao se
conhece a  sensibilidade relaiva do
immunoblotting para detecgdo de anticorpos
para LVPR (Knowles. 1997).

2.3.8-  Qutras técnicas auxiliares no
diagnostico

Os testes de Fixagdo de Complemento (FC) ou
neutralizagio para detecgdo de ovinos
naturalmente infectados pelo MVV
demonstraram resultados menos sensiveis que a
IDGA (Klein et al., 1985). Entretanto. Torfason
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et al.  (1992) encontraram  resultados
satisfatorios com a FC e fracos na neutralizagio,
provavelmente em decorréncia da baixa avidez
destes anticorpos a seus correspondentes
epitopos.

Existem. ainda, algumas técnicas laboratoriais
que sdo pouco sensiveis ou nio sio especificas
para o diagnéstico dos LVPR, entretanto podem
serem utilizadas no caso da falta ou da
dificuldade de realizagdo de testes mais
sensiveis embora ndo possam ser conclusivas no
diagnostico. O exame do liquido sinovial no
caso de artrites (Phelps & Smith, 1993; Pinheiro
et al., 2000a) e do liquido céfalo-raguidiano
(Norman & Smith, 1983) no caso de quadros
nervosos podem ser empregados para verificar
principalmente a quantidade e o tipo de
leucocitos. Apesar de somente auxiliar no
diagnostico das artrites, o indice articular
clinico (IAC) ¢ outra ferramenta que os
veterinarios de campo podem langar mio para
separar os caprinos com aumento de volume
articulares.

Os  exames  andtomo-histopatologico e
imunohistoquimico tem sido utilizados para
confirmar o diagnostico de infec¢Ges por LVPR
pos-morte




3. ESTUDOS EXPERIMENTAIS

Em decorréncia da diversidade da natureza e
dos objetivos do trabalho de tese, os
experimentos realizados estdo apresentados
separadamente cada um contendo sua
introdugio, metodologia, resultados - e
discussdo. Os dois primeiros experimentos tem
um enfoque epidemiologico, sendo que o
primeiro reflete a situagdo da infeccdo pelo
CAEV no estado do Ceara, principalmente
levando-se em conta o animal e o rebanho,
enquanto o segundo descreve a situagdo dos
criatorios caprinos quanto ao tipo de criagio e
aos problemas sanitarios facilitando o estudo do
comportamento epidemiologico da CAE no
Ceara. Estes dois trabalhos ji4 encontram-se
publicados (Pinheiro et al., 2000 e Pinheiro et
al., 2001). Os trés tultimos experimentos estdo
ligados a ensaios imunoenzimaticos.

3.1- PREVALENCIA DA INFECCAO
PELO VIRUS DA  ARTRITE
ENCEFALITE CAPRINA NO ESTADO
DO CEARA-BRASIL

3.1.1- Introducio

A Artrite Encefalite Caprina (CAE), causada
por lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR),
acarreta grandes perdas econdmicas nos
rebanhos caprinos, principalmente naqueles de
producao leiteira, afetando animais de diferentes
ragas, idades e sexos (Dawson, 1989). As perdas
econdmicas se caracterizam por morte de
animais jovens, diminui¢do da produgdo lactea e
perda de peso dos adultos devido a dificuldades
de locomocgdo. Perdas indiretas importantes
decorrem da desvalorizagdo dos rebanhos,
reposi¢do precoce de animais. despesas com
medidas de controle e barreiras comerciais para
produtos (matrizes, reprodutores e sémen). No
Brasil, sua presenca foi constatada inicialmente
no Rio Grande do Sul (Moojen et al., 1986). No
Ceard, o prmeiro registro desta infeccdo
ocorreu em animais de racas leiteiras no
municipio de Sobral (Pinheiro et al.. 1989). Em
levantamento realizado em rebanhos leiteiros na
regido metropolitana de Fortaleza - RMF (CE)
verificou-se soroprevaléncia de 40.7% de
animais positivos para LVPR (Melo & Franke,
1997).

O efetivo caprino do Ceara ¢ de 795.690
cabecas (IBGE, 1999) composto basicamente
por ragas nativas da regido (nativos) e animais
sem raca definida (SRD). A producido de leite
de cabra € explorada na regido Nordeste de
maneira semi-intensiva, exceto nas propriedades
rurais situadas proximo aos grandes centros
urbanos, onde existe maior niumero de criatdrios
com sistema de criagdo intensivo (Silva, 1996).

No Nordeste brasileiro, levando-se em conta a
realidade socio-econémica e o tipo de
exploracgio zootécnica predominante, a presenga
de LVPR nos animais leiteiros representa
grande risco de disseminagdo do agente para os
rebanhos nativo e SRD. A pouca informagdo
sobre a CAE no Pais tem limitado a implantagdo
e avaliagdo de medidas profilaticas, sendo o
levantamento epidemioldgico da infecgdo pelo
virus da CAE (CAEV) o primeiro passo para
seu controle. Até o presente, todos os trabalhos
realizados no Brasil foram em rebanhos de
caprinos leiteiros, onde foi comprovada a alta
prevaléncia da infecgdo. A suspeita de que a
introducdo de  animais.  principalmente
reprodutores puros e/ou mestigos, sem um
devido controle, tenha elevado o risco de
contaminagdo dos rebanhos nativos/SRD.
motivou a realizagdo deste levantamento
epidemioldgico. com énfase nos rebanhos que
apresentam algum grau de melhoramento € nos
nativos/SRD.

3.1.2- Material e métodos

A coleta das amostras de soro foi realizada nas
varias regides criadoras de caprinos de ragas
leiteiras e nativos/SRD do Ceara no periodo de
fevereiro a julho de 1997. Como universo
amostral foram selecionadas 130 propriedades
através de amostragem nio probabilistica. O
rebanho foi considerado leiteiro quando o8
animais eram ordenhados regularmente e o leite
utilizado  para  consumo  proprio  ou
comercializado. No caso dos animais
nativos/SRD foram escolhidas propriedades nos
municipios de maior representatividade para o
Estado ou para a microrregido (Figura 4). Foram
incluidos somente animais com idade superior a
seis meses. Em cada fazenda foram aplicados
dois questionarios buscando informagées gerais
sobre a propriedade e o plantel. e individuais
dos animais amostrados sorologicamente
(anexos 1 e 2).




O numero minimo de amostras a serem testadas
(n) foi calculado de acordo com Astudillo
(1979). considerando uma prevaléncia esperada
de 2%. Foram amostrados rebanhos caprinos de
varios tipos de sistema de criagdo assumindo
um erro amostral de 22% e um grau de
confianga de 95% (z= 1,96). Assim, foi
estabelecido um n = 3963, correspondendo a
cerca de 30 animais por fazenda, estratificados
segundo a composi¢dio aproximada dos
rebanhos em: 65% de matrizes, 25% de jovens
(entre 6 a 12 meses) e todos os reprodutores
adultos.

Para detecgdo de anticorpos contra o LVPR foi
utilizada a microtécnica de imunodifusio em gel
de agar (MIDGA) descrita por Gouveia (1994).
utilizando antigeno comercial' derivado de
culturas de células de membrana sinovial
infectadas pelo lentivirus MVV contendo as
proteinas: glicoproteina gpl35 (envoltorio viral)
e proteina estrutural p27(capsideo).

Com base nos resultados sorologicos foram
calculadas a prevaléncia e as freqiiéncias nos
estratos, para presenga de infecgdo pelo CAEV,
objetivando-se  verificar a existéncia de
diferencas significativas entre os resultados
obtidos para os atributos raga, sexo, faixa etdria
e tipo racial, utilizando-se o teste Qui-quadrado
(%) com o auxilio do programa EPI-INFO
(Deanetal., 1992).

3.1.3- Resultados e discussio

Foram estudadas 4019 amostras de soro caprino
de 130 criatorios localizados em 30 municipios
do Ceard. A prevaléncia da infecgdo do CAEV
foi de 1% (40/4019 animais) considerando todos
os tipos raciais de caprinos testados. Entretanto
a prevaléncia em rebanhos leiteiros foi de 4.6%
(37/810), enquanto que em Pernambuco foi de
17,6% (70/397) (Saraiva Neto, 1993), e 29.8%

' Caprine Arthritis-Encephalitis’Ovine Progressive
Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic
Technology, Inc®, USA. Este kir € composto por 1
mL de antigeno (p28 e gpl35) produzido com o
MVV. 3 mlL de soro reagente (soro rico em
anucorpos contra a glicoproteina gpl35, 0.5 mL de
soro posiivo (soro rico em anticorpos contra as
proteinas p28 e gpl33), 0,5 mL de soro fraco-positivo
(soro pobre em anticorpos contra a gpl35 e sem
anticorpos contra a p28) e soro negativo (soro sem
anticorpos contra as proteinas p28 e gpl35).
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(615/2065) no Estado de Sdo Paulo (Fernandes.
1997). Assis (1994) em estudo sorologico de
caprinos provenientes de criatorios de Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Bahia e Ceara verificou
presenca de anticorpos para LVPR em 33.3%
(205/615), 29,7% (30/101), 27.5% (211/768) e
12.8% (15/117) em Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Ceard e Bahia, respectivamente. No Rio
de Janeiro constatou-se prevaléncia de 22,9%
(22/97) em amostras de soro coletadas no
periodo entre 1982 e 1988 e de 20% (29/145)
em caprinos coletados no periodo entre 1993 ¢
1994 (Cunha & Nascimento. 1995).

Com relagdo a prevaléncia por regido do Ceard,
constatou-se maior prevaléncia da infeccdo
(11,1%) na RMF, justamente a maior bacia
leiteira caprina. Esta prevaléncia representou
57.5% dos animais soropositivos encontrados.
sendo portanto, a regido do estado com o maior
numero de animais infectados pelo CAEV. Este
achado € confirmado por Melo & Franke (1997)
que observaram prevaléncia de 40.7% nos
rebanhos leiteiros da RMF. As regides norte ¢
centro do Estado sdo outras bacias leiteiras
caprinas onde foram encontrados 1,0% e 0,3%
de soropositividade, respectivamente. Na regido
dos Inhamuns, caracterizada quase
exclusivamente por criagdes extensivas e sem
introdugdo de amimais de ragas leiteiras, como
também na regido Sul do Estado. ndo foram
observados caprinos reagentes (Tabela 4). O
numero reduzido de fazendas e ammais
pesquisados na RMF deveu-se ao fato da
prevaléncia do CAEV esperada nesta regido ser
alta em fungdo da concentragdo de rebanhos
leiteiros. comprovada por Melo & Franke
(1997), o que ndo ocorreu nas outras regioes.

Analisando a  distribuicdo de caprinos
SOropositivos nos municipios  pesquisados
verificou-se que um tergo deles (10/30)
apresentou pelo menos um rebanho com
caprinos soropositivos (Figura 5) e que o
municipio de Fortaleza deteve quase a metade
dos animais soropositivos. seguido pelo
municipio de Sobral, um grande municipio
produtor de leite caprino do Ceara. Verificando
a percentagem de municipios com animais
positivos em relacdo a totalidade de municipios
pesquisados na regido observou-se que na RMF
100% dos municipios (2/2) tinham caprinos
soropositivos, a regido norte 62.3% (3/8). regido
Central 42.9% (3/7). Inhamuns 0% (0/3) e Sul
0% (0/9).




De acordo com a origem dos caprinos, os
animais soropositivos eram procedentes na sua
maioria, da RMF (55%), entretanto a introdugio
de caprinos procedentes de outros estados
(22,5%) ou paises (10%) contribuiram para
disseminagio da infecgdo no Ceard (Tabela 3).

Na distribuicio do CAEV por propriedade
constatou-se que 9,2% (12/130) das fazendas
pesquisadas apresentavam pelo menos um
animal positivo no rebanho. Na RMF 66,7% das
fazendas apresentavam caprinos soropositivos
para CAE, seguida por 12.8% e 7.9% nas
regides Norte e Central, respectivamente. Melo
& Franke (1997) estudando a RMF verificaram
que 75% das  propriedades leiteiras
apresentavam caprinos SOropositivos enguanto
Saraiva Neto (1993), em Pernambuco, verificou
soropositividade para CAEV em 70% das
propriedades. Assis (1994) pesquisando quatro
propriedades leiteiras em Minas Gerais, duas na
Bahia ¢ trés no Ceara verificou que 100%
apresentavam animais Soropositivos.

Quanto a idade dos animais soropositivos
verificou-se maior prevaléncia (p< 3%) nos
caprinos mais velhos quando comparados com
os jovens. Saraiva Neto (1993) relata que
animais mais velhos sdo geralmente de elevado
padrao zootécnico, sendo portanto mantidos por
mais tempo no rebanho. Os caprinos acima de
trés anos de idade representaram 32.5% dos
animais soropositivos, seguidos de animais de
dois a trés anos de idade (25%). de um a um ano
e meio (20%) de um ano e meio a dois anos
(15%) e de seis meses a um ano (7.5%). Os
dados encontrados no trabalho corroboram com
Fernandes (1997), Saraiva Neto (1993) e Cutlip
et al (1992) que verificaram, em Sdo Paulo,
Pemambuco e Estados Unidos. respectivamente,
taxa de prevaléncia de animais reagentes
aumenta com a faixa etdria. Dawson &
Wilesmith (1985) relataram maior percentual de
soropositividade aos antigenos dos LVPR em
caprinos com mais de cinco anos de idade.
Entretanto, Melo & Franke (1997). na RMF,
verificaram  que animais mais jovens
apresentaram maior positividade com relagdo a
animais mais velhos, em decorréncia da
transmissdo por leite e/ou colostro. Segundo
McGuire (1987), por se tratar de uma
enfermidade de evolugdo lenta e por
proporcionar maior probabilidade de exposigio
dos animais ao virus ¢ provavel que ocorra uma

taxa elevada de reagentes nos animais mi#i§
velhos.

A andlise por sexo e composi¢do do rebanho
(reprodutores, matrizes € jovens) mostrou que
tanto os machos como a categoria reprodutores
estavam mais afetados (p< 5%) que as fémeas
e matrizes e os jovens (seis a 12 meses de
idade), respectivamente (Tabela 6). Estes dados
se contrapdem aos de Crawford & Adams
(1981), Melo & Franke (1997) e Fernandes
(1997) os quais ndo verificaram diferenga (p>
3%) quanto ao sexo e de Saraiva Neto (1993) o
qual nio verificou diferen¢a com relagio a sexo
ou composi¢do do rebanho. Entretanto. num
estudo realizado no Centro Nacional de
Pesquisa de Caprinos — EMBRAPA, verificou-
se que a maior prevaléncia ocorTeu justamente
com os reprodutores (EMBRAPA, 1994).
Segundo Crawford & Adams (1981) nao
existem fatores relacionados ao sexo que
predisponham a infecgdo pelos LVPR.
Entretanto, como este trabalho pesquisou um
maior numero de fazendas formadas por
caprinos mesticos oriundos de melhoramento
dos rebanhos nativo/SRD. onde sdo utilizados
principalmente reprodutores puros leiteiros ou
mesmo mestigos, 0 nimero de amostras de
caprinos machos com infecgdo aumentou. Das
26 fémeas positivas, somente uma encontrava-
se numa fazenda com regime extensivo.
enquanto que dos 14 reprodutores positivos
quatro  encontravam-se  nesta  categora.
Portanto, ¢ provavel que os reprodutores sejam
a principal fonte de infecgio destes rebanhos.
Na tabela 6 pode-se verificar que nas ragas
puras leiteiras o percentual de reprodutores €
praticamente o dobro que o percentual de
fémeas e jovens (p<5%).

Quando levou-se em conta o grau de sangue dos
animais, 4.6% (37/810) de ragas puras leiteiras e
0,1%  (3/2410) dos caprinos  mesticos
apresentavam  anticorpos contra LVPR.
enquanto nenhum animal (0/904) nativo/SRD
apresentou-se reagente (Tabela 6).
Provavelmente uma das causas da menor
prevaléncia nos animais mestigos com relagdo
a0s animais puros esteja na formacdo dos
rebanhos mestigos, onde comumente se introduz
um reprodutor puro para cobrir as cabras
nativa/SRD ou mesti¢as, o que tem restringido a
transmissdo vertical. As ragas puras leiteiras
representaram 92,5%  (p<0,5%) dos caprinos
com LVPR. A raca Parda Alpina foi mais
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afetada (p<5%) (8/35) quando comparada com
0s outros tipos raciais estudados (Tabela 6).
Convem salientar que a raga Anglo Nubiana foi
a que apresentou o0 maior numero de animais
soropositivos, representando 55% dos mesmos.
Melo &  Franke (1997)  verificaram
soropositividade em 62%, 21% e 17% .dos
animais de ragas leiteiras, mestigas e SRD,
respectivamente. Em Pernambuco, as ragas
puras e 0s mestigos representaram 82.9% e
17,1% dos positivos para LVPR. Os animais
puros leiteiros agrupados segundo a raga
demonstraram fregiiéncia de 43.7%. 30.9%.
22.4%, 0% e 0% para as ragas Parda Alpina,
Toggenburg, Saanen, Anglo Nubiana e
Mambrina, respectivamente (Saraiva Neto,
1993). No Estado de Sdo Paulo, Fernandes
(1997) verificou-se freqiiéncias de 89,4% e
10,6% de soropositivos para 0 CAEV para as
ragas puras ¢ mestigas, respectivamente.
Analisando a variavel raca, observou-se que o
numero de animais soropositivos da raga Anglo
Nubiana (51%) foi significativamente maior
(p<5%) que os das ragas Saanen (25.2%),
Alpina (36%) e mestigos (23.5%). Nazara et al.
(1985), Surman et al. (1987) e Grant et al
(1988) também verificaram maiores
prevaléncias nos rebanhos de ragas puras
comparados com 0s mestigos.

Como a principal via de transmissio € via
colostro e leite infectados, a fémea tem papel
fundamental na transmissio da infecgdo.
Monicat (1987) relata que a introdugdo de
fémeas infectadas com LVPR nos rebanhos,
acelera a infecgdo dos mesmos, provavelmente
em virtude de fatores, tais como contato intimo
e problemas na ordenha mecénica. Entretanto. a
transmissdo do lentivirus pelo sémen deve ser
considerada, uma vez que a presenga deste no
sémen de machos da espécie caprina
naturalmente infectados foi demonstrada pela
técnica de PCR (Andrioli et al., 1999) e em
ovinos naturalmente infectados e portadores de
orquite brucélica (Concha-Bermejillo et al,
1996), e Rowe et al. (1993) observaram maiores
taxas de soroconversio em fémeas cruzadas
com machos soropositivos do que naquelas
cobertas com machos negativos.

Analisando o tipo racial dos reprodutores
verificou-se que as ragas Parda Alpina, Anglo
Nubiana e Saanen apresentaram,
respectivamente, 33.3%, 25% e 59% de
animais soropositivos, enquanto as outras ragas
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ndo apresentaram animais positivos. Este fato,
aliado a um maior nimero de reprodutores da
raga Anglo Nubiana (54,5% dos reprodutores
positivos), que € a preferida pelos criadores e
técnicos no melhoramento de rebanho
nativo/SRD. devido a sua adaptagdo e dupla
aptiddo, tendem a aumentar a disseminacdo
desta infec¢do nos caprinos no Ceara.

Com base nos resultados pode-se verificar que o
CAEV ja se encontra disseminado nas varias
regides do Ceard. A aquisicdo ou troca de
reprodutores com o objetivo de melhoria dos
plantéis caprinos, sdc praticas rotineiras
utilizadas pela maioria dos criadores € que
facilitam a dissemina¢do do lentivirus,
principalmente quando ndo sdo utilizadas
medidas de prevengdo. Por outro lado, a
evidéncia soroldgica da presenga de LVPR em
reprodutores caprinos, associada & recente
detecgio do virus no sémen de caprinos
infectados, permitem inferir que a dispersao do
agente entre plantéis atraveés da introdugdo de
reprodutores  soropositivos ou de sémen
congelado deve ser considerada quando do
estabelecimento de programas de controle da
CAE em caprinos.




3.2- ASPECTOS ZOO-SANITARIOS
DA CAPRINOCULTURA CEARENSE

3.2.1- Introducgio

Os caprinos desempenham um importante papel
econdmico em paises em desenvolvimento,
onde aproximadamente 95% dos animais
existentes no mundo sdo encontrados,
fornecendo importantes fontes de carne, leite e
fibra. Situacdo semelhante existe no Nordeste
do Brasil (Souza Neto et al. 1996). Os pequenos
ruminantes sio utilizados no nordeste do Brasil
geralmente como fonte de renda para troca, e
como uma espécie de seguro contra os periodos
de secas. A importancia destes ndo deve ser
mensurada somente pelo numero de animais ou
pelo valor da produgdo. Em varias fazendas os
animais e produtos nio sdo vendidos mas
consumidos ao contrdrio do que acontece com
os produtos da espécie bovina que sio
usualmente vendidos (Relatério Técnico Anual
do CNPC, 1989).

Gutierrez et al. (1989) num trabalho em 127
fazendas produtoras de caprinos nas diversas
microregides do Estado do Ceard verificou que
a auvidade com pequenos ruminantes foi
responsavel por 26% do total de margem bruta
de renda gerada contra somente 8 % de sua
participagdo no total de custos varidveis. Esta
atividade gerou cerca de quatro vezes mais
margem bruta por unidade de custo variavel do
que as atividades com bovinos e culturas.

O desenvolvimento da caprinocultura no
Nordeste ¢ severamente afetado por inumeros
fatores, entre ecles, a alta incidéncia de
problemas sanitdrios. A criagdo de caprinos nas
regides semi-aridas brasileiras é caracterizada
por praticas de manejo inadequadas, com
relagdo principalmente aos-aspectos sanitarios, o
que interfere sobremaneira na produtividade do
rebanho (Simplicio et al., 1981; Azevedo,
1982).

