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sempre, de resistir, de ser fortaleza ambulante &&i que mora nossa forga.
Nossa beleza esta em nossa relatividade, na fraqgmez amanha se transcende, no
choro que, sim, pode acontecer e, quando passadaima, na dor que nos deixa
mais fortes, na capacidade de reconhecer sem nsedoculpa, sem remorso, nossa
humanidade, e entdo transcendermos. Sejamos humanos
SO néo perca a esperanca. Todos tem direito ardias, € normal sentir que as forcas
acabam. Mas ela volta, melhor, depurada, enraiz&fanéo perca a esperanca! Ainda
h& muitas coisas boas no seu caminho... Portanturdaemos.”

Flavio Siqueira — Mensagens que chegam pela manha

Este trabalho é dedicado a todos que sabem faerdesta luta, que tomaram pra si as
minhas dores e alegrias!
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Infeccdo de ovinos por lentivirus caprino: transmisédo, diagnostico e avaliacao
clinica. 2015. 107f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal mModpicos). Escola de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Faldéa Bahia, Salvador, 2015

RESUMO

As lentiviroses dos pequenos ruminantes sao erdadas causadas por retrovirus do
génerd_entivirus Este género de virus possui um ciclo de replaég&o, e sua infeccéo
pode ser assintomatica por um longo periodo. Pw@sesaracteristicas, 0s animais
infectados apresentam manifestacdo clinica lenpaogressiva, de quatro principais
formas: neuroldgica (mais frequente em animaisrjsyerespiratéria (mais comum em
ovinos), artritica (mais presente em caprinos) enan@, sendo chamada de artrite-
encefalite caprina quando acomete caprinos, e AvéET OU pneumonia progressiva
ovina, quando em ovinos. Além disso, animais irf@os muitas vezes apresentam
emagrecimento progressivo, também descrito em sutemtiviroses, como a
imunodeficiéncia felina e a anemia infecciosa eguentretanto este mecanismo ainda
foi pouco elucidado. Apesar de diversos estudognseconduzidos com estas
enfermidades, historicamente estes agentes vieis @nsiderados espécie-especificos,
denominando o agente em ovinos cameedi-visnavirus (MVV), e em caprinos como
virus da artrite-encefalite caprina (CAEV). Entréta estudos filogenéticos tém
demonstrado a heterogeneidade desses patogenssnesmos tém sido reunidos em
subtipos a partir da diferenca genotipica apredantsendo chamados de Lentivirus de
Pequenos Ruminantes (LVPR). Todavia, ainda n&o ekilarecida a forma de
retransmissao deste virus entre espécies. Assim, wen infectando cordeiros com
colostro e leite de cabras infectadas, buscou-akaase estes ovinos transmitiriam o
lentivirus de origem caprina (LVC) para outros @gnPara tal, foram realizados dois
experimentos: o primeiro onde se buscou a detedgd®NA pré-viral no leite de
matrizes e sémen de carneiros; e 0 segundo oraleabeu a retransmissao do LVC de
ovelhas para as suas crias. No primeiro, estalvaleege dois grupos experimentais, um
composto por 10 ovelhas, das quais foram obtidasriktras de leite, e outro composto
por quatro carneiros, dos quais foram obtidas 3@s&ias de sémen; todas as amostras
foram testadas pela técnica de P@RtednPCR) para a deteccdo de DNA pro-viral de
LVC. Foram detectados DNA pro-viral de LVC em o{tt6%) amostras de leite,
oriundas de duas (20%) ovelhas, e em uma (3,12%3teande sémen. Os produtos da
amplificacédo foram sequenciados, confirmando-gartce sequéncia gendmica do LVC.
No segundo, formaram-se dois grupos experimentigrupo exposto (GE) foi
constituido por 10 cordeiros, mantidas com suassmé@ge foram infectadas
experimentalmente com lentivirus caprino, positimasnPCR; e 0 grupo ndo exposto
(GN), caracterizando o grupo controle, formadogoco cordeiros, mantidos com suas
matrizes, negativas para LVC. Colheram-se amosiemssangue mensalmente, do
nascimento a um ano de vida, totalizando 13 ansgina animal. O GE apresentou
positividade em trés individuos, sendo dois na nQiR nos testes imunoldgicos. As
amostras positivas no nPCR foram purificadas eesem@das, comprovando tratar-se de
lentivirus com semelhanca a cepa CAEV Cork. Destand, comprovou-se a
transmissibilidade do lentivirus caprino entre ogin Além disso, um terceiro
experimento foi realizado, buscando-se avaliar mprometimento clinico dos ovinos
infectados com LVC. Estabeleceram-se dois grupperarentais: ovelhas infectadas
com LVC a partir da mamada de colostro caprino,(&velhas negativas para LVC,
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denominado grupo controle (GC). Os animais foraaliafos para a manifestacéo clinica
da lentivirose, além de amostras de soro sanguseenm submetidas as dosagens de
proteinas totais (PST), albumina (ALB), globulitaLOB), ureia, creatinina (CREA),
glicose (GLIC), triglicérides (TRIG), colesterol QLES), aspartato aminitransferase
(AST) ex-glutamiltrasnferase (GGT), em 22 diferentes mowgndo nascimento aos
720 dias de vida. Os resultados demonstraram daséec manifestacdo fisica da
enfermidade, e alteracdo em alguns metabolitogipost (PST e GLOB) e diminuicéo
da atividade da enzima GGT no primeiro ano de \Rdatanto, 0s ovinos retransmitem
o LVC, entretanto sem comprometimento clinico demmmdade.

Palavras-chave:lentivirus de pequenos ruminantes, sémen, leitéaboésmo, DNA
proviral.
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LIMA, C.C.V. Sheep infected with goat lentivirustransmission, diagnosis and clinical
evaluation.2015. 107f. Thesis (PhD., Animal Science in fhepics) - School of
Veterinary Medicine and Zootechny, Federal Uniugrsf Bahia, Salvador, 2015.

ABSTRACT

The lentiviruses in small ruminants are diseasassaxh by retrovirus of the genus
Lentivirus This virus genus has a slow replication cycled @s infection may be
asymptomatic for a long period. For these chareties, the infected animals have slow
and progressive clinical manifestation, four maisys: neurological (more common in
young animals), respiratory (more common in sheaghyitic (more present in goats)
and breast, being called arthritis -encefalite godten it affects goats, and maedi-visna
or ovine progressive pneumonia, when in sheephBurtore, animals infected often
exhibit progressive weight loss, also describedbtiner lentiviruses, such as feline
immunodeficiency virus and equine infectious anevinias, however this mechanism has
been poorly elucidated. Despite several studiesgbeonducted with these disorders,
historically these viral agents were considereaiggespecific, naming the agent in sheep
as maedi-visna virus (MVV), and goats as virusricgparthritis encephalitis (CAEV).
However, phylogenetic studies have demonstratetieterogeneity of these pathogens,
and they have been gathered into subtypes fromethetypic difference presented, being
called Small ruminants lentivirus (SRLV). Yet itmains unclear how to relay this virus
between species. So, once infecting lambs withstaln and milk of infected goats, we
sought to evaluate whether these sheep convey#is grigin lentivirus (LVC). For this
purpose two experiments were conducted: the filstres we tried the detection of
proviral DNA in milk matrices and semen of ramsgdahe second for assessment of
retransmission of sheep LVC for their young. Asffirset up two groups, one composed
of 10 sheep were obtained of which 50 samples &, rand the other consists of four
sheep, which were obtained 32 sample of semersafiiples were tested by the technique
of nested PCR (nPCR) for the detection of pro\ifdlA LVC. Proviral DNA LVC were
detected in eight (16%) samples of milk obtaineanftwo (20%) sheep, and only one
(3.12%) semen sample. The amplification productewequenced, confirming the case
of genomic sequence of the LVC. In the second, tiree formed two groups consisting
of 15 lambs divided into two groups: the treatngmoup (GE) consisted of 10 lambs kept
with their mothers, who were experimentally infecteith lentivirus goats, positive in
the nPCR; and the unexposed group (GN), featuhiagdntrol group, consisting of five
lambs kept with their mothers, negative for LVCnipdes were taken monthly blood
from birth to one year of life, totaling 13 samples animal. The GE was positive in
three individuals, two of the nPCR and in immunatagtests. Positive samples in nPCR
were purified and sequenced, proving that thisiéssimilarity with lentiviruses CAEV
Cork strain. Thus, it proved to transmissibilite lentivirus sheep from goats. In addition,
a third experiment was carried out, seeking toweatal the clinical signs of sheep infected
with LVC. Set up two experimental groups: infecsbadep with LVC from the feeding of
colostrum goat (Gl), and negative sheep to LVAgedatontrol group (GC). The animals
were assessed for clinical manifestation of lenises, and serum samples were
subjected to of total protein (PST), albumin (ALB)obulin (GLOB), urea, creatinine
(CREA), glucose (GLIC), triglycerides (TRIG), chsterol (COLES), aspartate
aminitransferase (AST) aneglutamiltrasnferase (GGT) in 22 different timasnh birth

to 720 days of life. The results demonstrated rysiglhal manifestation of the disease, and



changes in some protein metabolites (PST and GlabB)activity of the enzyme GGT

in the first year of life. So the sheep relay LM@wever without clinical signs of the
disease.

Keywords: Small ruminant lentiviruses, milk, semen, biochdémngisDNA proviral.
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INTRODUCAO GERAL

Os lentivirus sdo um género de agentes infeccoisdestaque na saude dos animais
e do homem. Abrange um vasto numero de agentesn&seis por doencas severas,
como: imunodeficiéncias humana, simia, bovina adelanemia infecciosa equina,
artrite-encefalite caprina (CAE) e maedi-visna (MM) pneumonia progressiva ovina
(PPO) (LEROUX; MORNEX, 2008).

Entretanto, mesmo sendo um género tao importamiedieersos estudos na area,
pouco se conhece sobre a sua patogenia, dificoltarsenvolvimento dos programas
de prevencéo, controle e erradicacdo destas ewl@ies. Em se tratando dos lentivirus
de pequenos ruminantes (LVPR), ou seja, do viruarttide encefalite caprina (CAEV)

e do maedi-visna virus (MVV), os desafios sdo amdares, uma vez que, estes agentes
nao sado espécie-especificos como os demais visge dénero, o que implica em novas
abordagens de medidas de controle (BLACKLAWS, 2012

Estudos comprovam a presenca dos LVPR em varigegdbs cinco continentes,
realcando ainda mais o impacto econdémico destaremfade (OIE, 2014). Em relacao
ao Brasil, a comprovacao da presenca dos LVPR andgrparte dos estados (MOOJEN
etal., 1986; RAMOS et al., 1996; SARAIVA NETO ¢t 4995; PINHEIRO et al., 2001;
SANTIN et al., 2002; LILEMBAUN et al., 2007; SOBRHO et al., 2008; LARA et al.,
2009; SOBRINHO et al., 2010; LIMA et al., 2013a3usa preocupacao quanto ao status
sanitario dos rebanhos de caprinos e ovinos.

Ressaltando a importancia social que a atividadeds@ representa para o pais,
principalmente para a agricultura familiar desewda na regidao Nordeste, com a
maioria das cria¢des voltadas ainda para subsiat@m ambientes aridos e semiaridos,
onde cultivos e exploracdes tradicionalmente radbz em outros locais pouco se
adaptam, a caprinovinocultura é responsavel petateacéo da pecuaria local (SOUZA,
2004; LIMA et al., 2013a).

Portanto, estudos que esclarecam os mecanismims@tos a replicacdo, a laténcia
viral, ao diagnaostico e a possibilidade de elimémago virus sdo necessarios, a fim de se
embasar medidas de prevencdo, diagndstico, cotreteadicacdo. Assim, este estudo
buscou elucidar aspectos pertinentes a transmisetarespécies dos LVPR,
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principalmente porque grande parte do rebanho degm®s ruminantes sao criados

juntos, por produtores que muitas vezes negligenoiauidados com a enfermidade.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

1. Considerac0Oes historicas, ocorréncia e transmiss@terespécie dos lentivirus

de pequenos ruminantes

As primeiras descri¢cdes de lentiviroses de pequeumogantes foram realizadas
na Africa do Sul, em 1915; e nos Estados Unidosl @28, onde os ovinos apresentavam
pneumonia intersticial cronica (BRODIE et al., 1989ASICK, 1998). Em 1933, na
Islandia, foram isolados casos de ovinos nativossgmtando disturbios respiratérios e
neurolégicos, respectivamente “Maedi” e “Visna”’,06apa importacdo de animais
infectados, da raca Karakul, oriundos da Alemard@n o intuito de melhorar
geneticamente o rebanho islandés (STRAUB, 2004).

Entretanto, apenas em 1954 as duas enfermidadam foglacionadas como
causadas por um Unico agente, denominada por Bjgurdsson como um “lentivirus”
(CLEMENTS; ZINK, 1996; MOOJEN, 2001). Por se tradarum mesmo agente, este foi
denominado de maedi-visna virus (MVV) (THORMAR; HEADOTTIR, 1965).

O CAEV foi observado em 1974, nos Estados Unidasindo descrita uma
leucoencefalomielite infecciosa, de possivel egi@oviral, cujo sinal clinico era uma
paralisia, em animais entre um e quatro mesesade CORK et al., 1974; CRAWFORD
et al., 1980; CALLADO et al., 2001). Por ser tambégente causal de alteracbes
articulares em caprinos adultos, a doenca foi devema sindrome artrite-encefalite
caprina (CAE), e em 1980 foi reconhecida como ueaiMirose (CRAWFORD;
ADAMS, 1981).

A partir das tentativas de melhoramento dos cagprilgiteiros, o virus se
disseminou, e além da sua presenca em alguns maisgseus, atingiu rebanhos no
Canada, na Franca, na Noruega, na Suica e nos Ekhkgando estes paises a
apresentarem taxas de soropositividade entre 85e(BAWSON, 1987a).

No Brasil, o primeiro relato da presenca da infequr este Lentivirus foi realizado
por Moojen et al. (1986), no Rio Grande do Sul (B8puido de Fitterman (1988), no
estado da Bahia (BA). Entretanto, estudos realzadm amostras colhidas no inicio da
década de 80 foram identificados animais soropositno Rio de Janeiro (CUNHA;

NASCIMENTO, 1995). Todavia, o primeiro isolamenical/no pais ocorreu apenas em
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1993, no RS (HOTZEL et al., 1993), seguido de Mogeal. (1996), ainda no RS, e
apenas em 2006 foi realizado o primeiro isolameat8ahia (TIGRE et al., 2006).

A ocorréncia da LVPR é observada principalmenter@banhos leiteiros formados
pelo resultado da importacdo de racas, como a Aanbglana, Saanen, Parda Alpina,
Toggenburg e seus cruzamentos (FRANKE, 1998). NwiBrarios relatos indicam que
0s LVPR estdo presentes em varios estados, comm g@dobservado nas Figuras 1
(ocorréncia em caprinos) e Figura 2 (ocorrénci@emos), e dentre os estudos realizados
se destacam com maior positividade os planteidedado padrao genético (BATISTA
et al., 2004). Segundo Lilembaun et al. (2007)enda permanece néo diagnosticada em

vérias regides dos paises em desenvolvimento,iabpeate em regides tropicais.