Segundo Oliveira et al. (1995) o que limita a
criagdo de caprinos empresarialmente, segundo
opinides dos criadores sdo. além dos problemas
sanitdrios, a falta de crédito rural e de pastagem
cultivada. entre outras.

O manejo sanitario do rebanho caprino no
Nordeste ¢ descrito sucintamente por Tindco
(1983) na Bahia, Baker & Souza Neto (1987)

em caprinos leiteiros no Rio Grande do Norte,
Souza Neto (1987) em Pernambuco, Oliveira et
al. (1995) nos estados da  Bahia, Piaui
Pernambuco e Ceard, e Souza Neto et al. (1996)
em Pemnambuco, Paraiba ¢ Rio Grande do
Norte.

Caldas et al. (1989) em estudo sobre a
ovinocaprinocultura em 2096 propriedades no
nordeste da Bahia verificaram que os problemas
sanitarios sio diversos e variados. Expdem,
ainda, que as doencas infecciosas e parasitarias
constituem sério entrave ao desenvolvimento da
ovinocaprinocultura, por representarem parcela
consideravel das perdas em animais. com
grande repercussdo economica. Oliveira et al.
(1995) citam que a maioria dos criadores de
caprinos entrevistados no Ceara. Bahia,
Pernambuco e Piaui relatam o aparecimento
freqiiente de doengas como uma das principiais
limitagées para a criagdo. Silva (1996), em
estudo realizado nas regides Nordeste, Sudeste e
Centro-Oeste, relata uma preocupagdo quanto a
problemas administrativos e sanitirios no
segmento da produgdo e insumos.

O direcionamento das pesquisas ¢ de suma
importincia para a relacdo custo/beneficio.
Pensando nisto e na caréncia de trabalhos
epidemiologicos. no que concerne a populagdo
caprina, aplicou-se um questionario em cada
fazenda visitada objetivando conhecer mais
detalhadamente o manejo sanitario empregado
e, do ponto de vista do criador, os problemas
sanitarios mais relevantes nos criatorios
caprinos do Ceara.

3.2.2 - Material e métodos

O trabalho foi realizado nas varias regides
criadoras de caprinos de ragas leiteiras e
nativos/SRD do Ceara. A coordenagdo deste
levantamento foi realizada por pesquisadores da
area de sanidade do Centro Nacional de
Pesquisa de Caprinos - CNPC com o auxilio de
técnicos de outros orgdos oficiais (Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Ceard
- EMATERCE e Secretaria de Desenvolvimento
Rural do Estado do Ceara).

Como ndo existe uma listagem representativa
dos criadores caprinos no estado, o que
inviabiliza uma amostragem ao acaso. a
amostragem ndo probabilistica foi utilizada para
selecionar os criadores. A produgdo de caprinos
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foi a tnica caracteristica pré-determinada
requerida para que as fazendas fossem incluidas
na amostragem. Como universo amostral foram
selecionadas 127 propriedades, algumas destas
listadas pela associacdo de criadores (Clube do
Berro) e por técnicos da EMATERCE como
criadoras de caprinos leiteiros no Estado.do
Ceard. O rebanho foi considerado Ileiteiro
quando os animais eram  ordenhados
regularmente e o leite utilizado para o consumo
proprio ou comercializado. No caso dos animais
SRD/nativos foram escolhidas propriedades nos
municipios apontados pelos técnicos da
EMATERCE, como de maior
representatividade (nimero de animais) para o
estado ou para a microrregido.

O levantamento estendeu-se de fevereiro a julho
de 1997 e foi delineado para verificar aspectos
sanitarios e dados do manejo sanitiario do
rebanho caprino. Uma lista de problemas
sanitarios  foram  pré-estabelecidos no
questionario e este foi aplicado diretamente ao
individuo responsavel pelo rebanho.

Com base nos 127 questionarios aplicados
(Anexo 2), foi determinado o perfil sanitario da
amostra estudada. Para a analise das
informagdes colhidas constituiu-se um banco de
dados através da tabulagio e codificacio.
analisado pelo programa EPI-INFO (Dean et al.,
1992). estabelecendo-se a freqiiéncia de cada
variavel na amostra levantada.

3.2.3 - Resultados e discussdo

O numero de animais nos rebanhos caprinos
visitados no Ceara variou entre 11 e 1514, com
média de 114 animais, nimero este muito
proximo aos 116 animais encontrados por
Gutierrez (1981). A Tabela 7 apresenta o
numero meédio de matrizes. reprodutores,
cabritos ¢ novilhas. ’

Verificou-se que na maioria das propriedades o
regime de criagdo ¢ extensivo (77,9%) ou semi-
intensivo (19.7%), sendo que as com criacdo
intensiva se resumiram a duas (1.6%). Fol
encontrada uma propriedade na qual durante o
periodo seco os animais eram mantidos em
regime intensivo e no periodo chuvoso, com
maior disponibilidade de alimentos, em regime
semi-intensivo (Tabela 8). Estes dados sdo
semelhantes aos encontrados em trés municipios
no interior da Bahia (Tindco, 1983). Magalhdes
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et al. (1985), em levantamento realizado em
criatorios caprinos localizados nos estados do
Rio de Janeiro e Minas encontraram 54.2% dos
criatorios de caprinos em regime intensivo e
45,8% em regime semi-intensivo. O regime de
criagdo encontrado reflete o nivel socio-cultural
dos criadores de caprinos.

Analisando a composi¢cdo dos rebanhos com
relagdo ao tipo de criagdo verificou-se que o
nimero de caprinos por rebanho criados
extensivamente apresenta média de 98 animais.
bem inferior aos rebanhos com criagdo semi-
intensiva (175 animais). O sistema intensivo.
em virtude de um numero reduzido. composto
de duas propriedades, ndo foi incluido. Na
Figura 6 o numero de animais foi estratificado
por matrizes. reprodutores. crias € fémeas de
recria.  Verificou-se que no regime semi-
intensivo existe um nimero bem maior de
matrizes. crias e fémeas de recma quanto
comparado com o regime extensivo. cujo
objetivo da produgio € carne e pele, enquanto
os criadores que utilizam os sistemas semi-
intensivo ou intensivo exploram principalmente
a produgdo mista (carne/pele e leite) ou
produgdo de leite.

Observou-se que a grande maioria das
propriedades visam a produgdo de carne e pele
(77.4%). 18,0% a exploragio mista de
carne/pele e leite. 3.9% a produgdo de leite e
somente 0.8% a venda de reprodutores e
matrizes. Estes resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Tindco (1983) no sertio da
Bahia e diferentes dos encontrados por
Magalhdes et al. (1985) no Rio de Janeiro e
Minas Gerais, os quais verificaram que 91,7%
dos criadores exploravam a venda de leite.
62,5% de reprodutores. 20.8% de animats para
abate e 4.2% de subsisténcia. A éxploragio
utilizada pelos criadores do Nordeste estd mais
relacionada a uma exploragdo de subsisténcia
com baixa adogdo de tecnologias e pouco
incremento da renda, enquanto nos criatorios
das regides Sul e Sudeste existe maicr
tecnificacdo.

Os sinais clinicos apontados como 0s que mais
acometem os caprinos segundo as respostas
obtidas estdo descritas na Tabela 9. Ressalta-se
que estes sinais foram apresentados ao criador
num  vocabulario  adequado ao  seu
entendimento. Verificou-se que em 81.9% das
propriedades foram relatados problemas com




anemia ¢ edema de barbela. sintomas
caracteristicos de verminose. Interessante
salientar que 14.9% relatam que nio tem o
problema, entretanto em todas as 19
propriedades os animais sdo vermifugados. A
verminose gastrintestinal é uma doenga comum
aos rebanhos de caprinos, apresentando
prevaléncia de aproximadamente 99% (Vieira et
al., 1998). A diarréia aparece como sinal clinico
mais citado (78,7%). provavelmente pelo fato
de que esta alteracdo estd Intimamente
relacionada com verminose e coccidiose, cujo
sintoma mais comum € a diaméia.
principalmente em animais jovens (Vieira et al..
1998). Em terceiro lugar aparece o aborto em
75,6% das propriedades afetadas.
Pododermatite, linfadenite caseosa.
ectoparasitoses, mamite, pneumonia, lesdes
vesiculares de pele. ceratoconjutivite, disturbios
com sintomatologia nervosa, malformagao fetal,
criptorquidismo. prolapso de vagina e/ou utero,
artrite foram outras alteragdes citadas.

Entre 2 a 5% dos criadores ndo souberam
informar os dados sanitarios do rebanho mesmo
quando estimulados a responder. Este fato
refor¢a o desinteresse ou a desinformagdo sobre
dados fundamentais para implementagdo de
uma  atividade lucrativa  atraves da
caprinocultura.

Caldas et al. (1989) citam as doencas mais
freqiientes encontradas num levantamento em
1429 propriedades de caprinos no nordeste da
Bahia e confrontando os dados pode-se observar
que existe sumilaridade na ordem das doengas,
mesmo apos o longo periodo intercorrente entre
aquela pesquisa e o presente levantamento.
Segundo  Silva (1996), foi observado
distanciamento entre algumas instituigdes de
pesquisa € o0s Orgdos representativos dos
caprinocultores, € que a pesquisa institucional
nos ultimos 20 anos contribuiu de forma muito
timida com a caprinocultura leiteira no Pais.
Este autor ressalta a importancia da insergdo dos
orgdos de pesquisa de forma a poderem
identificar na pratica. as demandas imediatas do
produtor e assim, direcionar seus projetos de
pesquisa para que de fato. esses impactos
tecnologicos constituam-se em insumos de
grande importancia.

Em pesquisa com 31 criadores nos municipios
de Quixada, Taua, Morada Nova, Mombaga,
Pentecoste, Independéncia e Hidrolindia,

localizados no sertdo do Ceara. Oliveira et al.
(1995) verificaram que os problemas mais
citados foram verminose (93.5%).
pododermatite (58,1%) e ectoparasitos (34.8%).
Nos estados da Bahia, Pernambuco e Piaui estes
autores verificaram, em ordem de fregiiéncia, os
seguintes problemas: Verminose,
ectoparasitoses, diarréia, linfadenite caseosa.
pododermatite ¢ ectima contagioso, 0 que
corrobora com os achados deste trabalho.

Magalhdes et al. (1985) relatam que os
principais problemas encontrados no Sudeste
foram verminose (100%), pneumonia (79.2%).
mamites (62.5%). ectoparasitos — berne. piolho
e sama (62.3%. 300% e 37.5%.
respectivamente), artrites (33.4%) e linfadenite
caseosa (33,3%). Confrontando estes dados com
os deste trabalho wverifica-se que alguns
problemas incidentes s3o ©0S  mMESMOs:
verminose, aborto e ectoparasitoses, apesar de
no caso das ectoparasitoses deve-se diferir
alguns problemas como o berne, que ndo causa
problemas no Ceard, em virtude da dificil
adaptagdo deste no ecossistema do estado.

A percentagem média da mortalidade de
animais foi de 22.8% e 4.6% para jovens ¢
adultos. respectivamente. Nos jovens. até 12
meses de idade, foram encontradas propriedades
com 0 a 100% de mortalidade. enquanto nos
adultos. acima de um ano de idade. de 0 a 50%.
Na Tabela 10 foram agrupadas as propriedades
quanto a mortalidade dos animais. De Boer et
al. (1986) em estudo semelhante. em 1980. com
127 fazendas no Ceara verficaram que a
mortalidade média foi de 25.8% e 16.1% de
animais jovens e adultos, respectivamente. As
causas da mortalidade ndo foram questionadas
por estes autores. Souza Neto (1987) encontrou.
em rebanhos caprinos leiteiros de Pernambuco.,
indice médio de 21.6% de mortalidade em
animais jovens ¢ 12,1% em animais adultos. Os
altos niveis de mortalidade encontrados
refletem. uma vez mais. o baixo nivel
tecnoldgico e consequentemente, de sanidade
encontrado nos criatorios caprinos do Nordeste.

De uma maneira geral. as praticas sanitarias sdo
pouco usuais nas propriedades produtoras de
caprinos (Tabela 11). O corte e tratamento do
umbigo ¢ realizado somente em 37.0% das
propriedades. sendo o iodo (46.8%) e o "spray
repelente de moscas”™ (23.4%) os produtos mais
utilizados. Estes dados. vdo de encontro aos
observados por De Boer et al. (1986), no Ceara




na década de 1980, onde 70% das propriedades
realizavam estas praticas. Isto evidencia um
retrocesso no ja precario sistema de controle
sanitario dos rebanhos. Este retrocesso deve-se
em parte a desestruturagdo da EMATERCE.

Com relagdo a vacinagdo do rebanho, 31.7% das
propriedades administram algum tipo de vacina
sendo as contra febre aftosa (22.8%) e raiva
(23,6%) as mais utilizadas. Relata-se, também, a
administragdo de vacinas contra carbunculo
sintomatico. Das propriedades que aplicam
vacinas 42.5% administram somente contra uma
das doengas. 52,5% contra duas ¢ 5% contra
trés.  Souza Neto (1987) encontrou. nos
criatorios leiteiros de Permambuco. 57% de
propriedades vacinando contra aftosa e raiva.
um indice bem superior aos 32,1% dos rebanhos
de exploragdo leiteira verificados neste estudo.
Caldas et al. (1989) verificaram que dos
criadores de caprinos no nordeste da Bahia.
somente 8.7% realizam vacinacdo contra
raiva/aftosa, 0.4% contra botulismo/ carbunculo
¢ 0.1% contra linfadenite caseosa. O corte de
casco ¢ realizado em 16.5% das propriedades
em geral semestralmente (81,0%). A falta da
utilizagdo de medidas de controle como o
casqueamento pode ser uma das causas da alta
incidéncia de podermatite (67,7% das fazendas).

A higiene da ordenha é realizada somente em
4.7% das propriedades e consta basicamente da
limpeza das tetas das cabras e lavagem das
maos do ordenhador antes da ordenha.
Analisando a higiene da ordenha segundo o tipo
de exploragdo verificamos que 40% das
propriedades que exploram a producdo de leite,
8.7% com exploragdo mista (camne/pele x leite)
e 2% que exploram camne/pele realizam alguma
pratica neste sentido.

O baixo indice de utlizacdo das praticas de
manejo samitario por parte dos criatorios
caprinos contribui. sem duvida, para a
manuten¢do dos altos niveis de mortalidade e de
morbidade observados. A falta de 4reas de
isolamento e quarentenario nas fazendas e o
transito entre rebanhos e entre regides podem
ser considerados como o©0s  principais
responsaveis pela disseminacdo de doengas.
Assis (1994) relata, também. que informagdes
conflitantes e incompletas associadas ao
desinteresse dos 6rgdos publicos e a lentidio no
processo e transmissdo dos dados disponiveis
podem  influenciar  impossibilitando a
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manutengdo de vigilancia epidemiologica sobre
as doengas.

Das 127 fazendas., 35 (27.6%) ndo tinham
nenhuma orentagdo técnica. Daquelas que
dispunham, 81.5% era prestado por orgaos
publicos como EMATERCE, EPACE. Embrapa
ou INCRA. Foi considerada assisténcia técnica
0 acompanhamento feito por  velerinanos.
agronomos. zootecnistas ou técnicos agricolas.
A freqiiéncia deste acompanhamento variava de
diaria a anual (Tabela 12). No caso da diana
esta era realizada pelo proprio dono (técnico de
nivel médio ou superior) ou em rebanhos de
instituigdes publicas. A wisita eventual
limitava-se a resolugdo de problemas na
propriedade. quando solicitada 3 EMATERCE.
Souza Neto (1987), em Pernambuco verificou
que somente 25% dos criatorios caprinos
leiteiros recebiam algum tipo de assisténcia
técnica. E provavel que o indice encontrado no
presente trabalho esteja mais elevado em
decorréncia da escolha das propriedades
partirem, principalmente, de técnicos da
EMATERCE, Ilocalizados nas regides em
estudo. Apesar da quantidade de fazendas
assistidas ser razoavel verificou-se. segundo os
proprietarios um alto indice de mortalidade,
mesmo naquelas onde a assisténcia era realizada
diariamente (Tabela 12).

Na relacdo entre problemas sanitdrios e tipo de
manejo utilizado, verificou-se que doengas
como  helmintoses. linfadenite.  mamite.
pneumonia ¢ principalmente artrite sio mais
freqiientes nos animais criados sob regime semi-
intensivo/intensivo do que sob regime extensivo
(Figura 7). Magalhaes (1985) verificou nos
rebanhos caprinos criados no Sudeste em
regime intensivo e semi-intensivo. que mamite.
artrite € pneumonias sio freqiientes. reforgando
a influéncia do tipo de exploragdo e regime de
criagdo no perfil das enfermidades. Silva (1996)
relata que o problema sanitirio de maior
relevancia para caprinos ainda € a verminose
seguido da artrite encefalite caprina a virus.

Verificou-se que a grande maioria dos criadores
(95,0%) realizam a vermifugacio dos animais
(Tabela 13). Estes dados sdao semelhantes aos
encontrados por Souza Neto (1996) em caprinos
leiteiros nos estados de Pernambuco. Paraiba e
Rio Grande do Norte. Oliveira et al. (1995)
encontraram a pratica de vermifugagio em 74%.
75%. 93% e 96% dos criatorios pesquisados no




estado do Ceard. Piaui. Bahia ¢ Pemambuco.
respectivamente. Ja Magalhdes (1985) observou
que no Sudeste. 79,1% dos criatorios leiteiros
estudados realizam esta pratica. Caldas et al.
(1989) relatam que no nordeste da Bahia
somente 36,5% dos criadores realizam
vermifugagdo dos rebanhos caprinos.

Vinte e um produtos comerciais com nove
diferentes principios ativos foram citados como
de uso corrente nas propriedades (Figura 8). Os
principios ativos mais utilizados foram o
albendazol e oxfendazol em 47 e 43
propriedades, respectivamente, seguidos pelo
ivermectin (24 cnatorios) e levamisol (19
criatorios).

Vermifugos de udltima geragdo como O
doramectin e moxidectin ja estdo sendo
utilizados, porém em um numero reduzido de
propriedades. O principio ativo utilizado por
propriedade vana de um a quatro sendo mais
freqiiente a utilizagdo de somente um mesmo
principio ativo (59.2%) repetidas vezes. Esta
pratica por parte de 30.1% das propriedades €
preocupante no controle deste problema. uma
vez que a ndo alterndncia facilita o aumento da
resisténcia anti-helmintica (Santiago, 1980).

Outras praticas simples e de baixo custo, que
aumentariam a eficicia dos vermifugos e
reduziriam o aumento da resisténcia anti-
helmintica infelizmente nio acompanham estes
numeros, tais como. troca de pasto apos
aplicagdo do anti-helmintico, vermifugagdo do
animal  recem-chegado &  propriedade.
confinamento dos animais por 12 horas apos a
vermifugacdo. descanso da pastagem com o0
intuito de reduzir a carga parasitria, separar
-animais jovens dos adultos e o uso de
esterqueiras. Este fato denota falta de
informagdo e, principalmente, problema cultural
dos criadores.

Quanto a freqiiéncia de vermifugacdo no ano
pode-se observar que a maioria das
propriedades (87.8%) realizam duas a quatro.
Este resultado difere daquele verificado por
Magalhdes (1985). no Sudeste, onde 73.7%
vermifugam de quatro a doze vezes por ano.
Souza Neto et al. (1996) relatam que os
rebanhos leiteiros nos estados de Pernambuco.
Paraiba e Rio Grande do Norte eram geralmente
vermifugados apenas uma ou duas vezes por
ano. Somente 13,3% das propriedades realizam
a vermifugacdo estratégica. procedimento

baseado em estudo epidemiologico produzido e
difundido para a regido semi-arida do Nordeste
pelo Centro Nacional de Pesquisa de Caprino —
Embrapa (Santa Rosa & Vieira. 1989). que
consta de trés aplicagdes no periodo seco e uma
aplicagdo no periodo chuvoso.

Com relagdo as ectoparasitoses, os caprinos da
maioria das propriedades estudadas sdo
acometidos por pitinase e pela miiase, ¢
somente cinco propriedades (3.9%) relatam a
infestagdo de carrapatos. Todas as propriedades
que relataram a presenga de carrapatos tem
criagdo mista com bovinos e se localizam no
sertdo nas regides Norte, Inhamuns e Centro do
Ceara.

Das propriedades que relataram o problema da
pododermatite, somente uma (1.2%) cita
ocorréncia durante todo o ano. o restante relata
o problema no periodo chuvoso. Quanto a
incidéncia no rebanho. 39.6% mencionam que
a maioria dos animais sdo afetados, 30.2%
relatam a metade dos animais e 30.2% que
poucos animais sdo acometidos.

O aborto ¢ descrito em 96 das 127 (75.6%)
propriedades. Em 54,2% destas, o aborto ocorre
durante todo o ano, 35.4% no periodo seco e
10.4% no periodo chuvoso. Provavelmente a
principal causa dos abortos no periodo seco seja
de ordem nutricional. Segundo estudo de Silva
& Silva (1983) na regido semi-arida do
nordeste, onde foram acompanhadas 153 cabras
adultas por um periodo de trés anos, criadas em
pastagem nativa recebendo somente sal comum.
verificou-se 51 abortos e através de exames
hematologicos e bioquimicos concluiu-se que 0s
abortos foram observados em decorréncia dos
baixos niveis de proteina e de minerais (micro e
macroelementos). Quanto ao grau de
acometimento das matrizes. a maiona das
propriedades (61.5%) relata um baixo nimero
de casos ou evento raro. 18,8% relatam de 10 a
40% e 19.8% acima de 40% de casos. Segundo
Caldas et al. (1989) em 41,5% das propriedades
de caprinos pesquisadas no Nordeste na Bahia
foram relatados problemas de aborto.