Figura 1 - Soropositividade para lentivirus em caprinos derentes regidées no Brasil.
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Figura 2 —Soropositividade para lentivirus em ovinos de difiégs regides do Brasil.
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Por muitos anos agentes infecciosos isolados deosvioram denominados de
maedi-visna virus, enquanto que em caprinos comus \da artrite-encefalite caprina.
Entretanto, analises gendmicas desses lentivigsresm que tenham evoluido de um
genotipo ancestral comum, além de ter sido evidelaca capacidade de cruzar barreiras
interespécies e de adaptacao a novos hospedeifBOWUX et al., 1995; ZANONI, 1998;
CASTRO et al., 1999; SHAH et al., 2004a; GERMAINAMAS, 2006; GJERSET et al.,
2007; PISONI et al., 2007; GIAMMARIOLI et al., 2011Portanto seriam um grupo
heterogéneo de agentes virolégicos com abrang@adiaspedeiros variavel e diferentes
capacidades patogénicas, passando a serem denomitemtivirus de pequenos
ruminantes (LVPR), assim tratados coquasispéciesirais Unicas com a capacidade de
infectar tanto ovinos quanto caprinos, indicandssira a transmissdo entre espécies
(PASICK, 1998; BLACKLAWS et al., 2004; PISONI et,&£2005; GJERSET et al., 2007,
GJERSET et al., 2009).

Desta forma, surgiu uma nova classificacdo inicipda Shah et al. (2004a),

baseando-se nas sequéncias dos ggamps pol, sugerindo quatro grupos ou genotipos
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virais (A, B, C e D), com seus respectivos subtipdssta classificacdo as sequéncias
relacionadas ao MVV sdao atribuidas ao grupo A eegms relacionadas ao CAEV ao

grupo B, e as cepas divergentes de ambos, claskBcentre os grupos C e D. Outros
grupos e subtipos foram estabelecidos, a partindeas sequéncias isoladas, como pode
ser verificado na Tabela 1 (SOUZA et al., 2012).

Tabela 1 -Classificagdo taxonémica dos lentivirus de pegsiemminantes apresentando
novos subtipos propostos em estudos filogenéticostepores ao

publicado por Shah et al. (2004a).

Grupos  Subtipos Espécies Referéncias
Al Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a) e Gregh €2007)
A2 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)
A3 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)
Ad Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)
A5 Caprinos Shah et al. (2004a)
A6 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)
A A7 Caprinos Shah et al. (2004a)
A8 Caprinos Grego et al. (2007)
A9 Caprinos e ovinos Grego et al. (2007)
A10 Caprinos e ovinos Pisoni et al. (2010)
All Caprinos e ovinos Giammarioli et al. (2011)
Al2 Caprinos e ovinos Olech et al. (2012)
Al13 Caprinos e ovinos Olech et al. (2012)
Bl Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a) e Pidaali €2005)
B B2 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a)
B3 Caprinos e ovinos Bertolotti et al. (2011) er@iaarioli et al. (2011)
C - Caprinos e ovinos Shah et al. (2004a) e Gjetsadt €007)
D - Caprinos Shah et al. (2004a)
E1l Caprinos Grego et al. (2007) e Reina et al.p01
E2 Caprinos Grego et al. (2007) e Reina et al. 01

Fonte: SOUZA et al. (2012) adaptado

2. Etiologia, patogenia e imunologia dos lentivirus dpequenos ruminantes

Os LVPR pertencem a familiRetroviridae géneroLentivirus fazendo parte,
portanto do grupo de retrovirus ndo oncogénicofREIB, 2004; QUINN et al., 2005).
A este mesmo género pertencem outros virus de témmia veterinaria e humana, como
0s virus da anemia infecciosa equina, o maedi-Wdsgaovinos e das imunodeficiéncias
felina (FIV), bovina (BIV), simia (SIV) e humanal@y (TAVARES; PEREIRA, 1999;
LARA et al., 2003), como pode ser observado na laahe
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Tabela 2.Doencas causadas por Lentivirus

Nome do Virus Abreviatura  Hospedeiro Tropismo

Virus da anemia infecciosa equina AIEV Equinos Méagos

Virus da maedi-visha MVV Ovinos Macrofagos

Virus da artrite-encefalite caprina CAEV Caprinos advbfagos

Virus da imunodeficiéncia felina FIV Felinos T-CDAMacrofagos
Virus da imunodeficiéncia bovina BIV Bovinos T-CDAMacrofagos
Virus da imunodeficiéncia simia SIv Primatas T-CD4dacréfagos
Virus da imunodeficiéncia humana HIV1/2 HumanosT-CD4+/ Macrofagos

Fonte: Tavares; Pereira (1999).

A familia Retroviridaeé composta por virions de tamanho aproximado &otre
100 nm, com simetria de capsideo icosaédrica, epadb e com genoma do tipo RNA
linear, diploide, de fita simples e sentido positi®s trés principais genes contidos no
genoma sagag pol e env O genegag (antigeno grupo-especifico) codifica proteinas
estruturais internas. O gepel (polimerase) codifica as enzimas transcriptasersave
integrase. O genenv(envelope) codifica glicoproteinas-transmembrada superficie
do envelope. Ha também os genes que regulam asefpreo genoma viraiag, rev e
vif) (Figura 3). O virus (Figura 4) ainda apresentas@o envelope uma glicoproteina
importante, a gp135, e no capsideo, a p28, queémla formacdo de anticorpos nos
animais. Ha grande quantidade de acido sialicauparficie do virus, o qual protege a
proteina viral da digestdo das proteases e deapigarneutralizacdo viral por anticorpos
(QUINN et al., 2005; ICTV, 2009).

Figura 3. Organizacdo gendmica do virus da artrite-endefediprina (OLSEN, 2001).

?M Pﬂ'{ Fev 2
- gag vif / - -

Figura 4. Estrutura do Lentivirus de Pequenos Ruminantes @@QQ008
modificado).
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Envelope 3
Capsideo

Glicoproteina de superficie

Matriz

Glicoproteina
transmembrianica

RNAiral Transcriptase reversa

O Lentivirus de Pequenos Ruminantes apresentatnoppor células do sistema
monocitico fagocitario que promovem a distribuiedeplicacdo viral. A interagdo ocorre
por ligacdo da glicoproteina do seu envelope apteces especificos ha membrana
celular do hospedeiro (PASICK, 1998; BLACKLAWS, 2050UZA et al., 2012). A
replicagdo é restrita, e permite que o virus peegatatente nos mondécitos do hospedeiro
(PUGH, 2004; PAULA et al., 2008). Isso porque, amosnfeccdo da célula, a
transcriptase reversa gera DNA de dupla fita (pusyj a partir do RNA viral, e este
provirus se integra ao DNA cromossémico da célusphdeira (DAWSON, 1987b;
PASICK, 1998).

Os lentivirus replicam-se no momento de maturag@oditaria. Diferente dos
outros lentivirus, os LVPR ndo causam imunodefgnomo as outras lentiviroses, tais
como HIV, SIV e FIV, pelo fato de terem predilecpor infectar principalmente
monaocitos-macrofagos e nédo linfocitos. A replicag&al nos macrofagos infectados
induzem uma proliferacéo e reatividade linfocitidam desenvolvimento inflamatério
cronico e aumento da expressao de complexo primbghistocompatibilidade classe Il
por macrofagos teciduais. Esta ativacdo nas cépdde ser através da producdo de
citocinas por células inflamatérias ou induzidaoperéprio virus Os macrofagos
infectados induzem a uma proliferacdo e reativid@dfecitaria inespecifica, o que
justifica as reacgfes imunomediadas que caracteriazagvolucdo das lentiviroses

classicas, entretanto, apesar dos individuos adest ndo serem considerados
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imunossuprimidos, pois nao altera a relagdo déditds T CD4 e CD8 nem de
granul6citos PG68Anao se pode excluir a possibilidade de alteracédégntionalidade
de células infectadas, por modificar os padréestdeinas liberados pelos macrofagos,
que pode interferir na defesa celular, e por camseg permitir a infecgcdo por outros
patdgenos (QUINN et al., 2005; PONTI et al., 20BBNTOS, 2012).

A doenca resulta da inflamagéo decorrente da reagdsistema imune do
hospedeiro para o virus expressado. O desenvoltantenanticorpo neutralizante nédo
detém a replicacao viral por causa da expressdtmoarde variantes antigénicas do virus
com epitopos de neutralizagdo que diferem no tgpedfico;além de padrbes de
glicosilacédo da proteina do envelope viral, umaoez o acido sialico da superficie do
virus diminui a avidez do anticorpo neutralizaatevirus. No entanto, € a resposta
inflamatoria a infeccdo que causa as alteracdes taoslos, responsaveis pela
manifestacdo da enfermidade. As lesdes sdo deematlimfoproliferativa e o virus causa
uma sindrome multissistémica, que envolve prinoigate o tecido conjuntivo de
revestimento sinovial, causando artrite cronicejeiacdo e endurecimento do Ubere,
com ou sem mastite, e pneumonia intersticial cedO(iRADOSTITS et al., 2002;
LEROUX et al., 2010).

A ocorréncia de variantes antigénicas estimulas@éa infeccdo persistente; estas
mutacoes e selecbes podem promover alteragao u@naia, inclusive facilitando o
cruzamento interespecifico, o que justifica a éxisia de subtipos virais presentes tanto
em caprinos quanto em ovinos (BLACKLAWS, 2012; S@U al., 2012).

Outro fator a destacar é a possibilidade de -coinpamtalizacdo viral,
caracterizada quando na ocorréncia de distin¢cagtigardos LVPR isolados nos diversos
tecidos animais, correspondentes as sub-populagfas em um mesmo individuo

(RAMIREZ et al., 2012), dificultando ainda maisapeacidade de eliminacao viral.

3. Transmissao dos LVPR

Os LVPR infectam mondcitos e macréfagos, e dissamise pelo sangue, leite ou

colostro (PINHEIRO et al., 2001). A principal forrda transmisséo do virus é pela via
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digestiva através da ingestdo de colostro e lgtardmais infectados. A presenca do
anticorpo no colostro ndo evita a infeccado (PREZUS al., 2004; STACHISSINI et al.,
2007).

A fémea tem papel fundamental na transmissdo aagabd. A introducdo de
fémeas infectadas com LVPR nos rebanhos acelezasntissdo para 0s oiutros animais
do rebanho, em virtude do contato prolongado cotrasumatrizes e seus filhotes, bem
como na ocorréncia de problemas na ordenhadeiranmoacprovocando lesdes no teto
(PINHEIRO et al., 2001; FROTA et al., 2005).

A transmissdo materna fetal dos LVPR, mesmo corabacidéncia, pode ocorrer
por via intrauterina e transmissao no canal vaginahomento do parto, ou ingestao ou
inalacdo de células infectadas pelas crias (SILMRA, 2007; KONISH et al., 2011).

Sugere-se que a transmissao pode ocorrer peloteatitato prolongado com
sangue, fezes, saliva e secre¢bes urogenitaislae apgidade sexual, visto ter se
evidanciado a particula viral nestas secrecdes Né&fal., 1998; GUEDES et al., 2001;
LEITNER et al., 2010). Lara et al. (2003) demornstma, indiretamente, a presenca e
viabilidade do LVPR no sangue circulante, colostieite de caprinos infectados, bem
como a possibilidade desses fluidos orgéanicos tarfem animais suscetiveis por
inoculagéo. Os cabritos quando marcados com tatuamidaminado com sangue de
caprinos positivos apresentaram soroconversao. dgidenciou a possibilidade de
transmissao horizontal iatrogénica da infeccao Ag.C

O virus ja foi identificado no sémen de animafedtados, representando assim a
possibilidade de transmissdo por monta naturalsemmacao artificial, sendo que a
presenca de inflamacgdes ou infecgbes no orgdodefmopode desencadear o maior
fluxo destas células inflamatorias, resultando emmento da carga viral no sémen. A
diluicdo do sémen pode diminuir a carga viral @ked abaixo do detectavel em cultura,
levando a resultados falso-negativos, pois a lavadesémen nédo remove totalmente os
monaocitos e os macréfagos (ANDRIOLI et al., 2008IDRIOLI et al., 2006).

E importante salientar a possibilidade de que sutnéas de infec¢éo horizontal
estejam envolvidas na transmissdo do LVPR, umaquez o virus ja foi isolado e
cultivado em diferentes tipos celulares que podertar papel importante na sua
transmissao (SILVA; LIMA, 2007).
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Deve-se considerar que em criagdes consorciadpsnas e ovinos, de forma
ainda ndo muito clara, podem transmitir naturalmententivirus (SHAH et al., 2004b;
COSTA et al., 2007). Semelhante ao encontrado paz&et al. (2015), ao comprovarem
a transmissao do lentivirus caprino para ovingsaréir do contato direto dos animais

apos um més de confinamento.

4. Achados clinicos da CAE e MV

A lentivirose € uma doenca crbnica, que ocasiona¥a&inais clinicos, entre eles
a artrite, a encefalite, a mastite e a pneumor@JA et al., 2005; PUGH, 2004; LARA
et al., 2005). O virus pode estar presente em tosldiguidos bioldgicos do organismo
(FRANKE, 1998). Linfadenopatias e emagrecimentgpssivo podem ser observados,
de forma isolada ou simultdnea (COSTA et al., 20@ntretanto alguns animais
infectados podem nao apresentar sinal clinico taridade (GUEDES et al., 2001).

As principais formas clinicas nos caprinos dessré@a animais infectados pelo
virus sao leucoencefalomielite, que ocorre, prisdoy@nte, em animais jovens, e artrite,
mais frequente em animais adultos, além de pneuwnriotersticial crénica, e mastite
intersticial com endurecimento progressivo do pguéna da glandula mamaria (LARA
et al., 2005). A doenca causa prejuizos econdnmiaqeoducédo, principalmente devido
ao quadro de caquexia dos animais. Casos de pneueencefalite podem causar morte
dos animais acometidos (TEIXEIRA et al., 2008).

O emagrecimento progressivo observado em animiastados ainda n&o tem o
seu mecanismo totalmente esclarecido, apesar ddrigmrrido a deficiéncia alimentar.
Entretanto, verificou-se a influéncia da infecc@onmetabolismo dos animais devido as
menores concentracdes séricas de albumina, crestumeia e glicose (DIAS, 2011).

O sinal clinico mais consistente em animais acatostcom a CAE é o aumento
de volumeperiarticular do carpo, que aparece ema M0D% nas cabras infectadas
(KNOWLES et al., 1994). Ja para ovinos com MV, anfa respiratoria € a mais
importante. Os animais acometidos manifestam difaxle respiratoria, apatia,
emagrecimento, podendo desenvolver quadros de mmeairbacteriana, secundarios a
infeccdo (DAWSON, 1987a; ANGELOPOULOU et al., 20BENAVIDES et al.,
2013).
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A forma articular da LVPR é caracterizada prinaipahte pelo aumento de volume
da articulacdo, além de outros disturbios do siatémoomotor, como claudicacao e
adocéo de posicdes anémalas. A forma clinica mardésta enfermidade é caracterizada
pela presenca de nédulos e endurecimento difugmrénquima da glandula mamaria,
assim como a diminui¢do da producgéao de leite (FRENKO998; CASTRO et al., 1999;
GREGORY et al., 2009a; GREGORY et al., 2009b).tArak&o pulmonar se caracteriza
por pneumonia intersticial. J& a forma neurolégicais comum em cabritos entre um a
quatro meses de idade, se caracteriza pela prsdmcacoordenacdo e paralisia

(CALLADO et al., 2001).

Figura 5. Manifestacao clinica da lentivirose de pequenosirrantes em
caprinos. [A] Forma neurolégica; [B] Forma mama¢konte:
gentilmente cedido por Roberta L.L. de Brito); [CD§ Forma
articular associada a emagrecimento progressivatéF@rquivo
pessoal).
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Devido a auséncia de sinais clinicos patognoménécas presenca de animais
assintomaticos, é importante o auxilio de testesrédoriais no diagnéstico da LVPR
(LARA et al., 2005). As técnicas utilizadas se lmwena deteccédo direta do virus ou do



29

seu material genético, e indireto na identificagéoanticorpos (PINHEIRO et al., 2001;
REINA et al., 2006; CRUZ et al., 2009a; CRUZ et 2009b).