A linfadenite caseosa € a mamite foram citadas
em 66.9% e 3512% das propriedades.
respectivamente, a primeira acometendo o0s
animais durante todo o ano, ndo ocorrendo
predilegdo pelo periodo seco ou chuvoso.
Apesar dos criadores relacionarem a hipertrofia
do ganglio linfatico a linfadenite caseosa, vale




salientar que nem todo aumento deve ser
atribuido ao  agente  Corynebacterium
pseudotuberculosis. Em estudo realizado nos
rebanhos caprinos dos estados do Piaui e Ceara
através da palpagdo de ganglios externos em
1142 caprinos, verificou-se que 319 animais
(28%) apresentavam abscessos nos linfonodos,
entretanto somente em 91(28.5%)  destes
animais o agente da linfadenite caseosa foi
identificado (Silva & Silva, 1982).

Foram considerados sinais clinicos de mamite
clinica alteragdes visiveis no leite e na
consisténcia da glindula mamaria. A mamite
apareceu durante todo o ano, entretanto, em
quatro propriedades, foi relatada maior
incidéncia no periodo chuvoso quando
comparada com o periodo seco, provavelmente
em decorréncia do aumento da produgio lactea
levando a um maior numero de casos ou até
mesmo pelo aumento de vetores como moscas.
A falta de higiene da ordenha - somente 4,7%
dos criatorios realizam as praticas - € outro
fator que aumenta a incidéncia de mamite.
Neste estudo observou-se o problema em 80%
das propriedades leiteiras, 50% com exploragio
mista (carne/pele x leite) e 352,7% das
propriedades  que  exploram  camne/pele.
demonstrando sua relagdo com o tipo de
exploracdo do rebanho. Com relagio a
linfadenite (externa) e a mamite, 60% e 89.2%.
respectivamente, dos entrevistados relataram
baixa ou rara incidéncia no rebanho.

Os criadores relataram a ocorréncia de
pneumonia ¢ de lesdes vesiculares de pele
durante todo o ano concentrando-se no periodo
chuvoso com freqiiéncia de 63% e 47%.
respectivamente. Em estudo realizado no Centro
Nacional de Pesquisa de Caprinos, em Sobral-
CE. onde foram necropsiados 2035 animais num
periodo de 12 meses verificou-se que 33
(26.8%) apresentavam pneumonia (Relatorio
Técnico Anual do CNPC, 1989). Das lesdes
vesiculares de pele a mais comum € o ectima
contagioso, entretanto trés  propriedades
relataram  problemas com febre aftosa
acometendo bovinos € um numero reduzido de
pequenos ruminantes. Destas fazendas somente
uma realiza vacinagdo contra febre aftosa.

Somente 11 propriedades relataram problemas
com artrite. Convém salientar que este problema
¢ concentrado principalmente nos animais
criados sob regime semi-intensivo/intensivo.
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Magalhdes (1985) wverificou freqiiéncia de
33.4% em rebanhos caprinos criados intensiva
ou semi-intensivamente nos estados de Minas
Gerais e Rio de Janeiro.

Sintomas nervosos sdo relatados em 26% das
propricdades  pesquisadas, e  recairam
principalmente no periodo de estiagem se
caracterizando basicamente pela sintomatologia
da intoxicacdo pela Ipomoea asarifolia (salsa), a
qual causam disturbios por alterar o
metabolismo da  glicose (Pinheiro & Santa
Rosa, 1996). Uma propriedade relatou problema
de raiva. Esta fazenda encontra-se localizada
numa regido de muitas grutas, habitar de
morcegos. Interessante ressaltar que esta
propriedade efetua wvacinagdo contra esta
doenga.



3.3. ELISA INDIRETO PARA
DETECCAO DE  ANTICORPOS
CONTRA LENTIVIRUS DE
PEQUENOS RUMINANTES, EM

CAPRINOS.

3.3.1- Introdugio

A artrite encefalite caprina (CAE) € uma
importante infec¢do em caprinos, causada por
retrovirus, nao oncogénico, da subfamilia
Lentivirinae, resultando primariamente em
artrite  cronica nos adultos jovens, e
leucoencefalomielite em cabritos. Mamite e
pneumonia intersticial podem, também, estar
associados a esta enfermidade. Esta doenca €
persistente, progressiva e debilitante. e segundo
McGuire et al. (1990), existem varias cepas
deste lentivirus diferindo na viruléncia e
antigenicidade.

As perdas econdmicas sido decorrentes de falhas
reprodutivas, morte de animais jovens,
diminuigio da produgdo lactea e da duracio do
periodo de lactagdo, e perda de peso dos
animais (Greenwood, 1995). Se por um lado a
manuten¢do de animais infectados no rebanho
representa serias perdas econdmicas o sacrificio
de todos os animais infectados ¢, muitas vezes,
invidvel, pois grande parte do rebanho pode
estar acometida, além de representar perda
expressiva de material genético. Desta forma,
tem sido implantados programas de controle da
transmissdo desta enfermidade, visando a
obtencdo de crias destes anumais enfermos antes
de descarta-los.

O controle da CAE baseia-se no teste sorologico
dos animais, seguido de separagiio ou sacrificio
dos soropositivos, associado a medidas de
manejo que visam a separagio precoce das
crias, alimentadas artificialmente com colostro e
leite tratados termicamente ou sucedineos do
leite (Embrapa, 1994; Gouveia et al., 1994),

A eficiéncia dos programas sanitdrios de
controle da CAE depende da sensibilidade e
especificidade dos testes utilizados no
diagnostico inicial e no monitoramento
sorologico das medidas implantadas, da
freqiéncia de sua utilizagio e no manejo
utilizado no rebanho. Para realizagdo periddica
de testes sorologicos dos rebanhos, a técnica de
imunodifusio em gel de agar (IDGA) ¢€

empregada mundialmente como método de
triagem e monitoramento das fases iniciais de
programas de controle, mas apesar da boa
especificidade. a IDGA pode apresentar
resultados falso-negativos (Knowles, 1997).
Testes com maior sensibilidade devem ser
utilizados quando ocorrer redugdo substancial
da quantidade de animais soropositivos, testados
por IDGA, e ainda, quando a taxa de
soroconversdo no rebanho, apesar de baixa, for
mantida (EMBRAPA, 1996a). Segundo
Schroeder et al. (1985), a IDGA ndo é muito
sensivel e gasta-se muito tempo para Sua
realizacio, principalmente  em  grande
quantidade de amostras. Em decorréncia.
distintas modalidades de testes
lmunoenzimaticos (enzyme linked
immunosorbent assay - ELISA) tém sido
desenvolvidos para a detecgdo de anticorpos
contra lentivirus de pequenos ruminantes
(LVPR), utilizando antigenos nativos ou
recombinantes (Knowles, 1997).

Este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento ¢ padronizagdo de teste de
ELISA indireto (ELISA-i) para a deteccdo de
anticorpos, em caprinos, contra LVPR,
utilizando antigeno experimental preparado a
partir do virus total, de forma comparativa com
a IDGA utilizando antigeno comercial
buscando alcancar um teste com custo
compativel para testar grande numero de
animais. disponibilidade permanente sem
necessidade da importagio dos its de
imunoreagentes. € praticidade, para que, em
associagdo com outras técnicas. venha a ser
utilizado no monitoramento das medidas
sanitarias do Programa de Controle do
Programa de Controle dos LVPR em
desenvolvimento e avaliagdo desde 1994 no
rebanho ovino e caprino do CNPC - Centro
Nacional de Pesquisa em Caprinos. o qual visa
estabelecer medidas sanitarias padronizadas
para aplicagdo em modalidades epidemiologicas
distintas (Embrapa, 1994; Gouveia et al.. 1994,
Embrapa, 1996a).

3.3.2- Material e métodos
Cultivo de células

Para produgdo de suspensdes e titulagdes do
lentivirus caprino (LVC), foram utilizados
cultivos secundarios de células de membrana
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sinovial caprina (MSC) obtida por “explant” a
partir de cabrito comprovadamente negativo
para LVPR, seguido de subcultivos por
tripsinizagdo das células (Abreu, 1996) em um
numero limitado a 17 passagens.

Virus e suspensdo viral

Na produgdo da suspensio viral utilizou-se
amostra padrio (CAEV-Cork®) do LVC com
titulo inicial de 10°* TCIDsy/mL. Monocamadas
semiconfluentes (70 a 90% de confluéncia) de
MSC (11° passagem) cultivadas em garrafas
roller de 830 cm’ de superficie de cultivo,
foram inoculadas, 72 a 96 horas apds passagem
com 15 mL de suspensio viral com 200
DFS/mL diluida em meio essencial minimo
(MEM) sem soro fetal bovino (SFB). Apds 60
minutos adicionaram-se 135 mL de MEM com
5% de SFB. As garrafas foram incubadas a 37°C
em estufa, sendo observadas diariamente.
Coletou-se o sobrenadante semanalmente por
trés vezes ou até a destruicio de 75% da
monocamadas. Os sobrenadantes coletados,
bem como as garrafas na ultuma coleta foram
congelados a —80°C para posterior titulacdo e
produgdo do antigeno.

Titulagdo do virus

Suspensdes  virais foram tituladas em
microplacas. por dilui¢ées decimais em MEM
sem SFB. utilizando-se oito repetigdes por
diluigdo. A cada 50puL da diluigdo viral foram
adicionados 50pL da suspensdo de células de
MSC obtidas por tripsinizagdo, contendo 3.0 x
10° células/cm™ em MEM com 10% de SFB.
Foram mantidos pogos como controle positivo
(c€lulas de MSC. MEM e LVC de titulo
conhecido) e negativo (células de MSC e
MEM). As microplacas foram incubadas em
estufa a 37°C com 3% de CO- durante 14 dias
com observacio diaria do efeito citopatico
(ECP) caracteristico, ¢ apos este periodo, foram
fixadas em metanol e coradas com cristal
violeta a 0,1%. O ttulo, calculado segundo
Reed & Muench (1938), foi definido como a
reciproca da maior diluigdo que apresentou, 14
dias apds inoculagdo. sincicios em 30% dos
pogos inoculados, correspondendo a uma dose
formadora de sincicio (DFS) (Castro, 1998).

? Amostra viral gentilmente cedida pela UFRPE,
oriunda do Laboratoire Associé de Recherches sur
les Petits Ruminants — INRA — ENVL - France.
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Purificagdo do virus e produgdo do antigeno

Na produgdo do antigeno, os sobrenadantes das
coletas iniciais e o conteudo das garrafas
congeladas  sofreram  dois  ciclos  de
congelamento e descongelamento e foram
clarificados por centrifugagdo a 3300 g (4500
rpm em rotor Sorvall GSA ou AH-629) a 4°C
por 20 minutos. A suspensdo clarificada foi
precipitada com PEG-8000 a 40% até a
concentragdo final de 8%, por 18 h a 4°C, sob
lenta agitagdo, seguida de nova centrifugacdo a
4°C a 12000g (8300 rpm em rotor Sorvall GSA
ou 10000 rpm rotor Sorvall S§-34) por 60 min
(Reis & Leite, 1994). O sedimento foi suspenso
em TNE (10,0 mM Tris-HCI, pH 7.4; 10,0 mM
NaCl; 1,0 mM EDTA) na proporgdo de 10% do
volume original da suspensdo viral e foi
ultracentrifugado em colchdo de sacarose (25%
em TNE) a 42000g (18000 rpm em rotor
Beckman SW 50.1) por 120 min a 4°C
(Houwers et al. 1982). O sedimento foi
suspenso em PBS (0,05M; 0,15M NaCl; pH
74) contendo 2 x 107 mol/L de
phenylmethylsulphonyl fluoride® (PMSF). A
concentracdo de proteina total foi determinada
(Lowry et al.. 1951) e o antigeno mantido a 4°C.,
sem glicerina, até a realizagdo dos ensaios
imunoenzimaticos.

Controle negativo

Com o objetivo de verificar a influéncia das
proteinas celulares na especificidade do ELISA,
o controle negativo (antigeno de cobertura
negativo) fol preparado com c€lulas de MSC
submetidas ao mesmo processo, sendo a unica
diferenga no momento da inoculagdo viral. onde
receberam apenas meio de cultura. O processo
de concentragio foi o mesmo aplicado nas
células infectadas.

Produgao do conjugado

Imunoglobulinas do isotipo 1gG foram obtidas
por precipita¢do de soros caprinos normais em
solugdo saturada de sulfato de amonio, sob
agitacdo constante ¢ refrigeracdo. Apos
agitagdo, overnight, a 4°C, centrifugou-se por 45
minutos a 3000 rpm (2100 g) e desprezou-se 0
sobrenadante. O precipitado foi suspenso em

3 Phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) Sigma.
Cat. N°P 7626




PBS, ¢ dialisado® em PBS diluido 10 vezes por
48 horas com seis trocas do PBS. Na ultima
troca da dialise, overnight, utilizou-se PBS ndo
diluido (McKinney & Parkinson, 1987).

Para purificagio das IgG udlizou-se a
cromatografia por afinidade em coluna
contendo, como fase estaciondna, proteina A
imobilizada em sefarose CL-4B pelo método do
brometo cianogénico”. A proteina total foi
dosada (Lowry et al., 1951) e a IgG purificada
foi liofilizada.

O soro hiperimune foi obtido por inoculagdo de
coelhos jovens, segundo Hum & Chantler
(1980), por via subcutanea, com 1,0 mg de IgG
caprina emulsificada em adjuvante completo de
Freund. Apods 30 dias, os animais receberam
mais trés aplicagdes de 1,0 mg de IgG
emulsificada em adjuvante incompleto de
Freund, intervaladas de 21 dias, quando se
verificou a titulagdo dos soros por ELISA. As
IgG do soro obtido do coelho foram
precipitadas em solugdo saturada de sulfato de
amonio e purificadas, por afinidade, numa
coluna anti-IgG de coelho. A conjugagdo das
IgG coelho anti-caprino, com peroxidase®, foi
realizada através do meétodo do periodato
(Nakane & Kawoi, 1974).

Técnica do ELISA indireto
Otimizagdo das concentragdes dos reagentes

Antigeno - Foram testadas cinco diferentes
concentragdes de proteina do antigeno viral e da
suspensdo celular negativa, variando de 2.0 a
0.125pg/mL. A concentragdo oOtima para o
antigeno viral foi determinada pela mais baixa
concentragdo que pode demonstrar a
positividade da reagdo para qualquer diluigdo do

soro padro positivo € que ndo foi
significativamente menor que a produzida pela
concentragdo imediatamente superior. O

antigeno celular (controle negativo) foi diluido
nas mesmas concentragdes e apresentou valores
médios de absorbancia iguais ou inferiores aos
apresentados pelo antigeno viral frente aos
controles de soro negativo e de tampdo diluente,

* Membrana de dialise com cut-gff de 10 kDa
Dialvsing tubing 3787-D10 Thomas Scientific,
USA.

3 Protein A sepharose CL-4B - Pharmacia Biotech.

Cat. N° 17-0780-01

° Peroxidase — Sigma. Cat. N° P 8375

quando testado contra as mesmas dilui¢des do
soro padrao positivo.

Soro e conjugado - Foram testadas quatro
diluicdes de soros (1:30, 1:100, 1:200 e 1:400)
frente a uma diluigdo ouma (1:1500) do
conjugado IgG coelho anti-cabra determinada
por titulagdo do conjugado frente a IgG
caprina, por ELISA direto. A dilui¢do 6tima do
soro foi determinada pela dilui¢do mais baixa
do soro padrdo positivo associada a dilui¢do do
conjugado de 1:1500, que demonstrou a
positividade da reagdo para concentragdo otima
do antigeno. Concomitantemente, avaliou-se a
auséncia de reatividade do soro padrdo negativo
para as mesmas diluigoes.

Controle de qualidade e repetibilidade do teste

De um modo geral, foram seguidas as
determinagdes da OIE/FAO (Wrght et al.
1993) na padronizagio e realizagdo do ELISA-1
com o intuito do controle de qualidade e
repetibilidade do teste. Foram incluidos
controles positivo (poo! de soros fortemente
positivos na IDGA), negativo (pool de soros
negativos de rebanhos livite da CAE) e de
conjugado (somente tampdo de incubagdo). Os
soros foram testados em duplicata, sendo que os
resultados expressos em densidade optica (DO).
foram  transformados em percentagem do
resultado médio de quatro repetigdes com o soro
controle positivo, resultando numa escala de
zero a 100 (percentual de positividade - PP).
Resultados negativos e superiores a 100 foram
considerados zero e 100%. respectivamente.

O teste foi conduzido em microplacas de
polivinil de alta capacidade de adsorgao.
flexiveis, com 96 pogos . A sensibilizacdo foi
realizada com 100uL contendo 0.5pg de Agem
tampdo carbonato-bicarbonato (0.05 M, pH 9.6)
por 4 horas a 37°C ou 1 hora a 37°C e overnight
sob refrigeracdo. em camara umida. Apos a
incubagdo lavou-se duas vezes com solugdo de
lavagem (solugdo salina 0.9%. 0.05% de Tween
20). Os sitios livres de ligagdo de protsinas por
ventura presentes foram bloqueados pela adicdo
do tampao (PBS. 2% de caseina) e incubagdo a
37°C em camara umida, por 60 minutos. seguida
de lavagem por duas vezes. Foram distribuidos
na placa, 100uL dos soros teste. em duplicata. e
dos soros controles positivo € negativo (em
quadruplicata), diluidos 1:50 em tampdo de

7 Placas Microtest ITI — Falcon / USA. Cat. N°3912
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incubagdo (PBS, 0,25% de caseina e 0,05% de
Tween 20), onde permaneceram por 60 minutos
a 37°C, em cimara umida. Apds a lavagem
(seis vezes) distribuiu-se 100puL do conjugado
anti-IgG caprina marcado com peroxidase na
diluigdo otima (1:1500) em tampdo de
incubagdo e manteve-se por 60 minutos a 37°C,
em cdmara umida. Lavou-se novamente a placa
por seis vezes e as reagdes foram reveladas
pela adicio de 100pL do substrato, uma
solugdo de 0.2 mg/mL de o-
phenylenediamine (OPD) e 0,02% de H.O, em
tampao citrato-fosfato (0,1M, pH 3.0), por 15
minutos a temperatura ambiente ao abrigo da
luz. A reacgdo foi inibida por adigdo de 20 pL de
H,SO, (diluido 1:20). A intensidade da cor da
reacdo foi determinada por absorbincia em
leitor de microplacas de Elisa® em 492nm de
comprimento de onda.

Soros

Para definicio do ponto de corte (DO+3
Desvios  Padrdes) do ELISA-i, foram
selecionados 56 soros de caprinos de dois
rebanhos sem raga definida (SRD). negativos
para detecgdo de anticorpos para LVC pela
IDGA, oriundos da regido tradicionalmente
caracterizada pela criagio extensiva. Para a
comparagdo dos testes foram utilizadas
amostras do Banco de Soros do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinania - UFMG (273 soros) e de duas
fazendas do estado do Ceara (54 soros).

IDGA

Foi utilizada a microtécnica de IDGA descrita
por Gouveia (1994) realizada em &agar a 0.9%
em tampdo borato, utilizando 30 pL tanto de
soro como de antigeno comercial®. derivado de
culturas de células de membrana sinovial
infectadas pelo lentivirus ovino contendo as
proteinas: glicoproteina gp135 (envoltdrio viral)
e proteina estrutural p27(capsideo). com a
leitura realizada 48-72 horas apos. com luz
indireta sobre fundo escuro, sendo considerada
definitiva a ultima leitura.

¥ Espectrofotdmetro Multiskan -MS, Labsystems.

® Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive
Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary
Diagnostic Technology, Inc®, USA.

Validagéo do ELISA

Realizou-se um estudo comparativo dos
resultados obtidos no ELISA-i. tomando como
padrio o teste de IDGA utilizando antigeno
comercial. Foram avaliados as sensibilidade
relativa. especificidade relativa, valor preditivo
positivo € negativo. e eficiéncia (habilidade do
teste  identificar corretamente  todos  0s
individuos positivos e negativos). Os resultados
dos testes foram comparados através do teste de
qui-quadrado com corregio de Yates (y2) (Tyler
& Cullor, 1989). Calculou-se, também, o indice
Kappa entre os resultados dos dois testes.

3.3.3- Resultados e discussio

As células de MSC (Figura 9), infectadas com
200 DFS/mL, apresentaram 0s primeiros sinais
de infecgdo 48 a 72 horas apos. com a formacao
de sinciclos caracterizados por cé€lulas gigantes
multinucleadas (Figura 10).

O antigeno produzido a partir de suspensdo viral
com titulo de 10°® TCIDs/mL apresentou
concentragdo proteica de 2.21mg/mL. Testou-se
este antigeno na IDGA frente ao soro padrio
anti-MVV/CAEV'’ ¢ 0 mesmo apresentou duas
linhas de dificil visualizagdo. o que inviabilizou
sua utilizagdo na IDGA. Observagio
semelhante foi constatada por Abreu (1996)
com o antigeno precipitado por PEG.
Entretanto, Castro (1998) verificou a presenca
de duas fortes linhas de precipitagao.

O ELISA-i foi padronizado no sentido de se
obter diferenca maxima entre as DO de soros
negativos e positivos. Avaliando a concentragio
de antigeno versus a dilui¢do do soro verificou-
se que 0.5ug de proteina/pogo e a diluigdo de
1:50 do soro apresentaram melhores resultados
(Figura 11).

Para determinagdo do ponto de corte utilizou-se
a média da percentagem da DO de 56 soros de
animais negativos pela IDGA. oriundos de
rebanhos seguramente livres do LVC, mais trés
desvios padrdes. De acordo com estes Critérios o
ponto de corte foi de 11,73% de positividade
(Tabela 14), o qual ¢ inferior ao observado por
Castro (1998) para o0 ELISA-i e semelhante aos
obtidos por Rimstad et al. (1993) com proteinas

'* Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive
Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary
Diagnostic Technology, Inc®, USA.



recombinantes. O percentual de positividade do
ELISA dos soros negativo e dos animais
positivos para IDGA esta apresentado na Figura
14.

Verificaram-se as reagdes imunogénicas dos
soros positivos e negativos (diluicdo de 1:50)
frente a um controle celular ndo infectado. A
diferenga entre as DO dos soros positivos e
negativos foi zero ou negativo nas varias
concentragdes de proteina do cultivo de células
de MSC indicativo que ndo existiu interferéncia
das proteinas celulares nos resultados obtidos
(Figura 12).

Testou-se no ELISA. em quadruplicata, os
reagentes do kir comercial € um poo! de soros
positivos (Figura 13) e verificou-se que o soro
reagente do Air,com anticorpos contra a gpl35,
nio foi considerado positivo. Baseado nisto,
pode-se inferir que o ELISA-i, apesar de ser
produzido com o virus total, ndo possui
provavelmente  concentragdo de  gpl35
suficiente para a sua detecgdo pelo soro padrio
reagente. Corroborando com este achado, Celer
Jr. et al, (1998) verificaram, por
immunoblotting, que a gpl35 so foi evidente em
SOros extremamente positivos e, portanto, nio a
utilizaram para confirmagdo de diagnostico.
Ramirez et al.. (1992), trabalhando com HIV
verificaram que as nucleoproteinas (p24) sdo
mais estdveis no immunoblotting que as
glicoproteinas de superficie (gpl20) e
transmembranica (gp41). As glicoproteinas sao
relativamente instaveis e passiveis de serem
perdidas durante o processo de obtengdo de
antigeno (Rimstad et al.. 1994). principalmente
na passagem pelo colchdo de sacarose, onde
podem ocorrer perdas de até 50% destas
proteinas virais (McGrath, et al., 1978), ou até
mesmo perdas espontineas das particulas virais
liberadas depois de varios dias de cultivo
(Castro, 1998). O soro padrdo do 4if comercial
foi preparado para detectar anticorpos contra a
gpl35 do MVV. e apesar de existir uma boa
relacdo antigénica entre proteinas (Gogolewski
et al. 1985), deve-se levar em conta que as
amostras de soros foram coletadas em diferentes
fases de infecgdo, e a existéncia de diferengas
genéticas e antigénicas entre os LVPR (Leroux
et al, 1996; Reischak 2000), além do que o
soro do Kir era heterdlogo, o que reduziu a
sensibilidade (Knowes et al.,1994).

Consubstanciado no ponto de corte encontrado
verificou-se que o ELISA-i detectou 209
animais positivos enquanto a IDGA detectou
144.

A IDGA foi escolhida como teste padrdo para o
diagnoéstico sorologico de infecgdo por LVC.
por ser o teste recomendado pela Organizacdo
Internacional de Epizootias para o diagnostico
sorologico de infecgdo por LVPR para
comercializagdo internacional de pequenos
ruminantes (OIE. 1996) e por ser utilizada em
programas de controle e erradicagdo da infecgdo
tanto no Brasil (Gouveia et al.. 1994) como no
exterior (Knowles. 1997).

Na comparagio da IDGA com o ELISA-
(tabela 16) verificou-se: 65,6% de sensibilidade.
94,1% de especificidade, 95,1% de wvalor
preditivo positivo. 60,7% de valor preditivo
negativo. 75.8% de concordancia e 0.33 de
indice Kappa.

O Elisa-i utilizando o virus completo da
amostra CAEV-Cork mostrou ser superior ao
teste IDGA com os antigenos do kif comercial
contendo as proteinas p28 e gpl35 do virus
ovino. O protocolo desenvolvido apresentou
bom rendimento. utilizando somente
0.5pg/pogo  de antigeno e uma diluicdo de
1:1500 de conjugado, aliado & boa resolucdo e
baixa reacdo inespecifica. Comparando este
protocolo de Elisa-i com relagdo a IDGA
verificou-se que detectou 44.5% mais animais
positivos, enquanto Castro (1998), Simard &
Briscoe (1990) e Celer Jr et al. (1998)
comparando os mesmos testes verificaram
25.4% e 155% e 15.5%, respectivamente.
Entretanto. utilizando o ELISA com sistema de
amplificagdo do sinal enzimatico pelo sistema
avidina-biotina, Castro (1998) detectou cerca de
84% a mais que o teste IDGA, porém com um
aumento do custo e do tempo do teste.

A variedade entre os resultados entre os testes
(IDGA x ELISA) neste caso deve ser justificada
nio somente na diferenca da sensibilidade. mas
também na composicdo dos antigenos usados. O
principal componente diagnostico do teste
IDGA do kir comercial € a gp 135. enquanto o
do antigeno deste ELISA-i € a proteina p28.
Dados semelhantes foram observados por
Heckert et al. (1992) e Celer Jret al. (1998). A
diferenga de sensibilidade observada entre os
dois testes pode ser indicativa de flutuacdo da
resposta imune contra proteinas codificadas




pelos genes gag e env durante a evolugdo da
doenga (Houwers & Nauta, 1989; Hanson, et
al., 1996). Existe, portanto a necessidade para
testes sorologicos, de uma combinagio de
antigenos tanto do capsideo como do envelope
dos LVPR (Boshoff et al., 1997). Uma pequena
quantidade de sobrenadante, concentrado .50
vezes por ultrafiltragdo'’', foi testada pela IDGA,
que tinha como componente principal a proteina
gag p28, com parte dos soros utilizados (150
animais) e verificou-se 100% de especificidade
com o ELISA-i, confirmando as flutuagdes da
resposta imune citada (dados ndo publicados).

Existem, ainda, casos de animais tornarem-se
soronegativos. Perk (1999) relata um caso de
duas cabras inicialmente com alto nivel de
infecc3o  tornarem-se  soronegativas em
decorréncia dos virus, em estado de laténcia, se
encontrarem fora do alcance do sistema
imunologico, em particulas intracitoplasmaticas
tipo A nas células gliais. Casos como este foram
relatados em humanos infectados com HIV apos
tratamento com coquetel antiviral (Wong et al.,
1997).

A menor sensibilidade da IDGA a despeito da
diferenga na produgdo de anticorpos pode ser
explicada em parte pelo mecanismo de interagdo
antigeno-anticorpo. Embora 0s testes
imunoenzimdticos requeiram a ligagdo de
somente um simples epitopo para obter um
resultado positivo, a precipitagdo em gel de agar
requer interagdes multiplas antigeno-anticorpo.
Pequenas alteragbes antigénicas na gp 135
podem desta forma influenciar a sensibilidade
do teste de IDGA. Este efeito juntamente com 0
requerimento de grandes quantidades de
moléculas reagentes de antigeno e anticorpo ¢ a
causa mais comum da limitada sensibilidade do
teste de IDGA (Celer Jretal.,1998).

Chebloune et al. (1996) relatam um namero
significativo de animais infectados com
sorologia negativa (falsos negativos), mas deve
ser considerado que a resposta imune contra
LVPR apresenta variagdes individuais (Rimstad
et al 1994). Em decorréncia de uma maior
sensibilidade o ELISA-i desenvolvido mostrou-
se um teste mais viavel que a IDGA para
utilizac3o no controle desta infec¢io).

' Ultrafilters com membrana de cut-off de 10K da.
AMICON - MILLIPORE
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Em decorréncia da alta mutabilidade dos LVPR.
Pasick (1998) relata que a eficiéncia do teste de
reagdo de cadeia de polimerase (PCR) esta
intimamente dependente do primer € template
utilizados e evidencia o ELISA com antigenos
nativo e, principalmente aqueles que utilizam
proteinas recombinantes das duas regides (env
e gag), como o melhor teste para o diagnostico
destes virus. A andlise estatistica entre os
resultados da IDGA e do ELISA-i ndo mostrou
uma concordincia perfeita, fato também
observado por Celer Jr et al. (1998). Tem sido
recomendada a realizagdo de um teste inicial de
IDGA com posterior reteste dos animais
negativos utilizando o ELISA-1 e podendo-se.
ainda, associar com immunoblotting dos animais
duvidosos (Celer Jr et al.. 1998). A composi¢do
final do antigeno ¢ influenciada pelo tipo de
técnica de producdo. Uma alternativa buscando
reducdo da perda das glicoproteinas ¢ a
utilizacdo de técnicas de cromatografia
(McGrath, et al.. 1978), dentre elas, por
afinidade para purificagdo do antigeno.




3.4 - DOT-BLOT PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS CONTRA LENTIVI-
RUS DE PEQUENOS RUMINANTES,
EM CAPRINOS.

3.4.1 - Introdugido

A artrite encefalite caprina (CAE) ¢ uma
infecgdo causada por lentivirus e encontrada em
todos os continentes (Adams et al., 1984) com
alta prevaléncia nos rebanhos mais tecnificados
para a producdo leiteira (Rowe & East, 1997),
causando considerdveis perdas econdmicas para
a produgao caprina (Greenwood, 1995).

O controle da CAE baseia-se no teste sorolégico
dos animais, seguido de separag¢do ou sacrificio
dos soropositivos. associado a medidas de
manejo que visam a separagdo precoce das
crias, alimentadas artificialmente com colostro e
leite tratados termicamente ou suceddneos do
leite (EMBRAPA, 1994: Gouveia et al.. 1994).
Devido aos custos menores ¢ a praticidade, os
metodos soroldgicos sdo largamente usados na
detecgdo de anticorpos contra os lentivirus de
pequenos ruminantes (LVPR), sendo a
imunodifusio em gel de dgar (IDGA) e o
ELISA os mais usados. Estes testes podem
diferir no método de preparacdo do antigeno ou
na cepa de virus usada e desta forma no
conteudo e espectro de proteinas virais (Celer
Jr. et al., 1998).

Existe um interesse crescente no diagnostico
sorolégico dos LVPR usando técnicas rpidas,
simples ¢ de baixo custo. O Dor-Blor (DB) é um
teste atrativo para aplicagdo de rotina, em
virtude dos procedimentos permitirem a
realizacdo de dezenas de ensaios em tira de
nitrocelulose para detecgdo de anticorpos com
alta sensibilidade. Apesar destas qualidades nio
existe nenhum trabalho na’literatura referente a
utilizacdo deste teste no diagndstico dos
LVPR.

Este trabalho tem como objetivo padronizar o
teste DB para a detecgdo de anticorpos, em
caprinos. contra LVPR, utilizando antigeno
experimental preparado a partir do virus total
de forma comparativa com a IDGA utilizando
antigeno comercial e com ELISA indireto
(ELISA-1). buscando alcancar um teste com
custo compativel, para testar, com praticidade,
grande nimero de animais.
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3.4.2 - Material e métodos
Produgdo do antigeno

Na produgio de suspensdes e titulagdes do LVC
foram utilizados cultivos secundarios de células
de membrana sinovial caprina (MSC) obtida por
“explant” a partir de cabrito comprovadamente
negativo para LVPR, seguido de sub-cultivos
por tripsinizacdo das células (Abreu. 1996) em
um numero limitado a 17 passagens.

Para a produgdo da suspensdo viral, utilizou-se
amostra padrio (CAEV-Cork'?) do LVC com
titulo inicial de 10> TCIDsy/mL. Monocamadas
semiconfluentes (70 a 90% de confluéncia) de
MSC (11* passagem) cultivadas em garrafas
roller foram inoculadas. 72 a 96 horas apds
passagem com 15 mL de suspensdo viral com
200 DFS/mL diluidas em meio essencial
minimo (MEM) sem soro fetal bovino (SFB).
Apos 60 minutos adicionaram-se 135 mL de
MEM com 5% de SFB. As garrafas foram
incubadas a 37°C. em estufa. sendo observadas
dianiamente.  Coletou-se o  sobrenadante.
semanalmente, por trés vezes ou até a destruigao
de 75% da monocamada. Os sobrenadantes
coletados. bem como as garrafas na uluma
coleta foram congelados a —80°C para posterior
titulagdo e producdo do antigeno.

As suspensdoes virais foram tituladas em
microplacas, por dilui¢des decimais em MEM
sem SFB, utilizando-se oito repetigdes por
diluigdo. A cada 50uL da diluigdo viral foram
adicionados 50uL da suspensdo de células de
MSC obtidas por tripsinizagdo, contendo 3.0 x
10* células/cm® em MEM com 10% de SFB.
Foram mantidos pogos como controle positivo
(células de MSC. MEM e LVC de titulo
conhecido) e negativo (células de MSC e
MEM). As microplacas foram incubadas em
estufa a 37°C com 3% de CO- durante 14 dias
com observagido diaria do efeito citopatico
(ECP) caracteristico. e apos este periodo. foram
fixadas em metanol e coradas com cristal
violeta a 0.1%. O titulo, calculado segundo
Reed & Muench (1938), foi definido como a
reciproca da maior diluigdo que apresentou, 14
dias apos inoculagdo, sincicios em 50% dos

"2 Amostra viral gentilmente cedida pela UFRPE,
oriunda do Laboratoire Associé de Recherches sur
les Petits Ruminants — INRA — ENVL - France.
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pogos inoculados, correspondendo a uma dose
formadora de sincicio (DFS) (Castro, 1998).

Na produgdo do antigeno, os sobrenadantes das
coletas Iniciais e o conteddo das garrafas
congeladas  sofreram  dois  ciclos  de
congelamento e descongelamento e foram
clarificados por centrifugagdo a 3.300 g (4300
rpm em rotor Sorvall GSA ou AH-629) a 4°C
por 20 minutos. A suspensdo clarificada foi
precipitada com PEG-8000 a 40% até a
concentragdo final de 8%, por 18 h a 4°C. sob
lenta agitacdo, seguida de nova centrifugagio a
4°C a 12000g (8500 rpm em rotor Sorvall GSA
ou 10000 rpm rotor Sorvall SS-34) por 60 min
(Reis & Leite, 1994 ). O sedimento foi suspenso
em TNE (10,0 mM Tris-HCl, pH 7.4; 10,0 mM
NaCl; 1,0 mM EDTA) na proporgdo de 10% do
volume original da suspensio viral e foi
ultracentrifugado em colchdo de sacarose (25%
em TNE) a 42000 g (18000 rpm em rotor
Beckman SW 50.1) por 120 min a 4°C
(Houwers et al., 1982). O sedimento foi
suspenso em PBS (0,05M; 0,15M NaCl; pH 7.4)
contendo 2 x 10 M de phenyimethylsulphonyl
JSluoride (PMSF). A concentragdo de proteina
total foi determinada (Lowry et al., 1951) e o
antigeno mantido a 4°C até a realizagdo dos
€nsaios imunoenzimaticos.

Controle negativo

Um controle negativo (antigeno de cobertura
negativo) foi preparado com células de MSC e
submetidas ao mesmo processo aplicado nas
células infectadas, com o objetivo de verificar a
influéncia  das  proteinas  celulares na
especificidade do DB.

Produgido do conjugado

As IgG foram obtidas por precipitagio com
sulfato de aménio (McKinney & Parkinson,
1987). Utilizou-se a cromatografia por afinidade
em coluna de proteina’ A imobilizada em
sefarose CL-4B pelo método do brometo
cianogénico'® para purificagio das IgG. A
proteina total foi dosada (Lowry et al., 1951) e a
IgG purificada foi liofilizada. O  soro
hiperimune, foi obtido por inoculagdo de
coelhos jovens. segundo Hum & Chantler.
(1980), por via subcutanea, com 1,0 mg de I1gG
caprina emulsificada em adjuvante completo de

'* Protein A sepharose CL4B - Pharmacia Biotech.
Cat. N° 17-0780-01

Freund. Apds 30 dias, os animais receberam
mais trés aplicagdes de 1.0 mg de IgG
emulsificada em adjuvante incompleto de
Freund, intervaladas de 21 dias, quando se
verificou a titulagdo dos soros por ELISA.
Conjugou-se o soro  hiperimune com
peroxidase'® através do método do periodato
(Nakane & Kawoi, 1974).

Dot-Blot (DB)

O DB foi desenvolvido e padronizado a partir
da metodologia descrita por Stott (1989). A
membrana de nitrocelulose(MN)'® foi cortada
em pedagos de 11 x 7,5 cm. e disposta num
aparelho de blot'® de 96 pogos onde se colocou,
em cada pogo. 35uL de uma solugdo de PBS-T
(PBS Tween-20 a 0,05%) e Ag com uma
concentragio de 0.5ug de proteina/pogo.
Cortou-se em tiras contendo cada uma dois
pogos sensibilizados com antigeno. Os sitios
livres de ligacdo de proteinas por ventura
presentes foram bloqueados pela adicio do
tampio (PBS com 2% de caseina) por 60
minutos. Lavou-se a MN duas vezes com PBS-
T sob imersdo durante dois minutos, cada.
Colocaram-se as tiras de MN em tubos de
ensaio contendo soro teste diluido em PBS-T
(1:50) por 60 minutos. Lavou-se quatro vezes
sob imersio durante dois minutos cada.
Distribuiu-se o conjugado diluido 1:300 em
PBS-T. por 90 minutos. Lavou-se a MN duas
vezes com PBS-T e duas vezes com PBS. sob
imersdo durante dois minutos. cada. Revelou-se
a MN numa solugdo de DAB/4-Cloronapthtol
(solugdo A- 12 mg de Diaminobenzidine'' em
12ZmL. de PBS. solugdo B- 5mg de 4-
Chloronapthol'® adicionado a 2 mL de metanol
mais 10 mL de PBS. Misturou-se as duas
solugdes e acrescentou-se 10uL de H.O;a 30%)
por 15 minutos ao abrigo da Iuz. Quando
ocorreu desenvolvimento muito intenso durante
0s primeiros minutos, a reagdo foi bloqueada
usando agua destilada. Todas as etapas, com
excegdo da revelagdo, foram realizadas sob
agitacgio e a 37°C. Na leitura foram

¥ Peroxidase — Sigma. Cat. N°P 8375

'* Membrana de nitrocelulose SIGMA Dura-blot™,
com poro de 0.45um. Cat. N° N 9641

' Minifold™ SRC-96 Marca: Schleicher & Schuell,
INC. Keene, N.H.

'" 3.3"-Diaminobenzidine (DAB) — Sigma. Cat. N°D
5637

s 4-Cloro-1-Naphto — Sigma. Cat. N° C 8850




considerados positivos todos aqueles soros que
desenvolveram uma reagdo de cor, fraca ou
forte, enquanto o soro negativo nio desenvolveu
cor.

ELISA Indireto (Elisa-i)

Conforme determinagdes da OIE/FAO (Wright
et al., 1993) foram incluidos controles positivo,
constituido de poo! de soros fortemente
positivos na IDGA, negativo, pool de soros
comprovadamente negativos de rebanhos isento
do problema, e de conjugado (somente tampdo
de incubagdo). Os soros foram testados em
duplicata, sendo que os resultados expressos em
densidade optica (DO), foram transformados em
percentagem do resultado médio de quatro
repeticdbes com o soro controle positivo,
resultando numa escala de zero a 100.
Resultados negativos e superiores a 100 foram
considerados zero e 100%, respectivamente.

Foram utilizadas microplacas flexiveis, de
polivinil, de 96 pogos, de alta capacidade de
adsorcdo'”. A sensibilizagdo foi realizada com
100pL contendo 0.5pg de antigeno em tampao
carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) por 4
horas a 37°C ou 1 hora a 37°C e overnight sob
refrigeragdo. em camara umida. Apds a
incubacio lavou-se duas vezes com solugdo de
lavagem (solugdo salina 0,9%, 0,05% de Tween
20). Bloqueou-se com tampido (PBS, 2% de
caseina) e incubagdo a 37°C em cimara umida,
por 60 minutos, seguida de lavagem por duas
vezes. Foram distribuidos na placa, 100pL dos
soros teste, em duplicata, e dos soros padrdes
positivo e negativo (em quadruplicata), diluidos
1:50 em tampio de incubagdo (PBS, 0.23% de
caseina e 0.05% de Tween 20), onde
permaneceram por 60 minutos a 37°C, em
camara umida. Apos a lavagem (seis vezes)
distribuin-se  100pL do conjugado anti-IgG
caprina marcado com peroxidase na diluigao
otima (1:1500) em tampdo de incubagdo e
manteve-se por 60 minutos a 37°C, em cidmara
umida . Lavou-se novamente a placa por seis
vezes e as reagdes foram reveladas pela adicdo
de 100pL do substrato. uma solugdo de 0.2
mg/mL de c-phenylenediamin (OPD)*" e 0,02%
(v/v) de H20- em tampio citrato-fosfato (0,1M,
pH 5,0), por 15 minutos a temperatura ambiente

* Placas Microtest [Tl — Falcon / USA. Cat. N° 3912
¥ g-Phenylenediamine — OPD - Sigma. Cat. N° P
9029

a0 abrigo da luz. A reacdo foi paralisada com 20
pL de H,SO, (diluido 1:20). A intensidade da
cor da reagdo foi determinada por absorbancia
em espectrofotdmetro® em 492 nm de
comprimento de onda. Esta metodologia foi
padronizada previamente (experimento 3 da
tese).

IDGA

Foi utilizada a microtécnica de IDGA descrita
por Gouveia (1994) realizada em agar a 0.9%
em tampdo borato. utilizando 30 ul de
soro/antigeno (Ag) comercial, derivado de
culturas de células de membrana sinovial
infectadas pelo lentivirus ovino contendo as
proteinas: glicoproteina 135 (envoltorio viral) e
proteina estrutural p27(capsideo), com a leitura
realizada 48-72 horas apds. com luz indireta
sobre fundo escuro, sendo considerada
definitiva a ultima leitura.