A técnica de PCR possui alta especificidade e ivalasensibilidade, sendo
recomendada em programas de controle da enfermataddapas mais avancadas, por
conseguir detectar o inicio da infeccdo, a fasevidemia (FROTA et al., 2005).
Entretanto, como a duracdo desta é variavel, farsesséario o auxilio de técnicas de
diagndstico para deteccdo de resposta humoral (RL&t4l., 2009).

O diagnostico sorologico € o mais utilizado, termiono objetivo detectar a
presenca de anticorpos, mas a avaliagdo deve strlasa, visto que um resultado
negativo pode ser um falso negativo, pela posddik de soroconverséo tardia ou baixas
concentracdes de anticorpos no sangue (FRANKE,)1@€88métodos mais utilizados
sdo a imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), aidédmunoenzimatica — enzime-
linked immunsorbent assay (ELISA)nmunobloting(IB) e a imunofluorescéncia
indireta (IFI) (LIMA et al., 2013b).

Para ser declarado livre da infeccdo um rebanhdgmmente infectado deve ser
negativo em pelo menos trés ou quatro testes emvaitbs de seis a doze meses (NORD
et al., 1998; PINHEIRO et al., 2012). Impedir agagacéo da infeccdo de LVPR inclui
a pasteurizacdo do colostro, a segregacdo e afickg@io de animais soropositivos
(LEITNER et al., 2010). A segregacao e/ou erradioamediata dos animais constitui
uma pratica eficiente para limitar a propagacawides, que por sua vez, tem um impacto
positivo na producédo, incluindo alguns parametrodeite, aumentando os niveis de
proteina e sdlidos totais (TURIN et al., 2005).

Vale salientar que, em programas de controle edieagdo da enfermidade
implementados em sistemas de criagdo consorciadaaprinos e ovinos, é importante
realizar o controle de ambas as espécies, poisarsnissdo interespécie € uma
possibilidade (SHAH et al., 2004b).

OBJETIVOS

- Detectar a presenca do lentivirus caprino (LVG)lgite de ovelhas e no sémen de

carneiros.
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- Avaliar a transmisséao do lentivirus de caprindg®) entre ovinos

- Realizar a avaliagéo clinica de ovinos infectaoma o lentivirus caprino

HIPOTESE CIENTIFICA

Ovinos infectados com lentivirus caprino podemgnaitir a infeccéo, por diferentes vias,

manifestando alteragdes clinicas da enfermidade.



CAPITULO 1
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Lentivirus caprino em leite e sémen de ovinos
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Lentivirus caprino em leite e sémen de ovinos

RESUMO

Com o objetivo de detectar a presenca do lentiviagsino (LVC) no leite de
ovelhas e no sémen de carneiros, utilizaram-senuzizes e quatro reprodutores
infectados experimentalmente com o LVC. Foram dalkiamostras de leite das ovelhas
durante os quatro meses de lactacdo, ocorrendo catetas por animal, totalizando 50
amostras. Quanto aos carneiros, realizaram-seali¢tas de sémen por animal, durante
um ano de experimentacéo, totalizando-se 32 ansogtsaamostras de leite e de sémen
foram submetidas a extracdo de DNA e a prova dgiceam cadeia da polimerase do
tipo nestednPCR), visando a deteccdo de DNA proviral do L@@o (16%) amostras
de leite foram positivas na nPCR oriundas de duekhas. Apenas uma (3,12%) amostra
de sémen apresentou positividade. Produtos da farapfio foram sequenciados,
confirmando-se tratar de sequéncia genémica do LM3ta forma, demonstrou-se a
presenca do DNA proviral do LVC em leite e sémeowdros, confirmando a viabilidade

da infec¢d@o entre espécies, alertando sobre odsaafeccdo se espalhe.

Palavras-chave:Lentiviroses, transmisséo, infecgéo cruzada.
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Detection of caprine lentivirus in sheep milk and emen of rams

ABSTRACT

In order to detect the presence of the caprineviems (LVC) in milk of sheep and
semen of rams, ten sheep and four rams experinheitidcted with LVC were used.
Milk samples of sheep were collected throughout ldetation period, totaling five
collections per animal and 50 samples. About thesydhere were eight semen collection
sessions per animfr a year of experimentation, totaling 32 sampE<A of milk and
semen were extracted and they were submitted ymfeéohse Chain Reaction of nested
type (nPCR), aimed at LVC proviral DNA detectiors for milk, only two sheep had
positive samples in nPCR totaling eight positivengkes among the 50 analyzed.
Regarding the semen, only one sample was positivéPCR of 32 samples analyzed.
Some of the positive samples were sequenced, oonfirthat they were sequences of
LVC. Thus, it was possible to prove the presencprofiral DNA of caprine lentivirus
in milk and semen of sheep, confirming the viapibf interspecies infection, warning

about the risk of infection spreading.

Key words: Small ruminant lentivirus, transmission, crosgation.
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INTRODUCAO

A artrite-encefalite caprina (CAE) e a maedi-visdas ovinos (MV) séao
enfermidades causadas por lentivirus de pequenusantes (LVPR), caracterizando-se
por evolucao crénica e agravamento progressivo atgto (BLACKLAWS, 2012). Sédo
conhecidas diferentes manifestagfes clinicas, sengoincipais a artrite, a pneumonia,
a encefalite e a mastite, além do emagrecimengressivo (PEREZ et al., 2014).

As vias de transmissao mais importantes sdo pasiag de colostro e leite
contaminados, e por contato com secre¢fes contevidas, como as do trato respiratorio
e reprodutivo. Logo, a transmisséo pode ocorrdicadmente, entre a matriz infectada e
suas crias (ALVAREZ et al., 2005); horizontalmergelo contato direto entre animais
infectados e suscetiveis (VILLORIA et al., 2013)leeforma iatrogénica, destacando-se
a mamada artificial e a utilizacdo de sémen enidasme reproducdo (ALVAREZ et al.,
2006; ANDRIOLI et al., 2006; SOUZA et al., 2013).

Durante anos, os agentes etiologicos da CAE e dddvAm considerados como
espécie-especificos. Entretanto, analises genondoass LVPR apontaram para a
ocorréncia de cepas heterogéneas, evoluidas da#ipos virais da CAE e da MV,
capazes de infectar tanto caprinos quanto ovindékbet al., 2004).

Nesse sentido, a transmissdo do lentivirus de raaprpara ovinos ja foi
comprovada (SOUZA et al., 2015), entretanto naa elsiro se animais infectados com
cepas heterdlogas tém a capacidade de transmifecgéo. Desta forma, o objetivo deste
experimento foi detectar a presenca do DNA prowdemllentivirus caprino em leite e

sémen de ovinos infectados experimentalmente.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro Nacional dsegRisa de Caprinos e Ovinos
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria r@pabCaprinos e Ovinos), no
municipio de Sobral (CE), sob aprovacédo do Consté&tica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Vale do Acaral/Embrapemémnd 001/2012).

Visando a deteccao do lentivirus caprino (LVC) eibel e no sémen de ovinos,

foram estabelecidos dois grupos experimentais comeas de um ano de idade, mesticos
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das racas Morada Nova e Santa Inés, mantidos esokad baias de experimentagéo. O
primeiro grupo constituiu de 10 fémeas e o seg@widormado por quatro machos. Tanto
as fémeas quanto os machos foram infectados aoneago com LVC, por mamada de
colostro e leite de cabras infectadas. A infecgd C foi confirmada a partir de testes
de reacdo em cadeia de polimerase dortgzedNnPCR) aos sete dias de vida, e durante
todo o experimento 0os animais foram avaliadoscdimiente.

No grupo das fémeas, amostras de leite foram @sdlads 30, 60, 75, 90 e 120 dias
de lactacdo, em tubos tipo falcon de 15mL, estéapids limpeza dos tetos com auxilio
de gaze e alcool 70%. A ordenha foi realizada deétimente até ser obtido o volume de
15 mL de leite de cada teto.