Soro caprino

Na padronizagio do ponto de corte do ELISA-i
foram selecionados 56 soros de caprinos de dois
rebanhos sem raga definida, negativos para
deteccdo de anticorpos para LVC pelo IDGA,
oriundos da regido tradicionalmente
caracterizada pela criagdo extensiva. Para a
comparagdo dos testes foram utilizados
amostras do Banco de Soros do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria - UFMG (273 soros) ¢ de duas
fazendas do estado do Ceara (54 soros).

Validagdo do Dot-Blot

Realizou-se um estudo comparativo dos
resultados obtidos nos testes de IDGA, ELISA e
DB. Foram avaliados sensibilidade relativa.
especificidade relativa. valor preditivo positivo
e negativo, e eficiéncia (habilidade do um teste
identificar corretamente todos os individuos
positivos e negativos). Os resultados dos testes
foram comparados através do teste de qui-
quadrado com corregdo de Yates (32) (Tyler &
Cullor, 1989). Calculou-se. também, o indice
Kappa entre os resultados dos testes.

3.4.3- Resultados e discussio

O Ag produzido para o DB e ELISA-
apresentou uma concentragdo protéica de
2.21mg/mL. Testou-se este Ag na IDGA contra
0 soro padrio anti-MVV/CAEV ¢ o mesmo

2! Espectrofotémetro Multiskan -MS, Labsystems
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apresentou duas linhas de dificil visualizagdo o
que inviabilizou a utilizagio deste no IDGA.

A padronizagio do DB foi realizada através de
uma série de simulacdes variando a quantidade
de proteina de Ag por pogo. o blogueio, bem
como as diluicdes de soro e do conjugado. A
diluicdo do soro que apresentou melhores
resultados fol de 1:50 e a menor quantidade de
Ag que apresentou uma boa visualizagdo foi de
0,5 pg de proteina (Figura 15). A padronizacio
da diluigdo do conjugado utilizou as diluigoes
de 1:300, 1:500, 1:700 e 1:1000 frente a quatro
concentragdes de antigeno/pogo: 1,0 pg, 0.5 pg,
0.25ug e 0.125pg, e foi observado que a
diluicdo do conjugado de 1:500 apresentou
melhor resultado com menos reagoes
inespecificas do soro negativo e foi, ainda,
constatado que a concentragdo de 0,5 pg de
antigeno apresentou boa visualizagdo no soro
positivo.

Na anadlise das solugGes de bloqueio (PBS +
leite em po desnatado 3% — LPD, PBS + caseina
2% e PBS/Tween20 03%) com as MN
sensibilizadas com 0,5pg de proteina, diluicdo
do soro e comjugado de 1:50 e 1:500,
respectivamente, verificou-se que todos as trés
apresentaram bons resultados, entretanto o que
melhor as reagdes 1nespecificas do soro
negativo foi o bloqueio de caseina 2% (Figura
16).

Na Figura 17 consta o resultado da
padronizagdo do teste de DB. A MN
sensibilizada com 0,5ng de proteina do antigeno
foi bloqueada com uma solugdo de PBS/Caseina
2% e adicionados poo! de soros positivos, fraco
positivos e de soros mnegativos, testados pela
MIDGA. numa diluigdo de 1:30. Apos
acrescentou-se conjugado coelho anti-cabra
peroxidase, numa diluigdo de 1:500 e revelou-se
com DAB/4-cloronathtol.

O ELISA-i foi padronizado no sentido de se
obter diferenga maxima entre as DO de soros
negativos e positivos. Para determinagdo do
ponto de corte utilizou-se a média da
percentagem da DO de 56 soros de animais
negativos pele IDGA. oriundos de rebanhos
seguramente 1sentos do LVC, mais trés desvios
padrdes. De acordo com estes critérios chegou-
se ao resultado de 11,72%. Estes 56 soros foram
testados também pelo DB e apresentaram
resultados negativos.

Como controle negativo verificaram as reagdes
imunogénicas dos soros positivos ¢ negativos
(diluicdo de 1:50) frente a um controle celular
ndo infectado. Todos os resultados do DB,
utilizando soros positivos e negativos. foram
negativos nas varias concentragdes de proteina.
de 0,016 pg a 2,0 pg, do cultivo de celulas de
MSC, indicando que as proteinas das células da
MSC ndo influenciaram os resultados.

Verificou-se que o ELISA-i detectou 209
caprinos positivos. 0 DB detectou 200, enquanto
a IDGA detectou 144 anmimais (tabela 17).
Varios  autores  encontraram  resultados
semelhantes com relagdo ao IDGA x ELISA-i
no diagnéstico dos LVPR (Houwers et al.,
1982; Schroeder et al., 1985; Simard et al.,
1990; Heckert et al., 1992; Castro, 1998; Celer
Jretal., 1998).

Presumindo o ELISA-1 como o teste referéncia,
a comparagdo com o DB revelou concordancia
de 90,2% (p<0.001) no teste de 327 amostras de
SOro caprino.

Diante destes resultados (Tabela 19) verifica-se
que o DB € um teste com 6tima sensibilidade e
uma boa especificidade. A especificidade nao
apresentou resultados melhores aparentemente
em decorréncia de problemas na classificagio
dos verdadeiros negativos. pois considerando-se
0o grupo de ammais nativos de fazendas
tradicionais do Ceara estes foram negativos no
DB, com 100% de concordancia entre os testes.
Segundo a classificagido do indice Kappa
(Thrusfield, 1995) o DB  apresentou uma
excelente concordancia com o ELISA-i (Kappa
>0,8).

A eficiéncia de programas de controle dos
LVPR  depende da  sensibilidade e
especificidade do teste diagndstico. da
freqiiéncia de sua utilizagdo em animais de um
determinado rebanho e no manejo utilizado
neste mesmo rebanho. Nos programas de
controle ou erradicagdo. testes com maior
sensibilidade e especificidade  devem ser
utilizados quando ocorrer uma reducgdo
substancial dos animais soropositivos. testados
pelo teste de IDGA. e quando a taxa de
soroconversao no rebanho. apesar de baixa. €
mantida (Embrapa. 1996a).

O teste soroldgico inicialmente utilizado no
diagnostico de LVPR (Crawford & Adams.
1981) e ainda largamente utilizado, € a IDGA




(Knowles, 1997). Este teste € o recomendado
pela Organizagdo Internacional de Epizootias
para o diagnostico sorolégico de infecgdo por
LVPR para comercializagdo internacional de
pequenos ruminantes (OIE, 1996) e ¢ utilizado
em programas de controle e erradicagdo da
infecgdo (Gouveia et al., 1994; Knowles, 1997).
A IDGA apresenta reagdo antigénica cruzada
entre isolados de LVC e LVO envolvendo todas
as principais proteinas e glicoproteinas virais.
Tanto os soros caprinos com anticorpos contra
CAEV precipitam todas as proteinas do MVYV,
COmMO 0S SOros Ovinos com anticorpos contra
MVV  precipitam as proteinas do CAEV
(Gogolewski et al., 1985). Devido a esta reagdo
cruzada e por estar mais disponivel no mercado,
em decorréncia de uma maior produgdo (Cutlip
et al., 1977), o antigeno aplicado neste trabalho
foi produzido com LVO e contém as principais
proteinas do gene env e gag, a glicoproteina
gpl35 e a core proteina p28, com oS respectivos
soros padrfes, 0 Que promove uma maior
sensibilidade. Convém salientar, que se o
antigeno fosse produzido com LVC a
sensibilidade do teste seria provavelmente
maior em até 35% devido ao uso de antigeno
homologo (Knowles et al.,1994).

A importincia da escolha de um antigeno
influencia marcadamente os resultados da
IDGA no diagnostico das enfermidades
causadas pelos LVPR. A utilizacdo de um
antigeno com as duas proteinas (gp 135 e p28)
aumentam a sensibilidade. Comparando pela
IDGA dois antigenos da CAEV produzidos com
as proteinas gpl35 e p28. Adams & Gorham
(1986) wverificaram que o antigeno gpl35
detectava um maior numero de animais
positivos que o antigeno p28, entretanto
existiam animais que apresentavam somente
anticorpos contra a p28. Com o objetivo de
observarem como a expressdo de anticorpos
varia durante o tempo em caprinos soropositivos
Hanson et al. (1996), utilizando a IDGA para
detectar anticorpos para os antigenos gpl35 e
P28 do lentivirus MVV, verificaram que a
expressdo de anticorpos para CAEV variou ao
longo do tempo, mostrando que reagoes
soropositivas e soronegativas podem ocorrer
intermitentemente.  Baseado nestes  fatos
ressalta-se a necessidade da utilizagdo conjunta
das proteinas nos antigenos para aumentar a
sensibilidade da prova.

Parte da validagdo de um novo teste sorologico
deve incluir a sensibilidade e especificidade. O
ideal seria realizar comparagdo dos resultados
do novo teste com o verdadeiro starus de
infec¢do do animal, definido por algum sistema
de teste biologicamente independente (nao
soroldgico). Infelizmente o status de infecgdo
do animal € raramente conhecido, especialmente
na CAE em virtude da patogenia da
enfermidade (Heckert et al.. 1992). Knowles
(1997) sugere a imunoprecipitagio ou
immunoblorting como referéncia para a
comparagdo dos testes e critério independente e
seguro de classificacdo da populagdo de
verdadeiros positivos e verdadeiros negativos.
Entretanto, no caso do immunoblotting pode
ocorrer desnaturagdo de proteinas virais com
alteracdo dos epitopos, principalmente nas
glicoproteinas, durante a eletroforese (SDS-
PAGE) verificada no LVC (Zanoni et al., 1989.
Johnson et al. 1983) e/fou durante a
transferéncia das protelnas do gel de
poliacrilamida para membrana de nitrocelulose
(Johnson et al. 1983), o que reduz a
sensibilidade deste teste. A imunoprecipita¢do €
um teste muito caro, laborioso e quase
impraticdvel para a realizagdo de grande
quantidade de testes. Em decorréncia destes
fatores utilizou-se, neste trabalho a sensibilidade
e especificidade com base nos resultados dos
proprios testes.

O antigeno produzido utilizou o virus total ¢ foi
usado tanto para o ELISA como para o DB e a
sua concentracdo foi. compativel com a
observada por Castro (1998). Zanoni el al.
(1989) relataram que 'a utilizagdo do virus
completo como fonte de proteinas antigénicas
apresenta vantagens em reduzir resultados falso-
positivos. Entretanto trabalhos com a jungdo de
duas ou mais proteinas principalmente de
regides deferentes do virus podem aumentam
muito a sensibilidade do teste. Este antigeno
quando testado no IDGA contra o soro padrdo
anti-MVV/CAEV* verificou-se a presenca de
duas linhas de dificil visualizagdo o que
inviabilizou a utilizagdo deste na IDGA.
Observacido semelhante foi constatada por
Abreu (1996) com o antigeno precipitado por
PEG através de metodologia semelhante.
Provavelmente durante a purificacdo as
proteinas podem alterar a conformacdo
necessaria no teste de IDGA. Entretanto. Castro
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(1998) verificou a presenga de duas fortes linhas
de precipitagio.

Testou-se no ELISA os reagentes do kit
comercial e verificou-se que o soro reagente do
Kit, abundante em anticorpos contra a gpl33,
ficou abaixo do ponto de corte enquanto o soro
positivo, rico em gp 135 e p 28 foi altameénte
positivo. Baseado nisto pode-se inferir que o
ELISA-1, apesar de ser produzido com o virus
total provavelmente ndo possui quantidade de
glicoproteina 135 suficiente para a sua detecgio.
O principal componente do antigeno deste
ELISA ¢ a proteina p28. Corroborando com este
achado, Celer Jr. et al. (1998) verificaram, por
immunoblotting, que a proteina gpl33 s6 foi
evidente em soros extremamente positivos e que
o0 antigeno utilizado no ELISA produzido tinha
como principal componente a p28.

Em virtude da similaridade antigénica entre os
LVPR. explicada pela seqiiéncia de
nucleotideos conservada da regido gag, que
codifica os determinantes antigénicos grupo-
especifico da p28 (Robserson et al, 1982),
existem variagdes nucleotidicas que podem
influenciar os resultados de testes soroldgicos.
A sensibilidade ¢ a confianca dos testes
sorologicos ndo dependem somente do tipo de
teste utilizado, mas pode ser influenciado pelo
metodo de preparagio do antigeno utilizado no
diagnostico, na escolha da cepa viral, e dos
componentes virais do antigeno mais relevantes
imunologicamente (Celer Jr. et al., 1998). Na
analise de dados de soroprevaléncia, além
destes fatores, deve-se levar em conta que
existem animais que mesmo infectados ndo
podem ser diagnosticados sorologicamente em
decorréncia da soroconversdo tardia, variagdo
no titulos de anticorpos para LVPR durante a
vida do animal (Hanson et al., 1996)
heterogeneidade genética das cepas virais
(Rosati et al.. 1995) e laténcia soroldgica (Perk,
1999).

O DB utilizando o virus completo da amostra
CAEV Cork foi superior ao teste IDGA e
semelhante ao ELISA-i. O  protocolo
desenvolvido apresentou boa resolugio e reagido
inespecifica baixa além de um bom rendimento;
utilizou-se somente 0.5pg de antigeno e uma
diluigdo de 1:500 de conjugado. Com relagdo a
deteccdo direta do virus o isolamento viral é
caro. demorado e trabalhoso (Knowles, 1997). a
hibridizagio in situ € de uso limitado (Brodie et
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al., 1995) e em decorréncia da alta mutabilidade
dos LVPR, Pasick (1998) relata que a eficiéncia
do teste de reagdo de cadeia de polimerase
(PCR) esta intimamente dependente do primer
template utilizados, enquanto Wagter et al.
(1998) relataram que a quantidade de amostra
(sanguinea) pode influenciar a sensibilidade do
PCR. Portanto o DB ¢ um teste mais vidvel que
a IDGA e o ELISA indireto para utilizagdo no
controle desta infecg¢do, pois além de ser mais
sensivel que a IDGA, ndo necessita da
indumentaria tecnoldgica do ELISA. E,
também, mais barato, mais rapido e
conseqiientemente mais pratico, podendo ser
utilizado em eventos (exposigdes, leildes, etc)
ou até mesmo no campo.



3.5 - PURIFICACAO DE ANTIGENO
DO LENTIVIRUS CAPRINO POR
COLUNA DE AFINIDADE.

3.5.1 - Introducdo

A artnite encefalite caprina viral ¢ uma
persistente, progressiva e debilitante
enfermidade de caprinos causada por lentivirus,
existindo varias cepas diferindo na viruléncia e
antigenicidade (McGuire, 1990). Os lentivirus
de pequenos ruminantes (LVPR) sdo virus nao
oncogénicos constituidos pelos genes gag, pol e
env e com trés pequenas open reading frames
(tat, rev e vif). Possuem envelope externo
fosfolipidico composto pelos produtos do gene
env, glicoproteinas de superficie e
transmembrdnica. A parte interna é formada
pelos produtos dos genes gag e pol, as proteinas
do capsideo, do nucleocapsideo e da matriz e
pelas enzimas integrase, protease € transcriptase
reversa, e por duas fitas de RNA idénticas e ndo
complementares (Gonda. 1994; Murphy et al.,
1995).

No processo de purificagdo das proteinas dos
lentivirus para produgido de antigenos ocorrem
perdas principalmente das glicoproteinas por
serem relativamente instaveis (Rimstad et al.,
1994), prncipalmente na passagem pelo
colchdo de sacarose. onde podem haver perdas
de até 50% destas proteinas virais (McGrath et
al., 1978). Para minimizar estas perdas, e pela
relativa simplicidade com que proporciona a
separagdo. identificacio e  quantificagdo
bioquimica. optou-se pela utilizagdo de
cromatografia em coluna de afinidade. que
consiste em um método fisico-quimico de
separacdo dos componentes de uma mistura
obtida através da distribui¢do dos mesmos em
duas fases, uma permanente estacionaria. outra
movel, as quais estio em contato intimo.
Durante a passagem da fase movel através da
estacionania 0s componentes da mistura sdo
distribuidos entre as duas fases. de tal forma que
cada um ¢ seleuvamente retido pela fase
estacionaria.  resultando em  migragdes
diferenciais destes componentes (Dean et al.,
1985).

A cromatografia por afinidade ocupa lugar de
destaque por proporcionar a purificagio de
biomoléculas fundamentado nas estruturas
quimicas ou nas propriedades biologicas

individuais das espécies que interagem. O
principio do método € instituido no isolamento
seletivo de macromoléculas biologicas. pelo uso
das propriedades dessas substincias de unirem-
se reversivelmente a ligantes especificos. A
técnica envolve a preparagdo da fase
estacionana seletiva, por imobilizagdo covalente
de ligantes especificos 4 matriz ou suporte
solido. A amostra € aplicada a coluna contendo
o ligante especifico da amostra ligado ao
suporte solido. As moléculas que ndo possuem
consideravel afinidade pelo ligante passam pela
coluna sem serem ligadas, enquanto que as
macromoléculas capazes de unirem-se a este 530
retidas. A coluna ou matriz ¢ equilibrada e
eluida em tampao, sendo que nesta condicdo sdo
praticamente eliminadas todas as substincias
que ndo foram ligadas por afinidade ao conjunto
ligante-matriz. alem daquelas que apresentam
afinidade. mas excedem 4 capacidade de
retengdo da coluna. A eluigdo da substincia do
ligante é realizada por modificagdes de pH e/ou
forca idnica, ou ainda pela adigdo de uma
substincia que tenha maior afinidade pelo
ligante (Dean et al., 1985; Collins et al., 1993).

Este trabalho teve como objetivo purificar as
proteinas do CAEV através de coluna de
bioafinidade.

3.5.2- Material e métodos

Soros utilizados na montagem da coluna de
afinidade

No preparo da coluna de afinidade utilizou-se
um pool de soros de caprinos de alguns estados
brasileiros (CE. MG e RJ), positivos ao teste de
imunodifusio em gel de agar (IDGA) frente a
antigeno comercial” derivado de culturas de
células de membrana sinovial infectadas pelo
lentivirus ovino contendo glicoproteina gpl33
(envoltério wviral) e proteina estrutural
p27(capsideo). € poo! de lotes de soro reagente
integrante do kir comercial’. com anticorpos
anti-gpl135 . totalizando 71 mL com a seguinte
proporgao de mistura:

9 mL de soro reagente do kir comercial.
Pool de =

S0ros 27 mL de soro caprino positive do
utilizados (Ceara

na ) N
coluna 43 mL de soro caprino positivo do

Banco de Soro da UFMG (MG e RJ).




Precipitagdo da IgG

A precipitagdo da IgG foi obtida pela adigdo,
por gotejamento, da mesma quantidade (71
mL) de solugdo saturada de sulfato de aménio,
sob agitagdo constante e refrigeracdo (banho de
gelo). Apos agitagdo. overnight, a 4°C,
centrifugou-se por 45 minutos a 3000 rpm (
2100g ) e desprezou-se o sobrenadante. O
precipitado foi suspenso em 50 mL de PBS
(0,05M; 0,15M NaCl; pH 7.4) e dialisado™ em
PBS diluido 10 vezes por 48 horas com seis
trocas do PBS. Na ultima troca da didlise,
overnight, utilizou-se PBS nio diluido.

Purificagdo da IgG

A coluna foi preparada tendo como fase
estacionaria, proteina A imobilizada em
sefarose CL-4B pelo método do brometo
cianogénico™. A solugdo com IgG precipitada
foi fracionada em volumes iguais (13 mL), e na
passagem de cada fragdo realizou-se o seguinte
protocolo: lavou-se a coluna com PBS por 60
minutos, acompanhando com leituras no
espectrofotometro (comprimento de onda de
280 nm) até zerar a densidade otica (DO) do
filtrado: aplicou-se a fragdo (13 mL) e por duas
vezes reciclou-se o material coletado com um
fluxo de aproximadamente 20 mL/hora; lavou-
se a coluna com PBS até a densidade otica do
filtrado (comprimento de onda de 280 nm) ser
semelhante a DO do PBS; aplicou-se glicina-
HCI (0.1M; pH 2,8: 0,15 M de NaCl) e colheu-
se o pico em frascos separados com
aproximadamente 4 mL. Com o objetivo de
retirar a glicina e elevar o pH para proximo a
neutralidade, dialisou-se overnighr o pico da
glicina contra PBS diluido 10X. Repetiu-se este
protocolo com as outras quatro fragdes. Dosou-
se a proteina total (Lowry et al, 1951) antes
(13,98 mg/mL ) e apds (0.46 mg/mL) a
purificacdo da IgG. Determinou-se o perfil
eletroforetico da IgG antes’e apos a purificagio,
onde verificou-se a proteina purificada com um
peso molecular aproximado de 200 kDa. Em
seguida, liofilizou-se a solugdo  final
(aproximadamente 67 mL) .

* Membrana de dialise com cut-off de 10 kDa
Dialysing tubing 3787-D10 Thomas Scientific, USA.
* Protein A sepharose CL-4B - Pharmacia Biotech.
Cat. N° 17-0780-01
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Montagem da coluna de afinidade IgG caprina

Foram utilizados 13.3 mL de IgG purificada
com 2,29mg/mL totalizando 30,23 mg de
proteina e lg de sefarose CL-4B ativado com
brometo cianogénico™. O pé seco (lg de
sefarose 4B) foi inchado em .200 mL de HCI
ImM. divididos em 5 porgoes. Colocou-se 40
mL de volume de HCI 1 mM num tubo Falcon e
centrifugou-se a 3000 RPM (2100g) por 5
minutos a 4°C. Retirou-se o sobrenadante
mantendo-se sempre um pouco de HCI para
evitar que o gel fosse retirado. Foi completado
0s 40 mL com mais HCI lmM e centrifugou-se
novamente. O processo foi repetido por cinco
vezes. Foram realizadas mais duas lavagens
(centrifugagdo a 3000 RPM (2100g por 5
minutos a 4°C) com tampdo de ligagdo
(NaHCOs; 0.IM. pH 83 com 0.5M NaCl).
Deixou-se uma pequena quantidade de tampdo ¢
rapidamente adicionou-se o ligante (30,23 mg
de IgG purificada de soros positivos). Agitou-se
lentamente, por inversdo, durante 2 horas a
temperatura ambiente e overnight a 4°C,
centrifugou-se (2100 g por 5 minutos a 4°C)
recolhendo-se o sobrenadante para dosagem de
proteina.  Bloqueou-se o0s  grupos  que
permaneciam ativos com glicina (0,2 M, pH 8.0
com 0,5 M de NaCl), sob agitagdo por inversio.
Centrifugou-se, novamente, & retirou-se o
sobrenadante com glicina. Lavou-se o gel
elevando (tampio carbonato 0.1M pH 8.3 com
0.5 M de NaCl) e baixando (tampdo acetato
0.IM pH 40 com 05M de NaCl)
alternadamente o pH (cinco vezes cada). Por
final lavou-se duas vezes com 20 mL de PBS e
colocaram-se aproximadamenteé 25 mL de PBS
¢ 100uL de azida sodica e guardou-se a coluna
em refrigeragdo (2-8°C).

Purificagcdo do antigeno

A coluna de afinidade foi testada com a
purificagdo do antigeno lote 1 (Agll) obtido
por concentragdo do sobrenadante de
subcultivos (nona passagem) de células de
membrana sinovial caprina (MSC) infectadas
com 200 doses formadoras de sincicio
(DFS/mL) do lentivirus caprino (LVC) padrio
(amostra americana CAEV-Cork com titulo
10> TCIDsy/mL) concentrado 30 vezes pelo

% Sepharose 4B ativada por brometo cianogénico -
Sigma. Cat. N°C 9142




sistema de ultrafiltracio AMICON?®, e testado
na MIDGA conforme descrito por Gouveia
(1994).

A coluna inicialmente foi lavada com PBS por
centrifugacdo (2100g por 5 min. a 4°C) por duas
vezes. Diluiu-se 2,5 mL do AglL1 em 2,5 mL de
PBS e colocou-se na coluna sob agitagdo,
durante 120 minutos a temperatura ambiente e
depois sob refrigeragdo overnight. Lavou-se
bem a coluna com PBS e verificou-se pela DO
(280 nm) até zerar. Passou-se glicina (0,1M; pH
2.8 com 0,15 M de NaCl), para liberar as
proteinas ligadas as IgG, e colheu-se 12 tubos
cada um com aproximadamente 4 mL. Lavou-se
a coluna, deixando passar aproximadamente 100
mL de PBS. Foi feita a leitura da DO (280 nm)
dos tubos e coletou-se o pico.

Eletroforese (SDS-PAGE) e Immunoblotting

O antigeno comercial, Agll e o antigeno
purificado pela coluna de afinidade (AgL,CA)
foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e immunoblotting.
O perfil eletroforético foi determinado nas
amostras de antigeno diluidas em tampdo de
amostra (SDS 10%; glicerol 20%; azul de
bromofenol 0.2%; 0.5M Tris-HCIL, pH 6,8)
aquecendo a mistura a 100°C por 3 minutos,
seguido pela SDS-PAGE utilizando mini-gel™’
com 10% de gel de separagdo e 4% de gel de
concentragido. acompanhando com padrdo
broad-range (10 — 200 kDa)*® (Laemmli, 1970).
As proteinas do gel foram coradas usando azul
de Comassie segundo Harlon & Lane (1938).

No immunoblotting as proteinas do antigeno
inicialmente foram separadas por SDS-PAGE
conforme protocolo relatado anteriormente e
transferidas do gel para membrana de
nitrocelulose® (MN) através do trans-blot®” por
60 minutos a 100 volts e 350 mA (Towbin et al..
1979). Apos a transferéncia para MN as
proteinas foram bloqueadas com solugdo de
bloqueio (PBS Tween 0.3%) por 60 minutos e
lavadas com solugdo de lavagem (PBS Tween

%% Ultrafilters com membrana de cut-off de 10Kda —
AMICON MILLIPORE

" Mini-Protean II Cell® - Bio-Rad

% Broad-range 10-200kDa Protein Ladder — Gibco.
Cat N° 10064-012

¥ Membrana de nitrocelulose Dura-blot™, com poro
de 0,45um — Sigma. Cat. N° N 9641

* Trans-blot ® - Bio-Rad

0.05%) por trés vezes, cinco minutos cada. O
soro positivo do kir comercial foi diluido (1:50)
e aplicado por 90 minutos. Apds o processo de
lavagem citado anteriormente foi colocado
conjugado coelho anti-cabra peroxidase diluido
(1:1500) em PBS. por 60 minutos. A MN foi
novamente lavada com PBS Tween 0,05% por
trés vezes. cinco minutos, cada e com PBS. duas
vezes, cinco minutos cada. Revelou-se a MN
numa solu¢ido de DAB/4-Cloronapthtol (solucdo
4- 12 mg de Diaminobenzidine® em 12mL de
PBS, solugdo B- Smg de 4-Chloronapthol*
adicionado a 2 mL de metanol mais 10 mL de
PBS. Misturou-se as duas solugdes e
acrescentou 10puL de H.O; a 30%) por 10 a 15
minutos ao abrigo da luz. Todas as etapas. com
excegdo da revelagdo, foram realizadas sob
agitacdo. No final. a MN foi lavada com agua
destilada e secada em papel de filtro.

Ensaio imuncenzimatico (ELISA)

Foi realizado um ensaio de ELISA com o
antigeno purificado pela coluna de afinidade.
Microplaca flexivel Falcon® de 96 pogos foi
sensibilizada overnight com 200ng/poco de
proteina purificada. . Os sitios livres de ligagdo
de proteinas por ventura presentes foram
bloqueados pela adigdo do tampdo (PBS, 2% de
caseina) e incubacdo a 37°C em cimara umida,
por 60 minutos, seguida de lavagem por duas
vezes. Foram distribuidos. 100uL do soro teste
(soro positivo do kit comercial) em diluigdo
seriada em tampdo de incubagdo (PBS, 0.25%
de caseina e 0.05% de Tween 20). e incubou-se
a placa por 60 minutos a 37°C, em camara
umida. Apdés a lavagem (seis vezes)
distribuiram-se 100uL do conjugado (IgG de
coelho anti-IgG caprina marcade com
peroxidase) na diluicdo oOtima (1:1500) em
tampdo de incubagdo e manteve-se por 60
minutos a 37°C, em camara umida. Lavou-se
novamente a placa por seis vezes € as reagoes
foram reveladas pela adigdo de 100pL do
substrato, uma solugdo de 0.2 mg/mL de o
phenylenediamine™ (OPD) e 0.02% de H.O, em
tampdo citrato-fosfato (0,1M, pH 3.0). por 15
minutos 4 temperatura ambiente ao abrigo da

31 3 3-Diaminobenzidine (DAB) — Sigma. Cat. N°D
5637

3 4.Cloro-1-Naphto — Sigma. Cat. N°C 8890

3 Phenylenediamine — OPD — Sigma. Cat. N°P
9029
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luz. A reacdo foi inibida por adi¢do de 20 pL de
H,S0, (diluido 1:20). A intensidade da cor da
reacdo foi determinada por absorbincia em
espectrofotdmetro™ em 492nm de comprimento
de onda.

3.5.3- Resultados e discussido

Na montagem da coluna foram utilizados
soropositivos tanto de origem ovina (soro
positivo comercial), como soropositivos de
caprinos de regides diferentes: Nordeste (Ceard)
e Sudeste (Minas Gerais e Rio de Janeiro). Com
isto, aumentou a diversidade de anticorpos da
coluna de afinidade frente aos LVPR. A
quantidade de IgG ligada na coluna foi de 20,48
mg (67,75% de ligagdo), calculada pelo total de
IgG inicial (30,23 mg) subtraindo-se a que se
encontrava no sobrenadante (9,75 mg).

Na MIDGA do AgL1 observou-se linha nitida
de precipitagdo na presenga de pool de soro
positivo pelo MIDGA e soro positivo do kit
comercial (Figura 18). O mesmo antigeno
concentrado 150 vezes foi testado frente ao
soro positivo do ki comercial, onde pode-se
verificar a presenga de duas linhas de
precipitacdo referentes as proteinas p28 e a
gpl35 (Figura 19).

Apos a passagem do AgL1 pela coluna coletou-
se um primeiro pico (figura 20). O processo foi
repetido novamente com o material que sobrou
da primeira passagem (pico 2) e o0s picos
colhidos, que totalizaram aproximadamente 13
mL. foram dialisados contra dgua milli-Q com
trés trocas de duas em duas horas e a ultima
overnight.  Apds a  didlise  restaram
aproximadamente 14 mL que foram liofilizados
e resuspensos em 1 mL. sendo dosada a proteina
total (Lowry, 1951) que apresentou 430ug/mL.

Na eletroforese SDS-PAGE e immunoblotting
foram utilizadas as seguintes quantidades de
proteina de antigeno:

* Espectrofotémetro Multiskan -MS, Labsystems.
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Canaleta Volume Quantidade de

proteina aplicada

1 Padrio 5,0 uL 10,3 ug
2 AgKit 8.0 uL 12.2 pg
3 Agl, 5.0 ul 11,4 pg
4 AgL,CA 250ulL 10.0ug

No immunoblotting utilizaram-se as mesmas
quantidades acrescidas do controle negativo
(10,0 pg de proteina/canaleta).

Na eletroforese verificou-se que no antigeno
comercial (AgK) e no antigeno concentrado lote
1 (Agl,), a banda mais visivel foi a de peso
molecular (PM) aproximado de 67kDa
correspondente a albumina oriunda,
provavelmente, do soro fetal bovino utilizado
no meio de cultura. No Agl,CA verificou-se
quatro  proteinas purificadas de PM
aproximados: 80kDa, 70kDa, 55kDa e 27kDa
(Figura 21).

No immunoblorting verificou-se que todos os
Ags apresentaram uma banda de
aproximadamente 27 kDa sendo que no
AglCA ela foi mais intensa (figura 21). No
Agl,CA e Agl, constatou-se outra banda de
PM aproximado de 48 kDa. entretanto sendo
bem mais forte no Agl)CA. Segundo Kwang &
Cutip (1992) a glicoproteina transmembréanica
(gp44) e a proteina do capsideo (p27) sdo os
principais  determinantes antigénicos  dos
lentivirus ovinos. o que corrobora com o0s
achados neste trabalho. No Agl, observou-se
também uma banda com 70 kDa. E interessante
destacar que foi verificada a presenca da
glicoproteina com PM variando de 140 a 145
kDa em todos os antigenos. Nos Agl, e
AgL,CA verificou-se, ainda, uma banda de PM
de 19kDa. Comparando as bandas observadas
por SDS-PAGE com as por immunoblotting,
pode-se wverificar que nos AgKir e Agll
somente a p28 apareceu nitidamente, no AgCA
das quatro proteinas da eletroforese somente a
proteina p28 imunoreagiu.

Torfason et al. (1992) numa revisio sobre
polipeptidios em lentivirus ovino relataram que
muitos trabalhos tem sido realizados para
determinar o namero de polipeptidios,
nomenclatura em termos de peso molecular e
glicosilagdo dos polipeptidios. Salientam, ainda,




que o numero de polipeptidios reportados para o
virus Maedi-Visna maduro varia de 10 a 25.
Neste trabalho descreve-se que os trés gag
polipeptidios dos lentivirus ovinos sio pl4. pl6
(que pode ser designado como pl5 ou pl6), e a
principal proteina nuclear p25 (designada como
P25, p26, p27, p28 e p30). A banda de 35kDa ¢
um precursor (Pr35), que de acordo com Sonigo
et al. (1985) pode ser a gp39. A existéncia da
gp44 (reportada como 44kD, 45kD ou 46kD) €
bem documentada (Haase & Baringer, 1974,
Cheevers & McGuire, 1988). Tem sido
relatadas a p50 ou gp5l, tanto quanto o
precursor Pr35 #%. A 70kDa tem sido reportado
uma glicoproteina (gp70) como também um
mondmero da transcriptase reversa. A p80 € a
gp90 (reportada como gp92) foram descritas
(Hasse & Baringe, 1974; Cheevers et al,
1988a). Um polipeptideo fosforilado (gp90)
pode possivelmente ser parte da transcriptase
reversa. Relatam-se, também, a gpl05 e a gpl35
(descrita como gpll5, gpl40 ou gpl4s).
Finalmente existem os precursores: Pr150 %7
(ou Pr175%€%Y e o gPr150 €7 (ou gPrl7s ¢
7Yy Com o lentivirus caprino (LVC) os relatos
sao semelhantes. A tabela 1 apresenta as
proteinas e glicoproteinas e seus precursores
identificados por imunoprecipitagdo ou
immunoblotting neste e em outros trabalhos
realizados com o lentivirus caprino.

As proteinas do LVC (CAEV Cork)
encontradas neste trabalho, na SDS-PAGE e
immunoblorting, foram relatadas na literatura,
com excegdo da de 80kDa, a qual pode ser
oriunda de uma desnaturagdo da gpl335 ocorrida
na SDS-PAGE na qual existe uma desnaturagdo
diferencial do antigeno principalmente com as
proteinas de alto peso molecular (Johnson et al.,
1983). Torfason et al. (1992) relatam que alguns
antigenos, especialmente as glicoproteinas. so
sensiveis ao tratamento sofrido na purificagdo.
Relatam, também, que no inicio dos testes
immunoblotting ¢ ELISA comerciais para o
diagnostico do lentivirus humano (HIV) os
glicopolipeptideos eram pobremente
expressados, provavelmente devido a perda
destes durante a preparagdo. Ozyoruk et al
(2001) wverificaram no immunoblotting que
anticorpos ~ monoclonais  reagiram  com
glicoproteina de superficie do virus CAEV-63
seguidos de desnaturagdo somente na auséncia
de agente redutor, indicando que as pontes

disulfeto intramolecular foram essenciais para a
integridade do epitopo.

Trés das quatro proteinas componentes do
AgLI1CA verificadas através do immunoblotting
- glicoproteina de superficie (gpl43).
glicoproteina  transmembranica  (gp48) e
proteina do capsideo (p27) - sdo consideradas
como  as que apresentam  melhor
antigenicidade, sendo sistematicamente
utilizadas nos testes sorologicos para detecgédo
de anticorpos contra os LVPR. seja no IDGA
(Adams et al., 1985, Adams & Gorham, 1986;
Knowles et al., 1994), como, também, no
ELISA (Schroeder et al., 1985; Heckert. et al.,
1992; Kwang & Cutlip, 1992: Rosati et al.
1995). Portanto, o uso da cromatografia de
bioafinidade € uma alternativa vidvel.
principalmente quando necessita-se de antigeno
altamente purificado.

Recentemente, a cromatografia de afinidade
(CA) vem sendo utilizadas no estudo dos
LVPR. Berger et al. (2001) estudando a fungdo
de integrase no CAEV. MVV e HIV-I
produziram proteinas quimeras a integrase,
expressados em Escherichia coli, purificadas
em CA., enquanto Ozyoruk et al. (2001)
construiu uma CA com anticorpos monoclonais
e purificou a glicoproteina de superficie (gp
135) do CAEV cepa 63 para verficar o
potencial de aplicagdo de quatro diferentes
anticorpos monoclonais para 0 uso em ensaios
Imunoenzimaticos.

No ELISA indireto utilizando o AgL,CA
observou-se que a dilui¢do do soro de 1:200 ¢
200ng de antigeno apresentou uma diferenca.
enre as DO do pool/ de soros positivos e
negativos, de aproximadamente 0.5. QUE
viabiliza o desenvolvimento deste teste. Diante
dos resultados verificou-se que o uso da
cromatografia de afinidade ¢ uma alternativa
viavel. principalmente quando necessita-se de
antigeno altamente purificado.
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4. CONSIDERACOES GERAIS E
PERSPECTIVAS

A partir dos anos 70, importagdes de caprinos
de racas leiteiras exdticas, procedentes de
distintos paises da Europa e Ameérica do Norte
buscaram a introdugdo de potencial genético
leiteiro em animais puros ou de seus
cruzamentos com mesticos de ragas nativas
brasileiras (Assis. 1994). Esta atividade vem se
desenvolvendo rapidamente tornando-se cada
vez mais importante na gera¢io de recursos
nacionais. Segundo Silva (1996), o Brasil conta
com uma produgdo de leite de cabra de
aproximadamente 4,5 mil toneladas/ano
destacando-se a regido Sudeste como maior
produtora (65%) seguida pelas Regides
Nordeste (26%), Centro-Oeste (6%) e Sul (3%).
Com a importagdo destes animais de raca
leiteira, sem adequados critérios sanitarios,
ocorreu a efetiva introdugdo de agentes
infecciosos no Brasil com consegiiente
dispersdo de doengas infecciosas entre os
rebanhos e elevagdo dos gastos com
medicamentos ¢ adogdo de medidas terapéuticas
e de controle (Assis, 1994).

Considerando-se a realidade socio-econdmica e
o0 tipo de exploragdo zootécnica predominante
no Nordeste brasileiro, a presenga do LVPR nos
animais leiteiros representa grande risco de
disseminagdo do agente para os rebanhos SRD e
nativo. Com o levantamento da CAE no estado
do Ceard pode-se constatar que os rebanhos
nativo/SRD  estdo praticamente isentos do
problema e¢ mesmo em regides de produgio
leiteira no interior do estado (regido
metropolitana de Sobral e Quixadd) apresentam
baixo indice da infecgdo, sendo o principal
problema a regido metropolitana de Fortaleza,
onde localiza-se 0 maior namero de rebanhos
leiteiros do estado.

A ocorréncia da CAE no. Centro Nacional de
Pesquisa de Caprinos (CNPC) - EMBRAPA,
em graus diversos, motivou a elaboragio e
implantacio, a partir de 1994, com o apoio de
DMVP-EV-UFMG, do programa de controle da
CAEV (PCAEV), onde os diversos campos
experimentais com caracteristicas
epidemiologicas distintas (variando de negativo
a com alta prevaléncia de CAE) e com
movimentagdo de animais entre si, que refletem
a situagdo encontrada nos planteis nacionais
onde ocomre a movimentagdo freqiiente de
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animais entre propriedades positivas e
negativas. O objetivo do PCAEV foi controlar
no rebanho caprino e monitorar no rebanho
ovino as lentiviroses de pequenos ruminantes
(LVPR) através da eliminagio da doenca
clinica, redugio do namero de animais
infectados, obten¢do de animais soronegativos
para reposicdo do plantel e controle da infecgio
do plantel, através de rigorosa vigilincia
epidemiologica. As medidas de controle
basearam-se no bloqueio da transmissio do
virus a partir de animais infectados
considerando as principais vias de infec¢do
(colostro, leite e sangue periférico) € que a
transmissdo horizontal também pode ocorrer.
Procurou-se, inicialmente, minimizar o contato
entre  animais adultos  soropositivos e
soronegativos, que foram separados, uma vez
que o virus € pouco resistente no meio
ambiente, Na primeira fase o monitoramento
sorologico semestral, através do IDGA.
associado a medidas de controle buscou
possibilitar a obtengdo de animais soronegativos
e com desenvolvimento ponderal adequado para
gradativa  reposicdo  do  plantel  base
(EMBRAPA, 1994) . Numa segunda fase o
monitoramento soroldogico foi alterado de
acordo com o comprometimento dos rebanhos,
variando de 4 a 12 meses o intervalo entre
coletas. No levantamento inicial verificou-se
uma prevaléncia meédia no rebanho caprino de
14,3%. Com a implantagio das medidas de
controle verificou-se na segunda sorologia uma
taxa de 4,9%, na terceira 4.4%. na quarta 2.7%
e na quinta 1.4%. sendo os novos casos
descartados. Diante deste resultado constatou-se
que as medidas sanitirias surtiram bom efeito,
entretanto apesar da redugdo gradual, verificou-
se uma tendéncia de estabilizagdo das taxas em
patamares baixos indicando a presenca de
falsos-negativos que o IDGA ndo consegue
detectar (EMBRAPA. 1996a). A IDGA nio é
muito sensivel e gasta-se muito tempo para sua
realizagdo,  principalmente  em  grandes
quantidades de amostras (Schroeder et al.
1985). A deteccdo de animais com anticorpos
contra LVPR pela IDGA no CNPC vem sendo
realizada semestralmente até o presente
momento com mantenga de 0.5% a 2% de
animais positivos (dados ndo publicados). Com
a aplicagio futura das técnicas desenvolvidas
neste trabalho (ELISA e Dor-Blot), as quais
apresentam sensibilidade relativa bem maior
que a IDGA. com repetigio semestral e



realizagdo de immunoblotting ou PCR nos
resultados inconclusos, € bem possivel que num
prazo médio tenha-se negativado o rebanho. A
permanéncia dos resultados negativos de todos
o plantel ovino e caprino ¢ necessaria em
quatro testes consecutivos, para considera-lo
livre dos LVPR

O controle das LVPR. mesmo num rebanho
fechado e controlado, € um trabalho laborioso e
muito lento, sendo em alguns momentos
frustrantes diante dos resultados. Muitas vezes a
implantagdo da separagdo das crias a zero hora
ou obtidos por cesariana. separagdo imediata e
sacrificio de todos os animais positivos,
utilizagdo de testes mais sensiveis como o
ELISA, ndo conseguem eliminar rapidamente a
enfermidade do rebanho. Isto ocorre em
decorréncia de uma série de fatores, uma vez
que todos os testes de diagnostico para os LVPR
possuem limitagdes. Um status sorolégico
negativo nio € garantia de rebanho livre da
infeccdo. Muitos fatores como soroconversio
tardia, laténcia wviral. laténcia sorologica.
replicagdo restrita, manejo do rebanho e
limitagGes na disponibilidade do teste detectar
animais infectados tornam dificil o controle ¢ a
erradicagdo dos LVPR. Embora os programas
de controle possam ser dificeis de implementar,
0 impacto econdmico € amortizado quando a
prevaléncia da infecgdo € baixa, portanto a
implementagdo do simples método de privagao
do colostro ja reduz significativamente as
perdas economicas. Embora o Brasil nio
disponha de programas sanitirios oficiais de
controle dos LVPR certas recomendagdes
citadas sdo importantes € uteis para o controle
ou diminui¢do da velocidade de propagagio e
controle da doenca nos rebanhos nacionais.