As amostras de leite foram centrifugadas a 3@ 15 minutos e lavadas cinco
vezes com solucao salina fosfatada (PBS) paraemcixd da papa de células, baseando-
se na metodologia descrita por Sardi et al. (2D12bDNA foi extraido de acordo com
Grimberg et al. (1989), utilizando cloreto de liegproteinase K. Apds a extragcdo, as
amostras foram armazenadas a -20°C, até a realidag&cnica de nPCR.

No grupo dos machos, foram realizadas oito cold¢as®@men por animal, durante
um ano de experimentacdo. O sémen foi colhidozatillo-se vagina artificial (MIES
FILHO, 1962), tendo como manequim uma fémea ovin&ie.

Foram utilizadas 100pL de sémen fresco para fdtvam coluna de Sephacryl S-
40, seguindo método de Santurde et al. (1996),rptirada de impurezas. Apos, 3uL de
cada filtrado foi transferido para microtubos esitgra fim de realizar a extracao de DNA,
com a utilizagdo de 200puL de solugédo de Chelex 4@, 2uL de proteinase K
(10pg/pL) e 7uL de Dithiothreitol a 1M, incubadas éanho-maria a 56°C, por 60
minutos. Depois desta etapa, as amostras foram demzzadas por 10 segundos, e
aquecidas em banho-maria de agua fervente (10@t@)jtp minutos, para inativacao da
proteinase K. Posteriomente, realizou-se centrg@gapor trés minutos a 13.000G, e
acondicionamento em freezer a -20°C, até a redlizedg teste de nPCR.

As amostras de DNA extraidas do leite e do sémamfcubmetidas a técnica de
NPCR, seguindo-se o método de Barlough et al. {18@4lificada por Andrioli et al.
(2006). A reacao consistiu de um volume total del5@ontendo tampéo (10mM tris-
HCI, 50mM KCl e 1,5mM MgG), 100uM de cada dNTP, 20pmol de cada

oligonucleotideo iniciador; 2U de Taq DNA polimexa8uL de amostra na primeira
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etapa e 1pL do produto desta na segunda etapa sermume final completado com
agua estéril. Em paralelo com as amostras testatileyu-se um controle negativo (dgua
estéril), e um controle positivo (material extraid® cultura de célula de membrana
sinovial infectada com lentivirus, cepa Bl, ciemie no rebanho experimental de
caprinos infectados com LVC da Embrapa CaprinOsiaos).

Na reacdo foram utilizados dois pares de oligomtieos iniciadores, obtidos a
partir de sequéncia da regido do ggag da amostra de cepa padrdo CAEV-Cork
(SALTARELLI et al, 1990), sendo 0s iniciadores P1(5-
CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3) e P2 (5-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3’) usados para obter ursaquéncia alvo de
297pb e os iniciadores P3 (5'-GTTCCAGC AACTGCAAACABGCAATG-3) e P4
(5’ ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC-3’), objetivando aobtencdo de um
fragmento-alvo de 187pb (RIMSTAD et al., 1993).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas emootador Programmable
Thermal Controller, PTC-100, MJ Research,.)nconstituindo um ciclo inicial de 94°C
por cinco minutos; seguidos por 35 ciclos de umutaira 94°C, um minuto a 56°C e 45
segundos a 72°C; extensao final a 72°C por setatosinAs amostras amplificadas e os
controles positivo e negativo, juntamente com ccaor de 100 bp DNA ladd&rforam
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2¥Bén{Tris, borato e EDTA 0,1X),
coradas com brometo de etidio e visualizadas ensltn@inador de luz ultravioleta
(ANDRIOLI et al., 2006).

As amostras positivas na nPCR foram sequénciadaplataforma Applied
Biosystem® 3500 Genetic AnalyzerEstas sequéncias foram alinhadas com uso do
Clustal W(THOMPSON et al., 1994), utilizando o prograBiaEditSequence Alignment
Editor® (HALL, 1999) e comparadas com as sequéncias ¢s qadroes CAEV Cork
e MVVK1514, disponiveis no GenBank sob a numerald@3677 e M60610,
respectivamente, além da sequéncia obtida a paticepa circulante na Embrapa
Caprinos e Ovinos (BR/CNPC-G1), classificada coutuipo B1.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foi detectado DNA proviral de LVC no leite de oasla partir da técnica de nPCR
em oito amostras das 50 analisadas (Tabela 1)s Betastras positivas pertenceram a

duas das dez ovelhas utilizadas.

Tabela 1. Resultados de PCRiested em amostras de leite de dez ovelhas
experimentalmente infectadas com lentivirus caprimthidas dos 30 aos
120 dias de lactacéao.

Matrizes ovinas
Periodo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
30 dias - - -+ - -
+
+

60 dias - - -
75 dias - - -
90 dias - - - - - -

120 dias - - - - - -
(-): Negativo; ¢): Positivo.

1
1
+ |+ |+ |+ |+
1
1
1

A capacidade da nPCR em detectar o DNA provir&mefoi verificada por outros
estudos (GREGORY et al, 2011; SARDI et al.,, 2012mtretanto oS mesmos
trabalharam com cabras, e ainda assim obtiveraxa bateccao frente a infeccéo, o que
pode ser justificada pelo possivel diminuto nunaaopias do genoma viral presente
nas células do leite, uma vez que existe variagdoanga viral (BARQUERO et al.,
2013).

Neste experimento a deteccdo de DNA proviral pel@m foi de 16%, e isto pode
ser devido a baixa carga viral. Este fato se assovariabilidade na composicao celular
do leite, principalmente dos mondcitos, que albmrgaDNA proviral, que pode ser
causada por diversos fatores, influenciando nactdg@de diagnodstica do nPCR para LVC
no leite (RAVAZZOLO et al., 2006; GOMES et al., Z)1IBARBOSA et al., 2012,
BLACKLAWS, 2012).

A deteccéao de DNA proviral do LVC no leite de oasltomprovou a presenga de
células infectadas, entretanto ndo necessariaragmiesenca da particula viral no leite,
sugerindo a glandula mamaria como potencial vigdidgnacéo do LVC (RAVAZZOLO
et al., 2006; GREGORY et al., 2009a).

Ja foi comprovado que células portadoras do DNAvipab sdo capazes de
transmitir o virus (HERRMANN-HOESING et al., 200Assim, o leite de ovelhas
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infectadas com DNA pro-viral do LVC deve ser coesatlo quanto aos fatores de risco
no controle da enfermidade.

Destaca-se que ndo houve manifestacdo clinica @anmedade nas ovelhas,
inclusive os Uberes se mantiveram saudaveis dut@beo periodo de experimentacao,
descartando a possibilidade de mastite indurativgue esta de acordo com a baixa
replicagdo viral na glandula mamaéria, que dimirauncorréncia de lesées (GREGORY
et al.,, 2009b). Animais clinicamente saudaveis poder carga viral mais baixa
(RAVAZZOLO et al., 2006), e isto possivelmente ffish a discreta deteccdo de
positividade na nPCR.

Foi observada também a presenca de DNA proviréme/irus caprino em uma

amostra de sémen de carneiro, das 32 avaliadaslérah

Tabela 2. Resultados de PCRestedem amostras de sémen de quatro carneiros
experimentalmente infectadas com lentivirus capromhidas de abril de
2013 a abril de 2014.

Coleta
Carneiros 1 2 3 4 5 6 7 8
11 - - - - - - - -
12 - - - - - - - -
13 - - - - - - + -
14 - - - - - - - -

(-): Negativo; ¢): Positivo.

A presenca de DNA proviral de LVPR em sémen jadnawdo detectada em bodes
naturalmente e experimentalmente infectados. Indu®aula et al. (2009) verificaram
uma intermiténcia na positividade ao nPCR, aozaakstudos com caprinos infectados
com a mesma cepa deste experimento.