Em rebanhos com alta prevaléncia ndo se
Jjustifica, eliminar, sumariamente, 0S animais
clinicamente afetados, uma vez que existe,
geralmente um grande numero de portadores
saos nos rebanhos infectados. Os animais
afetados devem ser separados e receber o
manejo com boas condi¢des de higiene ¢
nutrigdo, com o fim de evitar o aumento da
incidéncia de lesdes e obtengdo do maior
numero possiveis de crias negativas para LVPR
com a preservagao do material genético.

A detecgdo de infecgdo por LVPR através de

PCR ¢ indicativa de uma infecgdo persistente e
¢ dependente da quantidade amplificada da

seqiiéncia alvo, da quantidade da amostra € da
especificidade do primer (Knowles, 1997,
Wagner et al., 1998). Entretanto. esta técnica
podera ser utilizada em programas de
erradicagdo. quando  estiver  disponivel
rotineiramente, para identificar os animais nao
diagnosticados através da sorologia. Devido ao
alto custo e aos resultados discordantes entre
testes sorologicos € PCR. sugere-se que esta
técnica seja empregada para  esclarecer
resultados  sorologicos indeterminados ou
negativos (Knowles, 1997).

A aquisigdo ou troca de reprodutores com o0
objetivo de melhoria dos plantéis caprinos. sdo
praticas rotineiras utilizadas pela maioria dos
criadores. Por outro lado, a evidéncia sorologica
da presenga do LVC em reprodutores caprinos,
associada a recente detec¢do do virus no sémen
de caprinos infectados, permitem inferir que a
dispersio do agente entre plantéis através da
introdugdo de reprodutores soropositivos ou de
sémen congelado deve ser considerada quando
do estabelecimento de programas de controle da
CAE em caprinos. Segundo Pinheiro (1999).
atualmente o LVC se encontra disseminado nos
reprodutores nas principais regides produtoras
de leite de cabra do Ceard. Em virtude da
disseminacio do CAEV no Ceard e no pais.
associagdes, criadores e o¢rgdos oficiais devem
buscar rapidez e qualidade nas informagdes. que
possibilitem uma vigilancia epidemiologica
efetiva. adogdo de nmedidas profilaticas
adequadas e maior controle no transito,
comercializagdo e importagdo de animais,
sémen e embrides. O delineamento de um
programa de controle da CAE no Nordeste foi
desenvolvido por técnicos do CNPC juntamente
com professores da UFMG, UECE, UFRPE.
UFBA (EMBRAPA, 1996b). Para implementa-
lo necessita-se de articulagdo de todos os
componentes do sistema de producdo caprina:
produtores. técnicos extensionistas. veterinarios
autonomos. professores e pesquisadores e das
entidades de classe como as associagdes de
criadores, além do Ministério da Agricultura,
Secretaria de Agricultura dos estados e
empresas de extensdo rural (EMATER) e do
Conselho Federal de Medicina Veterinana.

Em virude da vanabilidade antigénica e
gendémica dos LVPR seria interessante a
utilizagdo de um poo! de amostras brasileiras
para a producdo de antigeno. Entretanto. €
interessante salientar que muitas amostras de




campo sdo muito liticas com pouca produgio
viral e consequentemente pouca produc¢do de
sobrenadante para a produgdo de antigeno, o
que inviabilizaria a obtengdo de antigeno em
grande escala. A utilizagdo de antigenos mais
purificados como por coluna de afinidade
usando soros de animais positivos brasileiros,
onde seclecionaria as proteinas virais mais
imunoreagentes, seria uma alternativa de
aumentar significativamente a sensibilidade dos
testes de diagnostico.

A maior rapidez e sensibilidade do Dor-Blot
aliado a simplicidade na realizagdo, nio
necessitando de aporte laboratorial, comparado
aos outros testes de diagnostico, IDGA e
ELISA, facilita a implantacdo deste como teste
de escolha pelos orgdos oficiais para ser
realizado tanto rotineiramente como para ser
utilizado em eventos onde existe grandes
chances de difusdo do agente. tais como: feiras,
exposi¢cOes. concursos leiteiros, locais de troca
de animais. etc. Além disto, este teste poderia se
tornar obrigatério pelos fomentadores de
recursos (Bancos. Cooperativas, etc.) para a
aquisicAo de animais. Tudo isto aliado ao
principal fator que deve ser a conscientizagio
dos criadores sobre esta enfermidade e os
prejuizos por ela causados.

4.1 - Custo de producio dos testes (MIDGA,
ELISA e Dor-Blot)

Na estimativa do custo de produgdo procurou-se
abranger todos os gastos utilizados na cadeia
produtiva dos testes MIDGA, ELISA-i ¢ Dot-
Blot (Anexo3). Foram considerados os custos
desde a producido das células utilizadas no
cultivo primario até a realizagdo final do teste.
Foram incluidos nos calculos os wvalores
referentes aos custos diretos fixos e varidveis e
custos indiretos fixos e variaveis. Os valores
estimados para os testes foram: US$ 0.67; US$
1.00 e US§ 1.22 para o IDGA, Dot Blot ¢
ELISA indireto, respectivamente. No caso do
MIDGA o calculo baseou-se na produgdo de
112 testes referentes a 1| mL de antigeno
utilizando de 35puL por pogo para o diagnodstico
de quatro amostras. No Dot Blot e no Elisa
baseou-se na utilizagdo do aparato para o blot de
96 pogos e na placa de 96 pocos,
respectivamente. Nestes dois testes as amostras
foram realizadas em duplicatas para maior
seguranga. Com base nestes resultados
verificou-se que o Dot-Blot além de ter
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sensibilidade  semelhante ao ELISA ¢
praticamente nio necessitar de aparato
laboratorial ¢ 22% mais barato. Comparando
com o MIDGA, apesar de ser mais caro ¢ muito
mais rapido e sensivel.

4.2 - Perspectivas de trabalhos com os dados
e/ou resultados da tese

- Medidas das  circunferéncias  carpo-
metacarpianas em caprinos.

- Classificagdo dos cratorios caprinos do
Ceara segundo sua infraestrutura € manejo:

- Comparagdo das fazendas com e sem a
presenca do CAEV;

- Aspectos produtivos e reprodutivos do
rebanho caprino cearense;

- Manejo alimentar dos criatérios caprino no
Ceard,

- Correlagdo entre peso x perimetro toracico de
caprinos;

- Estabilidade do Ag-IDGA - Amicon (tempo
X temperatura — temp. ambiente, 4°C, -20°C e
-80°0C);

- Variacdo das concentragdes de tempo para
coleta e de soro fetal bovino no sobrenadante
para producdo de antigeno utilizados em
€Nsalos imunoenzimaticos:

- Estudo prospectivo através da curva
sorologica de varios testes (IDGA, ELISA,
Dot-Blot e PCR ) em rebanho com presenca
do CAEV;

- Validagdo do Dot-Blor no programa de
controle atualmente implantado na Embrapa
Caprinos € em criatdrios particulares:

- Utilizagdo de um sistema de amplificacdo tipo
peroxidase x anti-peroxidase ou biotina-
avidina no Dot-Blot;

- Comparagdo do antigeno purificado com
coluna de afinidade e antigeno preparado em
colchdo  de sacarose  em  ensaios
imunoenzimaticos.




5. CONCLUSOES

1- O virus da artrite encefalite caprina nio
encontra-se  disseminado  nos  rebanhos
SRD/Nativo do Ceara;

2- O CAEV ja se encontra presente em varias
regides do Ceard;

3- A dispersdo do agente entre plantéis atraves
da introdugio de reprodutores caprinos
SOTOpOsitivos (aquisi¢do, troca ou emprestimo)
deve ser considerada;

4- O manejo sanitario dos caprinos destes
criatérios € precdrio, independente do tipo de
exploragdo ou regime de criagdo. com
mortalidade de animais considerada alta,
principalmente de jovens, comprometendo o
desenvolvimento da atividade;

5- Problemas como artrite. helmintose,
linfadenite, mamite € pneumonia acometem
mais rebanhos criados sob regime semi-
intensivo/intensivo;

6- O ELISA-i desenvolvido mostrou-se um
teste mais sensivel que a IDGA podendo ser
indicado para utilizagdo no controle dos LVPR;

7- O teste Dor-Blor utilizando o antigeno com
o virus completo da amostra CAEV Cork
apresenta sensibilidade semelhante ao ELISA
indireto na detecgdo de anticorpos contra os
LVPR. e pela rapidez, facilidade de execugio,
eficiéncia e pouco custo, € um teste de eleigio
para ser empregado em locais de grande
movimento e comércio de animais tais como:
exposigdes, feiras, concursos , etc.;

8- Ousoda cromatografia de afinidade € uma
alternativa vidvel para produgdo de antigeno
purificado de LVPR.
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autumnalis (35.,7%), L. ballum (21,4%), L.
grippotyphosa (17.9%), L. hardjo (14,3%), L.
sejroe (1,1%) e L. pyrogenes (3,7%)
Recentemente, no Estado de Pernambuco, 213
soros foram examinados através da prova de
soroaglutinagdo microscdpica, e foi encontrada
uma prevaléncia de 33,3%, sendo os sorovares L.
canicola com 77.46% e L. autumnalis com
36.,6%, dentre os 13 sorovares (autumnalis,
bratislava, canicola, castellonis, copenhageni,
diasiman,  grippotvphosa,  hardjo,  ictero-
hemorragiae, pomona, pyrogenes, tarassovi,
wolffi) utilizados como antigeno, conforme o0s
resultados de Cunha et al. (1999).

Souza Neto et al. (1989), registraram dentro de
quatro semanas, nove abortos em uma
propricdade em Nova Friburgo — RJ por
Leptospira interrogans sorovar Pomona. Souza
(2001). a partir de 286 soros examinados de
caprinos do Estado do Rio de Janeiro, registrou
82 com reagOes positivas, correspondendo a
28.7% do total examinado. Sendo o sorotipo
hardjo o de maior prevaléncia, seguido pelo
sorotipo wolffi.

Em relacao a regido serrana especiticamente nao
se conhecem dados recentes sobre a ocorréncia
de leptospirose em caprinos.

3. MATERIAL e METODOS
3.1. Material

A regido serrana estd localizada na parte central
do Estado do Rio de Janeiro conforme mostra a
Figura 1. onde se observa a distribuicio das
regides geogrificas do Estado do Rio
(Produtos..., 1999). A Figura 2 mostra os dez
principais municipios da regido serrana que estao
envolvidos com a caprinocultura leiteira.

Foram selecionados o0s mais expressivos
criatérios, abrangendo 25 rebanhos caprinos da
regido serrana do Estado do Rio de Janeiro,
constituidos aproximadamente de 2.624 animais
de ragas puras e mesticas, conforme dados da
EMATER-Rio (Producio..., 1997), destinados a
exploragio leiteira e, pertencentes aos dez
municipios estudados na regido serrana do
Estado do Rio de Janeiro (Figura 2).

Rio de Janeiro (Produtos..., 1999),

Figura I Destaque para a regido serrana do Estado do
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Figura 1 - Estrutura do virus da artrite encefalite caprina (Coffin, 1996).
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Figura 2- Organizagdo genética dos lentivirus Maedi-Visna e Artrite Encefalite Caprina (Coffin, 1996).
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Municipios testados com
animais positives.

B Municipios testados sem
animais positivos.

Figura 5 - Municipios do Estado do Ceard onde foi realizada a pesquisa em caprinos para detecgdo de
anticorpos contra CAEV.
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Figura 8- Principios ativos utilizados em rebanhos caprinos do Estado do Ceara.
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Figura 9 - Células de membrana sinovial caprina nio infectada. Aumento de 250 X. Coradas com cristal

violeta 0,1%.
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Figura 10 - Células de membrana sinovial caprina infectadas com lentivirus caprino. Presenca de células
gigantes multinucleadas (setas). Aumento de 200X. Coradas com cristal violeta 0,1%.
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Figura 11- Determinagdo da quantidade de antigeno e diluigio do soro empregado no teste de ELISA-i
para o diagndstico de lentivirus caprino.
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Figura 12 - ELISA do controle negativo, em vdrias concentragdes, frente a soros positivos € negativos.

1.4 - : i,

3 Pool pos— FPool de soros positivos na IDGA.

1.3 Pool neg — Pool de soros negativos na IDGA e de
1.2 - animais criados extensivamente e de regido
1.1 4 negativa.

1 4 Posit K —~ Soro do kit comercial com abundincia em
= 09 anticorpos contra as proteinas p27 e gpl35.
E Reag K - Soro do kit comercial com abundincia em
: 0,8 4 anticorpos contra a proteina gpl35.
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Figura 13 - ELISA do pool de soros positivos, pool de soros negativos e dos soros contidos no kil
comercial (positivo, reagente ¢ fraco positivo).
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Figura 14 - ELISA - Perfil do percentual de positividade de soros controles negativos e soros positivos

pelo IDGA.
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Figura 15- Determinagio da diluigdes do soro frente a cinco diferentes concentragdo de antigeno utilizado
no Dot-Blot para o diagnéstico soroldgico da infecgdo por lentivirus caprino.
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BLOQUEIO

LPD CASEINA PBS/TWEEN 0,3%

POS NEG POS NEG POS NEG

Concentracdao de antigeno - 0,5 pg/pogo
Diluigdo do conjugado — 1:500
Diluigdo do soro — 1:50

Figura 16- Determinacio do tipo de bloqueio utilizado no Dot-Blot para o diagndstico sorologico da

infec¢do por LVC.

POSITIVO FRACO POSITIVO NEGATIVO
. l

Quantidade de antigeno — 0,5 pg/pogo
Diluigdo do conjugado — 1:500
Diluicdo do soro — 1:50

Figura 17- Resultado final do Dot-Blot para o diagnéstico sorolégico de LVC de um pool de soros
positivos, fracos positivos e negativos, testados pelo MIDGA.
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Figura 18 — MIDGA do antigeno AgLl
concentrado 50 X (pogo central) frente ao soro
positivo do kit comercial (pogos 1, 2, 3 e 3),
negativo (pogo 4) e fraco positivo (pogo 6).
Nos pogos 1, 2, 3 e 5 verifica-se a presenga de
uma linha de precipitagdo referente a proteina
p28.

DO
(280 nm)

Figura 20 - Picos da coluna de afinidade 1gG-LVPR.

Figura 19 - MIDGA do antigeno AgLl
concentrado 150x (pogo central) frente ao soro
positivo do kit comercial (pogos 1, 3, 4 ¢ 3), ¢
reagente nos (pogos 2 e 6). Nos pogos com Soro
positivos observa-se claramente a formacgdo de
duas linhas de precipitagdo das proteinas gpl33
(interna) e p28.
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S~~~ 19kpa

Eletroforese Immunoblotting

Figura 21 — Comparago, pela eletroforese e immunoblotting, do Ag comercial (AgK), antigeno
concentrado(AgL,) e antigeno purificado por afinidade em coluna anti-LVPR (AgL,CA) e
padrio de peso molecular (P1).
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Tabela 1 - Polipeptideos encontrados nos LVPR segundo varios autores.

Autores (ano) Virus Teste Proteinas encontradas (kDa)
Clements et al. (1980) CAEV  lmunoprecipitagio gpl40, p25, pl6.5: pl3.5
Cheever ct al. (1981) CAEV  Imunoprecipitagio gp70, gp 48, p28, p20, pl6, pl4
Dahlberg et al. (1981) CAEV  Imunoprecipitagio CAEV - gpl155,gpl140, p63, p51, p28, pl17. pl4
MVV MVV- gpl55, gpl35, gpl05, p56, p46, p27. pl3,
pl3.5
Johnson et al. (1983) CAEV  Imunoprecipitagdo gpl35, gp90, gp70, p46, p43, p28, gpl5, pl3
Immunoblotting gpl25, gp90, p45, p28, pl5
Adams et al. (1985) CAEV  Imunoprecipitagio 250, gp 135, 70, 45, p28, pl4

Gogolewski et al. (1985) CAEV  Imunoprecipitagio gpl35, gp92, gp70, gp435, p28, p19. pl6, pl4
Cheever & McGuire CAEV gpl33, gp92, gp 70, gp45, p28, pl9epl6
(1988)

Cheevers et al. (1988a) CAEV  Imunoprecipitagio Prl150°™, gp 135, Pro0®™”, Pr55 %% Pr47%% 4
polipeptidios entre 30-47k, p28, pl6 e pl4
Hullinger et al. (1993) CAEV  Imunoprecipitagio gpl35, complexo 90, Pr46 %, gp38, pl4

Bertoni et al. (1994) CAEV  Imunoprecipitagiio Pr150™; gp 135, Pr47%¢ gp 38
Davies et al. (1997) CAEV  Immunoblotting gpl33, gp90, p70, p56, gp45, p32, pl19
Pinheiro CAEV  Immunoblotling pl45, p48, p27, p1Y

Tabela 2 — Ocorréncia inicial da Artrite Encefalite Caprina em varios paises, relatados por diversos

autores.

Pais Ano Autor Pais Ano Autor
Alemanha 1986 | Heil Itdlia 1986 | Agrimi et al.
Ardbia Saudita | 1990 | Alluwaimi et al. Jamaica 1988 | Grant et al.
Austrdlia 1978 | O’Sullivan Kenia 1984 | Adams et al.

1981 | Coackley et al. Meéxico 1984 | Adams et al.
1981 | Gee 1985 | Nazara et al.
1981 | Robinson
Austria 1990 | Schopf & Schonbauer | | Nigéria 1984 | Belino & Ezeifeka
Canada 1984 | Adams et al. Noruega 1984 | Adams etal.
Costa Rica 1992 | Jiménez et al. Nova Zelandia | 1982 | Oliver et al.
1984 | Adams etal.
Espanha 1987 | Gonzales et al. Paises Baixos | 1987 | Houwers et al.
Estados Unidos | 1974 | Cork et al. Peru 1984 | Adams et al.
1984 | Adams et al.
Franga 1982 | Russo Siria 1992 | Giangaspero et al.
1984 | Adams et al.
Fuji 1984 | Adams ctal, Suécia 1981 | Sundquist, et al.
Hungria 1986 | Palfi et al. Suica 1983 | Zwahlen et al.
1984 | Adams etal.
Inglaterra 1983 | Dawson et al. Taiwan 1993 | Loung et al.
1984 | Adams et al.
1984 | Dawson & Wilesmith
Irlanda 1986 | Adair Turquia 1994 | Burgu et al.
Israel 1983 | Perk & Hod
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Tabela 3 — Ocorréncia de caprinos soropositivos para o virus da Artrite Encefalite Caprina em varios
Estados do Brasil, relatados por diversos autores.

Estado

Ocorréncia (%)

Fonte

Bahia

Ceara

Espirito Santo
Goias
Maranhio
Minas Gerais

Para
Paraiba

Parana
Pernambuco

Piaui
Rio Grande do Sul
Rio de Janeiro

Sio Paulo

12.8%
9.2%
27.5%
40.7%
47.5%
10.0%
50,6%
33.3%
23.6%
40.0%
9.0%
3.0%
28.2%
17.6%
17,7%
3.9%
4.4%
6.0%
29.7%
21,0%
10,6%
49.0%
29.8%

Fiterman. 1988

Assis & Gouveia. 1994
Gouveia et al., 1998
Pinheiro et al., 1989
Assis & Gouveia, 1994
Melo. 1996

' Gouveia et al., 1998

| Gouveia et al., 1998

| Alves & Pinheiro, 1997
| Assis & Gouveia, 1994
Gouveia et al., 1998
Ramos et al., 1996
Souza et al., 1999
Castro et al.. 2000
Sotomayor e Milczewski. 1997
Saraiva Neto, 1993
Castro et al., 1994
Castro et al., 2000
Pinheiro et al., 1996
Moojen et al., 1986
Assis & Gouveia, 1994
Cunha & Nascimento, 1995
Gouveia et al., 1998
Garciaetal., 1992
Fermandes, 1997

Tabela 4 — Diagndstico soroldgico da infecgdo por LVPR por Microimunodifusdo em gel de dgar em
caprinos nas diversas regides do Estado do Ceara, 1999.

Regido Numero de Reagente Nio Reagente Total
Fazendas Nimero %  Namero %
RMF** 5 23 11,1 185 88.9 208
Norte 39 14 1.0 1422 99.0 1436
Central 38 3 0.3 1018 99.7 1021
Inhamuns 26 0,0 735 100,0 735
Sul 22 0 0.0 619 100,0 619
Total 130 40 1.00 3979 99.0 4019

* Kit - Veterinary Diagnostic Technology, Inc®.)

** RMF — Regido metropolitana de

Fortaleza
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Tabela 5 - Distribuigado. segundo sua procedéncia, dos caprinos soropositivos para infecgio pelo virus da
artrite encefalite caprina no Ceard. 1999.

Origem do animal soropositivo ] Quantidade %
Regido metropolitana de Fortaleza 22 55.0
Rio de Janeiro 5 12,5
Estados do Nordeste 4 10,0
Outros paises 4 10,0
Regido de Sobral 3 7.5
Cria da Fazenda 2 5.0
Total 40 100.0

Tabela 6 — Sexo. composigdo do rebanho, grau de sangue e tipo racial de caprinos negativos e
positivos para o CAEV, no Ceard, 1999.

Variavel Estrato Reagente' Nio reagente’ Total
Numero % Namero %

Sexo Macho 14° 2.3 606 97.7 620
Fémea 26° 0.8 3373 99,2 3399

Categoria Reprodutor 127 3.8 306 96.2 318
Matriz 25° 0.9 2779 991 2804
Jovem 3 0.3 894 99.7 897

Grau de sangue  Ragas puras leiteiras r 4.6 773 954 810
Mestico 3° 0.1 2302 99,9 2305
Nativo/SRD 0° 0.0 904 1000 904

Tipo Racial Pardo Alpina (PA) 8 18.6 35 81.4 43
Saanen (SA) Fid 4.4 151 95.6 158
Anglo Nubiana i 4.0 533 96.0 555
Mestigo PA x SRD 1% 1.1 94 99.0 95
Mestico SA x SRD 2° 1.0 200 99.0 202

' MIDGA - Microtécnica de imunodifusdo em gel de agar
“ Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (% p<5%) entre os extratos
formados com base no mesmo critério.




Tabela 7 - Niimero de caprinos por categoria animal nos rebanhos do Ceara.

Matrizes Reprodutores Crias Fémeas Recria Total
Meédia 59 3 33 19 114
Méximo 900 14 500 100 1514
Minimo 7 0 2 1 10

Tabela 8 - Distribui¢do dos rebanhos caprinos no Ceara segundo o tipo de exploracio.

Regime de Criagio Total %
Extensivo 99 77.9
Intensivo 2 1.6
Semi-intensivo 25 19.6
Intensivo/Semi-intensivo 1 0.8
Total 127 100.0
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Tabela 9 - Sinais clinicos que, segundo os proprietarios, acometem em ordem de freqiiéncia os caprinos

no Estado do Ceara.

Sinais Clinicos Presenca Auséncia Nio sabe informar
Numero % Numero % Numero %
Anemia e edema de barbela 104 81.9 19 15,0 4 3.2
Diarréia 100 78,7 24 18,9 3 2.7
Aborto 96 75.6 26 20,5 5 3.9
Pododermatite 86 67.7 35 276 6 4.7
Linfadenite 85 66.9 37 29,1 5 3.9
Ectoparasitoses 81 63,8 42 33.1 4 3.2
Mamite 65 51,2 56 41 6 4.7
Pneumonia ) 57 449 65 512 5 3.9
Lesdes vesiculares de pele 45 354 77 60,6 5 3.9
Ceratoconjuntivite 37 29.1 85 670 5 3.9
Sintomatologia nervosa 33 26,8 89 693 5 3.9
Malformagio fetal 19 15,0 103 81,1 5 3.9
Criptorquidismo 14 11,0 108 850 5 3.9
Prolapso de vagina/ttero 14 11.0 108 850 5 3.9
Artrite 11 8,7 110 86.6 6 4.7




Tabela 10 - Mortalidade de caprinos jovens e adultos em rebanhos do Estado do Ceard.

Mortalidade Numero %
0al0% 47 ’ 40,2

Jovem 10 a 25% 23 19.6
Acima de 25% 47 40.2
0as% 93 80,2

Adulto 5al0% 13 11,2
Acima de 10% 10 8.6

Tabela 11 — Praticas de manejo sanitario utilizadas em 127 criatorios caprinos no Estado do Ceara.

Pratica de manejo sanitario Presenca Auséncia N3o sabe informar
N° % N° % N° %
Tratamento do umbigo 47 37,0 76 59.8 4 3.2
Vacina 40 31,5 84 66,1 3 2.4
Corte de casco 21 16.5 103 81.1 3 2.4
Area de isolamento 10 7.9 114 89.8 3 2.4
Higiene na ordenha 6 4.7 121 953 0 0.0
Area de quarentenario 3 24 121 953 3 2.4

Tabela 12 - Freqiiéncia da assisténcia técnica aos criatorios caprinos com respectivos indices
médios de mortalidade de caprinos no Ceara.

Freqiiéncia Propriedades % Mortalidade
n Jovem (%) Adultos (%)

Diaria 6 6,5 10,0 2.0
Semanal 11 11,8 16,5 38
Quinzenal : 9 9.7 13.8 2.8
Mensal 38 40.9 27.0 6.5
Trimestral 1 1.1 - ----
Semestral 1 | ——-- -
Anual 5 54 31.2 7.3
Eventual 22 23.5 34.0 7.0
Total 93 100.0
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Tabela 13 — Medidas de controle da verminose utilizadas em 127 criatorios caprinos no Cearda.

Medidas de controle Presenca Auséncia Nio sabe informar
N° % N° % N° %
Vermifugagdo 120 945 4 3,12 3 24
Alternancia vermifugo 84 66,1 39 30,7 4 3,2
Troca de pasto 40 31,5 84 66,1 3 24
Vermifuga animal recém-chegado 37 29.1 87 685 3 2.4
Confina 12 horas apos vermifugado 32 252 92 72,4 3 2.4
Descanso de pasto 27 21,3 97 76,4 3 2.4
Separa animais jovens dos adultos 20 158 104 819 3 24
Esterqueira 9 7.1 115 90.6 3 2.4

Tabela 14 — Determinagdo do ponto de corte do ELISA-i para diagnéstico de lentivirus caprino.

DO* PPt
Média 0,038 3.370%
Desvio padrao (s) 0,036 2,782
Media+3s 0,146 11,73%
* Densidade otica (492 nm)
** Percentual de positividade

Tabela 15 — Resultados de 327 amostras de soro caprino pelos testes IDGA e ELISA-i para o diagnostico
de anticorpos contra lentivirus caprino.

Pos

Neg

IDGA 144
Elisa Indireto* 209

440
63.9

183

118

* Positivo (DO> 11,72% em relagdo ao padrdo positivo)

Negativo (DO< 11,72% em relagdo ao padrio positivo)

Tabela 16 — Comparagdo dos resultados de soros caprinos testados pela IDGA e pelo ELISA-i para a
detecgdo de anticorpos contra LVPR.

ELISA
Pos Neg Total
IDGA Pos 137 7 144
Neg 72 111 183
Total 209 118 327




Tabela 17- Resultado do teste de soros caprinos pelo IDGA, ELISA-i e Dot-Blot para o diagnostico da

infecgdo por LVPR.
Pos % - Neg % Total
IDGA AgK 144 44,04 183 55,96 327
Dot-Blot 200 61,16 127 38,84 327
Elisa Ind* 209 63.91 118 36,09 327

* Positivo (DO> 11,72% em relagdo ao padrdo positivo —pp)
Negativo (DO< 11,72% do pp)

Tabela 18- Comparagio dos resultados de soros caprinos testados pelo Dot-Blot e pelo ELISA-i para a
detecgdo de anticorpos contra LVPR.

Elisa-i*
Pos Neg Total
Dot-Blot Pos 19 9 200
Neg 1 109 127
Total 20 118 327

*- Positivo ( DO>11,7% em relagdo ao padrdo positivo)
Negativo (DO< 11,7% do pp)

Tabela 19 - Valores estimados de sensibilidade (Sens), especificidade (Espec), valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN), eficiéncia (Efic). indice Kappa e qui-quadrado (")
para IDGA e Dor-Blor em relagdo ao ELISA-i de 327 amostras de soro caprino.

-

Teste Sens Espec VPP VPN Efic Kappa n¥
IDGA AgA 63,6 94,1 95,1 60.7 75.8 0,53 138,16 (p<0.001)
DOTBLOT 91.4 92.4 93,5 85.8 91,7 0.83 102,53 (p<0,001)

* - Qui-quadrado com corregdo de Yates
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7- ANEXOS
Anexo 1 - Questionario individual
EMBRAPA/CNPCaprinos

Ficha Coletiva de Pesagem/Medicdes
Projeto L-CAEYV

Faz: Local: Data: /[
Medido por:
Brinco Raga |Idade |Origem |N° Prod. leite |Carp dir|Metac dir|Carp esq|Metac esq
Paricdo |(média-1) |(cm) (cm) (cm) (cm)
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Anexo 2 — Questionario Geral
Ministério da Agricultura, do Abastecimento ¢ da Reforma Agriria
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa
Centro Nacional de Pesquisa de Caprinos - CNPC
Projeto Levantamento Epidemioldgico da CAEV

FICHA N°
IDENTIFICACAO
Nome do proprietario:
Nome da fazenda:
Municipio:
Endereco:
Telefone:
Nome do(s) manejador(es):

Data: / /

REBANHO
Identificagdo do Rebanho: ( )Brinco; ( ) Tatuagem; ( ) Corte de orelha; ( )Medalha: ( )Outro:

Tipo de exploragdo: ( ) came; ( ) leite; () pele; ( ) mista
( ) intensiva; ( ) semi-intensiva; ( ) extensiva.
() caprinos ( ) caprinos € ovinos ( ) cap + ov + ?
( )agricultura :
Origem do rebanho caprino:
Numero de animais no rebanho: bovino: equideo:
Tipo de animal:

Tipo de Animal Numero

Caprino Ovino Total

Matriz

Reprodutor

Cabrito / Cordeiro

Cabrita / Cordeira

Rufido

Marri de ovelha ou Novilha de cabra

Total

Tipo racial:

Caprino N Ovino N¢

Canidé Santa Inés

Marota Somalis Brasileira

Moxoto . Morada Nova

Repartida Crioula

SRD Rabo Largo

Anglo-nubiana Bergamacia

Buhj SRD

Mambrina Mestigos X

Toggenburg Qutros

Parda Alpina

Saanen

Mestigos X

Outras:

Total
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FAZENDA:
Area:

Fonte d'agua: ( ) agude-capac: n° () pogo profundo-capac:

o

( ) cacimba-capac: n ( ) cagimbdo-capac: n°

( ) outra:
Tipo do terreno: ( ) plano ( ) alagado ( ) acidentado
Apriscos: numero: -

tipo: ( ) suspenso; ( ) térreo

area coberta:

solarios:

n° baias: area da baia

taxa animal/baia:

tipo de piso do aprisco: ( ) chdo batido; ( ) ripado; ( ) cimentado; ( )outros

bebedouro (tipo; localizagdo; tamanho):

comedouros: (tipo: localizagao; tamanho):

cocho p/ sal: -
limpeza: (material utilizado e frequéncia):

Brete: (tipo; capacidade):

Sala de ordenha:

Sala de processamento de leite (tipo; tamanho: equipamentos, etc):

Capineira area: tipo de capim:
Banco de proteina: area: tipo de leguminosa:
Acompanhamento técnico: (quem/freq)

MANEJO ALIMENTAR
Concentrado - formulagdo:
administragdo:

Silagem - formulagao:
administragio:

Mineralizagao:
sal mineral- marca:
Periodo: seco:

chuvoso:

Manipulagido da vegetacio lenhosa:
Caatinga nativa () Caatinga raleada ( ) Caatinga raleada-rebaixada ( )
Caatinga desmatada ( ) Caatinga rebaixada ( ) Caatinga enriquecida ( )

MANEJO SANITARIO

Mortalidade(%): jovens (até 12 meses)-
adultos-

Mortalidade por categorias

Tipo de Animal Numero

Caprino Qvino

Total

Matriz

Reprodutor

Cabrito / Cordeiro

Cabnta / Cordeira

Rufido

Marra de ovelha ou Novilha de cabra

Total
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ENFERMIDADES- frequéncia e época do ano:
Helmintoses -

Diaréias -

Ectoparasitas -

- Bicheira-

Febre aftosa -

Linfadenite caseosa (mal do carogo)-

Raiva-

Artrites -

Pneumonias -

Ceratoconjuntivite -

Marmite -

Pododermatite (mal do casco)-

Ectima contagioso(boqueira)-

Mal formagio (prognatismo, agnatismo, hipoplasia):

Criptorquidismo-

Aborto-

Prolapso vaginal/retal-

Sintomatologia Nervosa -

Vermifugagao:
vermifugacgao estratégica ( )
frequéncia: produto utilizado:
alterndncia de produtos: ( ) sim; ( ) ndo. Periodicidade:
praticas utilizadas:
- troca de pasto apos a vermifugagdo ( ) - troca anual do vermifugo ( )
- permanéncia minima de 12 h apos a vermifugacdo ( ) - esterqueiras ()
-descanso de pastagens () - separa os animais jovens dos adultos ( )
- vermifuga os animais recem-chegados a propriedade ( )

Vacinas - tipo: frequéncia de aplicagdo:
- tipo: frequéncia de aplicagdo:

Corte de cascos: () frequéncia:
Isolamento ( ) area: area coberta:
Quarentenario ( ) area: area coberta:
MANEJO REPRODUTIVO
Estacdo de monta: n° Periodo

n° animais

Peso na cobricio:

Idade na cobrigio:
N° de parto p/ ano:
Partos simples:
Partos duplos:
Partos triplos ou mais:

Fertilidade ao parto:(n° de fémeas paridas/n® de fém.

Prolificidade (n° crias ao parto)
N° reprodutores/fémas-

Troca de reprodutores ( ) freq.

LA(): T.E ()

Castragdo ( ): idade: modo:
Rufides. Tipo numero de fémeas/ rufido
Taxa de natalidade:

Descarte de animais ( n°critérios/frequéncia):
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MANEJO DAS GESTANTES / RECEM -PARIDAS E CRIAS
Separa as fémeas no tltimo 1/3 da gestacdo ()

Maternidade ( ) area total: area coberta:
Alimentagdo extra gestante:
recém-parida:
Crias .
Controle de nascimento( identificagio de pai/mie/peso e tipo de parto): ()
Colostro:

colostro artificial:
administracdo do colostro:
banco de colostro:

Corte e Cura do umbigo(quanto, como e produto):

Limpeza da cria:
Local apropriado:
Aleitamento: () natural; ( ) artificial: leite: cabra ( ); vaca; ( ) em pd vaca; ( ) em pb soja

() outro:
Amochagdo: () ndo; ( ) sim: ferro quente (  ); quimica ( )
PRODUCAO DE LEITE:
N° de fémeas em lactagdo:
Produgio lactea (pico) grupo: individual:
Higiéne da ordenha:

Higienizacio da sala e/ou equip. (freq. / produto):
Linha de ordenha: ( )
Limpeza da mads e ubere ( ):
Imersdo das tetas em desinfetante apds a ordenha:
Tipo de desinfetante:
Tratamento preventivo de mamites em cabras secas:
Secagem de cabras (dias pré-parto):
Armazenamento do leite:
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Anexo 3

Custo de produgio dos antigenos e dos testes (IDGA, ELISA e Dot-Blox)

Para este cdlculo levou-se em conta custos diretos (fixos e variaveis) e indiretos (fixos e variaveis). Os
valores foram cotados em ddlares ou reais por varias fontes e convertidos para dolar americano (1 dolar =
1,82 reais cotagdo obtida no dia 24/08/00). Como uma referéncia citou-se o prego F.O.B. do kit
americano para o diagnéstico da MVV/CAEV' de US$ 85.00. Os custos diretos fixos foram compostos
por todo o material de laboratério ou nio usado diretamente no projeto, juntamente com a mio de obra
direta e encargos. Todas as etapas foram detalhadamente calculadas. Na mio de obra foi incluido o tempo
médio de passagem, troca de meio e inoculagio viral de garrafas de acordo com o nimero e o tipo destas.
Todos os componentes, reagentes e meios utilizados foram dimensionados e calculado o gasto
proporcionalmente. Quanto aos custos diretos variaveis computou-se a utilizagdo de material laboratorial
reutilizdvel (vidraria e plasticos), equipamentos, energia direta e material de lavagem. O custo de quebra
da vidraria, seja na manipulagdo direta no projeto, seja na lavagem foi inserido no desgaste calculado no
custo direto varidvel. Com relagdo aos equipamentos o gasto foi elaborado com base no preco do
equipamento novo, vida util deste e desgaste e depreciagdo tecnologica por ano. A vida util do
equipamento foi considerada com uma carga de trabalho didria de 8 horas e o gasto pelo percentual de
uso do equipamento com relagdo as horas trabalhadas. Ex. geladeira usada todo o tempo com somente
10% de sua capacidade interna.

Desgaste e depreciagdo tecnolégica p/ano= valor do equipamento ou material novo — valor de sucata (0 — 20%)
‘ Vida util

Desgaste de uso direto= percentual de uso do equipamento no momento da utilizagéio x desgaste e
depreciagdo tecnolégica’/ano

Com relagdo aos custos indiretos fixos (administragdo do laboratorio, instalagdes laboratoriais,
transformador de energia, mio de obra indireta) convém salientar que no momento da realizagdo deste
trabalho as instalag@es laboratoriais eram utilizadas em varios projetos conjuntamente ¢ a utilizagdo direta
para o projeto estimou-se em torno de 10% durante o periodo de um ano. Os custos indiretos varidveis
(energia, luz, ar condicionado,agua) utilizados no projeto também foram estimados em 10% do consumo
durante um ano. Calculou-se, entdo, que os custos indiretos incidiam em torno de 10% dos custos diretos
sendo 3% referente aos custos indiretos fixos € 7% para os custos indiretos variaveis.

! Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic
Technology,Inc®
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Composicao do custo para produgio de 13 ml de antigeno ELISA/Dot-Blot concentrado 180x

Preco USS
CUSTO DIRETO FIXO
INSUMOS - Material de laboratério 550.32
Mao de obra direta 259.43
CUSTO DIRETO VARIAVEL
Material de laboratorio 18.85
Equipamentos 124.10
Energia 36.20
Material de Lavagem 13.36
CUSTO DIRETO TOTAL 1002.26
CUSTO INDIRETO FIXO (3% do total dos custos diretos) 30.07
Instalagdes laboratoriais (10% utilizagdo no projeto)
Servigo de limpeza
Instalagdes elétricas e hidraulicas
CUSTO INDIRETO VARIAVEL (7% do total dos custos diretos) 70.16
Outros ( Iluminagio, Taxas agua/esgoto. Administragdo, etc)
CUSTO INDIRETO TOTAL 100.23
CUSTO TOTAL 1102.49
Produgio por lote (mL) 13
Custo/mL de Antigeno 84.81

Composicao do custo para produgio de 46,5 mL de antigeno IDGA CONCENTRADO 50X

Preco USS
CUSTO DIRETO FIXO
INSUMOS - Material de laboratorio 534.99
Mao de obra direta 272.06
CUSTO DIRETO VARIAVEL
Material de laboratdrio 10.39
Equipamentos 122,79
Energia 35.80
Material de Lavagem 17.16
CUSTO DIRETO TOTAL 993.19
CUSTO INDIRETO FIXO (3% do total dos custos diretos) 29.80
Instalagdes laboratoriais (10% utilizagdo no projeto)
Servigo de limpeza
Instalagdes elétricas e hidraulicas
CUSTO INDIRETO VARIAVEL (7% do total dos custos diretos) 69.52
Outros ( Tluminagido, Taxas agua/esgoto, Administragao, etc)
CUSTO INDIRETO TOTAL 99.32
CUSTO TOTAL 1092.51
Producao por lote (mL) 46.5
Custo/mL de Antigeno 23.49




Composi¢do do custo do teste MIDGA (12 liminas - 1 ml de antigeno)

Preco USS
CUSTO DIRETO FIXO
INSUMOS - Material de laboratorio 34.92
Maio de obra direta ) 2525
CUSTO DIRETO VARIAVEL
Material de laboratorio 4,12
Equipamentos 1.35
Energia 0.42
Material de Lavagem 1.80
CUSTO DIRETO TOTAL 67.85
CUSTO INDIRETO FIXO (3% do total dos custos diretos) 2.04
Instalagdes laboratornais (10% utilizagdo no projeto)
Servigo de limpeza
Instalacdes elétricas e hidraulicas
CUSTO INDIRETO VARIAVEL (7% do total dos custos diretos) 4.75
Outros ( Iluminagao, Taxas agua/esgoto, Administragdo. etc)
CUSTO INDIRETO TOTAL 6.78
Custo do teste MIDGA (USS)
custo total = 112 testes 74.63
custo do teste amostral em duplicata 0.67
COMPOSICAO DO CUSTO DO TESTE ELISA-I/PLACA

Preco USS

CUSTO DIRETO FIXO
INSUMOS - Matenal de laboratério 14.86
Maio de cobra direta 22.50
CUSTO DIRETO VARIAVEL
Material de laboratorio 3.75
Equipamentos 2.22
Energia 0.94
Matenial de Lavagem 2.17
CUSTO DIRETO TOTAL 46.44
CUSTO INDIRETO FIXO (3% do total dos custos diretos) 1.39
Instalagdes laboratoriais (10% utilizagdo no projeto)
Servigo de limpeza
Instalacoes elétricas e hidraulicas
CUSTO INDIRETO VARIAVEL (7% do total dos custos diretos) 3.25
Outros ( Iluminagao.Taxas dgua/esgoto. Administragio. etc)
CUSTO INDIRETO TOTAL 4.64
Custo do ELISA-i (USS)
custo total =42 testes 51.08
custo do teste amostral em duplicata 1.22
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Composicio do custo do teste Dot-Blot/Slot blot ¢/ 96 pogos

Preco USS
CUSTO DIRETO FIXO
INSUMOS - Material de laboratorio 12.96
Mio de obra direta ‘ 18.83
CUSTO DIRETO VARIAVEL
Material de laboratério 368
Equipamentos 1.38
Energia 1.07
Material de Lavagem 2.17
CUSTO DIRETO TOTAL 40.08
CUSTO INDIRETO FIXO (3% do total dos custos diretos) 1.20
Instalages laboratoriais (10% utilizagdo no projeto)
Servigo de limpeza
Instalagoes clétricas ¢ hidraulicas
CUSTO INDIRETO VARIAVEL (7% do total dos custos diretos) 2.81
Outros ( lluminagio, Taxas agw/esgoto, Administragio, etc)
CUSTO INDIRETO TOTAL 4.01
Custo do teste DOT-BLOT (USS)
custo total = 44 testes 44.09

custo do teste amostral em duplicata