O exame fisico das ovelhas e dos carneiros nacondjualquer alteracéo clinica
condizente com infeccao por lentivirus. Esta auséte sintomatologia ja foi relatada
em outros estudos (BRITO, 2009; CAVALCANTE et aD13; SOUZA et al., 2015), e
pode estar associada a fatores como a patogeradildackepa viral para a espécie ovina,
uma vez que a mesma estava circulando apenas amosap nestes demonstrava
sintomatologia.Possivelmente ndo estabeleceu neoamatural de adaptacéo a espécie
ovina, corroborando com a auséncia de manifestel¢@oca (GREGORY et al., 2011;
RACHID et al., 2013).
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Vale ressaltar que algumagiasispéciesvirais sdo comprovadamente mais
adaptadas a caprinos e outras a ovinos, e queragéb nestas espécies ocorrem de
forma diferente, o que deve ser considerado napietiacdo dos resultados (SHAH et
al., 2004; SOUZA et al., 2012; RACHID e tal., 2013)

Ainda € importante ressaltar a possibilidade dasvientrar em estado de
quiescéncia, quando mantem o seu material geniétiegrado ao DNA nuclear, sem
entretanto ser ativado, ou ainda em ambiente ®itilr, mas sem ser integrado
(CAVALCANTE et al., 2013), o que justifica a ausiénde replicacéo, que estimularia
a manifestacgéo clinica.

Quanto a discreta deteccao de positividade no nB§IR pode ser devido a baixa
replicacédo viral nestes sitios de infec¢éo, e ptota capacidade de deteccdo do material
genético nos tecidos (BARQUERO et al., 2013), apedsdecido mamario ser sitio de
predilecao para a replicagcéo do lentivirus de peggieuminantes (RAVAZZOLO et al.,
2006; GREGORY et al., 2011).

E importante ainda considerar que quanto & detedeamaterial genético, os
lentivirus de pequenos ruminantes possuem a caisdcie denominada intermiténcia,
havendo alternancia entre positividade e negatiida depender da presenca de células
infectadas na amostra avaliada (ALVAREZ et al.,2AULA et al., 2009).

Em relacdo as sequéncias genéticas obtidas cogquersgamento das amostras
positivas na nPCR (Figura 1), verificou tratar-eesdquéncias do gegagdo lentivirus
caprino, ocorrendo algumas modificagbes de nudeosi no fragmento estudado
(FEITOSA et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

Com relacdo a homologia das sequéncias, verifieague as sequéncias de leite
das ovelhas 04 e 07 apresentaram 98% e 97% de dgimobm a CAEV Cork, e 90% e
88% com a cepa MVV K1514 respectivamente; quardecg@éncia obtida do sémen, a
mesma demonstrou 100% de homologia com a CAEV €&B% com a MVV K1514.
Isto pode ser explicado em decorréncia da selegposta pela compartimentalizagéo do
leite e do sémen sobre populacdes de lentivirusnca@VC). A compartimentalizacao
de quasispecieslos lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) érgehada como a
distingcéo genética dos LVPR isolados nos diversosldos animais, correspondentes as
sub-populagdes virais em um mesmo individuo (RAMARIEal., 2012).
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Figura 1. Sequéncias parciais do gegeag de lentivirus de pequenos ruminantes:
resultados obtidos da PGfestedem leite de ovelhas e sémen de carneiros
infectados com lentivirus caprino.

ll"lIIVI‘Il‘llllllllFllllIllllI!‘IIlll"‘t"l‘l‘|+lllIllllllll‘llllll

4590 500 510 520 530 540 8¢

Sémen/Camneiro 13T TCCAGCAACTGCAAARCAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGARAGGCAG!
Sangue/Cameiro 11 TTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGARAGGCAGT
Leite/Ovelha 04 TTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCCGAGGACTTTGARAGGCAGT
Sangue/Ovelha 04 TPCCAGCARCTGCARAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCCGAGGACTTTGARAGGCAGT
Leite/Ovelha 07 TTCCAGCAACTGCARACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCCGAGGACTTTGARAGGCAG]
Saneue/Ovelha07 TTCCAGCAACTGCARACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGAAAGGCAG
ERCNR}G1TTCCAGCAAC“GCPQLCPGTAGCQK“GCHGCKTGGCCTCGTG”C“GaGGrC“*TG;AAGGCAGT
CAEV-Cork TTCCAGCABCTGCAAACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGAAAGGCAG

||!+;l|‘|Il||rllv|||l!ltrll]llvr|II|||+||V||Il||ll|t|llul¢|rr!ill

550 560 570 580 550 600 610
Sémen/Caimeiro 13 GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACARGTARAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC
Sangue/Cameiro 11 GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC

Leite/Ovelha 04 GTTAGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC
Sangue/Ovelha04 GPTAGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTAAAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC
Leite/Ovelha 07 GTTAGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACCTACTAGAAGTATTGGCCCTGATGCC
Sangue/Ovelha07 GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACATACTAGRAAGTATTGGCCATGATGCC
BR/CNPC-Gl GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC
CAEV-Cotk GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACRAAGTARAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC

*Seta vermelha indica troca

m
|
m
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nucleotideo em &@acsequencia gendémica da cepa padrao CAEV Cork.

A comparagéo dos fragmentos obtidos fornece infod@s importantes quanto
aos sitios nucléicos modificados, e estas altesagddem estar associadas a mutacdes
que levariam a adaptacao da cepa viral ao hospedsitretanto, este experimento nao
foi suficiente para atestar tratar-se de mutagdowada a adaptacao. Vale ressaltar que
estas modificacdes podem influenciar no processepleacao viral (BARQUERO et
al., 2013).

Assim, verifica-se que varias sdo as caractersstjoa influenciam a transmisséo
do lentivirus, visto que a disseminacao da enfeadechdo é espécie-especifica, e estas
guasispeciesirais sdo intimamente ligadas aos mecanismosvdede da resposta
imune, decorrente de erros de transcricdo do RMa# pela transcriptase reversa, que
podem ser correlacionados com as modificacdes inasl®bservadas neste trabalho
(PASICK et al., 1998; GERMAIN e VALAS, 2006; REINét al., 2006).

CONCLUSOES

Foi detectado DNA proviral do lentivirus caprinolaite de ovelhas e no sémen de

carneiros infectados experimentalmente, sugerirgkinaa viabilidade da infeccéo

originalmente de caprinos em ovinos, apesar danaizs@le manifestacdo clinica. As



41

pequenas modificacdes observadas nas sequenciticgerobtidas sugerem que pode
ocorrer adaptacdo da cepa viral & nova espéciastet ga possibilidade de erros na
transcricdo génica. A possibilidade de retransnisisdinfeccao reflete sobre a atencéo

que deve ser dada para as medidas de controldeten&tade em pequenos ruminantes.
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Transmisséo do lentivirus caprino entre ovinos

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a transmissdo do lentsvide caprinos (LVC) entre
ovinos, foram utilizados 15 cordeiros distribuigas dois grupos experimentais. O grupo
exposto (GE) foi constituido por 10 cordeiros, nod® com suas maes, que foram
infectadas experimentalmente com LVC, tornandoesgtigas na PCRested(nPCR).

O grupo nao exposto (GN) caracterizou-se como gcoptrole e foi formado por cinco
cordeiros, mantidos com suas matrizes, negativias IpAC pelos testes imunoldgicos
(IDGA, ELISA e IB) e nPCR. Foram colhidas amostdes sangue mensalmente, do
nascimento a um ano de vida, totalizando 13 anwgtoa animal. O grupo GN se
manteve negativo aos testes durante todo o expaoméa no GE, trés individuos
apresentaram resultados positivos, sendo dois @GR @Rum nos testes imunoldgicos. As
amostras positivas na nPCR foram purificadas ess@ijadas, comprovando tratar-se de
lentivirus, grupo B1, com semelhanca a cepa CAEkKk GQuanto a via de transmissao,
apesar de ser mais provavel por ingestdo de letostro contaminado, néo foi possivel
descartar a possibilidade de transmisséo horizoi@al resultados comprovam a
transmissibilidade de cepa lentiviral caprina endreénos. Entretanto, os animais

infectados ndo demonstraram sintomatologia clinica.

Palavras-chave:Lentiviroses, CAEV, MVV, transmisséo interespécie
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Transmission of caprine lentivirus between sheep

ABSTRACT

In order to evaluate the transmission of caprinéveus (LVC) between sheep, 15
lambs were used into two experimental groups. Kpesed group (GE) consisted of 10
lambs kept with their mothers, that were experiraninfected with LVC, becoming
positive in the nested PCR (nPCR). The unexposedpg(GN) was characterized as a
control group and it was formed by five lambs kefih their mothers, negative for LVC
by immunological tests (AGID, ELISA and IB) and nRCBlood samples were taken
monthly from birth to one year of life, totaling E&mples per animal. The GN group
remained negative to the tests throughout the erpet. On the other hand, about GE
group, only three animals had positive results, invaPCR and one in immunological
tests. Positive samples in nPCR were purified asguenced, proving that this is
lentivirus similar to CAEV Cork strain. As the timission form, although it is more
likely by ingestion of contaminated milk and colosh, it has not been possible to discard
the possibility of horizontal transmission. Theules demonstrate the transmissibility of
caprine lentiviral strain between sheep. Howevaiedted animals showed no clinical

symptoms.

Keywords: Lentiviruses, CAEV, MVV, interspecies transmission
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INTRODUCAO

Os lentivirus sdo um grupo de virus de marcadaritapcia na medicina humana
e medicina veterinaria, por causarem sindromesngeggvas crbnicas e incuraveis.
Dentro deste grupo, inclui-se a lentivirose de icay3; denominada artrite-encefalite
caprina (CAE), e de ovinos, a pneumonia progressiraga ou maedi-visna (MV). Tanto
a lentivirose de caprinos como a de ovinos aprasentultiplas manifestacdes clinicas,
destacando-se a articular, a neurologica, a mamdria respiratoria, além do
emagrecimento progressivo (BLACKLAWS et al., 2012s principais vias de
transmissao sugeridas sao pelo contato com caoldsitey ar ou de agua contaminados e
a inalacao de secrecdes respiratorias. Esta tras@&opode ser tanto verticalmente, entre
a matriz e suas crias, quanto pelo contato dinetie @s animais, de forma horizontal
(PREZIUSO et al., 2004; SHAH et al., 2004; VILLOR#&\ al., 2013).

Em estudos das andlises gendmicas dos lentivinsgieenos ruminantes (LVPR),
observou-se um grupo heterogéneo de agentes vgof)@brangendo caprinos e ovinos,
ocorrendo ainda variacao de patogenicidade, caizatelo-se comqguasispéciesirais
(PASICK, 1998; BLACKLAWS et al., 2004). A partir sho, foi realizado um estudo
comprovando a transmissao do lentivirus caprinoG)-ara ovinos (SOUZA et al.,
2015), entretanto sem determinar a capacidade tdnsenissao desta infeccao entre
ovinos. Sendo assim, o0 presente estudo objetivaliaa\a transmissédo do lentivirus

caprino entre ovinos, a fim de esclarecer possingactos desta infeccéo.

MATERIAL E METODOS

O experiento foi conduzido no Centro Nacional degaesa de Caprinos e Ovinos
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria r@akCaprinos e Ovinos), situada
no municipio de Sobral — CE, sob aprovacéo do GodwtEtica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Vale do Acarau (nUmergamirp).

Para tal, foram estabelecidos trés espacos expudimdsolados, com distintas
populacdes: uma constituida por cabras leiteil@s gdais foram obtidos leite e colostro

a ser fornecido a populagcdo de ovinos. Um segumti@nho que foi infectado

experimentalmente pela ingestdo de colostro e ledgrino contaminado com o
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lentivirus; e um terceiro rebanho, constituido®pebrdeiros filhos do segundo rebanho,
dos quais foram obtidas as unidades experimergaig @studo.

A fim de verificar a transmisséo do lentivirus ¢aprentre ovinos, foram avaliados
quinze cordeiros mesticos de Santa Inés com MdYada; desde o nascimento até um
ano de vida, mantidos em baias de isolamento, edstando-se dois grupos
experimentais: o grupo exposto (GE) composto ear @brdeiros mantidos com suas
maes as quais foram infectadas experimentalment@ng a fase neonatal, com
lentivirus caprino, confirmado por PQfested(nPCR) e sequenciamento, a partir da
mamada de leite e colostro de cabras com CAE; aupogndo exposto (GN),
caracterizado como grupo controle, formado porcaioerdeiros, mantidos com suas
matrizes, negativas para LVC pelos testes de imfusdd em gel de agarose (IDGA),
ensaio imunoenzimatio (ELISA)hmunoblotting(IB) e reacdo em cadeia da polimerase
do tiponested(nPCR). Os cordeiros foram mantidos com suas m@i&ess 120 dias de
vida, quando foi realizado o desmame, e entéo feadss para novas baias de
isolamento.

Para avaliacdo da transmissdo, foram obtidas doassteas de sangue por
venopunc¢do da jugular em sistema a vacuo: uma coloebn tubos sem anticoagulante,
para obtencdo do soro sanguineo, o qual foi uitizeas técnicas soroldgicas de IDGA,
ELISA e IB; e outra com 10mL com anticoagulante TR, para obtencdo da papa de
leucécitos a ser utilizadas na extracdo de DNAstgpr técnica de nPCR. Os momentos
de coleta foram: a primeira até os cinco dias da,\& depois mensalmente até os doze
meses de idade dos animais, totalizando 13 amgxirasimal.

A papa de leucécitos foi obtida por centrifugac&osdngue total, tratado com
cloreto de amdnio, de acordo com protocolo suggraoeitosa et al. (2011). A partir
deste material, foi realizada a extracao de DNA) aso de cloreto de litio (GRIMBERG
et al., 1989). Posteriormente, realizou-se a téctcnPCR, seguindo-se a metodologia
descrita por Barlough et al. (1994) e modificada Andrioli et al. (2006). Para cada
reacao foi utilizado um controle negativo, condtitude agua ultrapura autoclavada, e
um controle positivo, oriundo de cultura de célldgamembrana sinovial infectada com
lentivirus, cepa B1.

Para a reacdo de nPCR foram utilizados dois parekgbnucleotideos iniciadores,

obtidos a partir de sequéncia da regido do gageda amostra de cepa padrao CAEV-
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Cork (SALTARELLI et al, 1990), sendo os iniciadere P1 (5'-

CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3) e P2 (5-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3) usados para obter ursaquéncia alvo de
297pb. Apos, utilizou-se iniciadores P3 (5-GTTCCBG

AACTGCAAACAGTAGCAATG-3') e P4 (5’ ACCTTTCTGCTTCTTCATTAATTT
CCC-3) na segunda amplificacdo, objetivando orfragto-alvo de 187pb (RIMSTAD
et al., 1993).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas emoiolador Programmable
Thermal Controller, PTC-100, MJ Research,.)nconstituindo um ciclo inicial de 94°C
por cinco minutos; seguidos de 35 ciclos: 94°C -mimuto, 56°C - um minuto, 72°C -
45 segundos; com extenséo final a 72°C por setatagnAs amostras amplificadas e os
controles positivo e negativo, juntamente com ocaor molecular (100pb - Ladder),
foram submetidos a eletroforese em gel de agar@%e em TBE (Tris, borato e EDTA
0,1X), corado com brometo de etidio e visualizamagransluminador de luz ultravioleta
(ANDRIOLI et al., 2006).

Para comparacao dos fragmentos de DNA positivodP@R, as amostras foram
sequénciadas na plataform®&pplied Biosystems® 3500 Genetic AnalyzEstas
sequéncias entdo foram alinhadas com us€ldetal W(THOMPSON et al., 1994),
utilizando o programBioEdit Sequence Alignment Edito(®ALL, 1999) e comparadas
com as sequéncias das cepas padrbes CAEV Cork eKyM, disponiveis no
GenBank sob a numeracdo M33677 e M60610, respewivz, além da sequéncia
obtida a partir da cepa circulante na Embrapa @apre Ovinos (BR/CNPC-G1),
classificada como subtipo B1

Além da realizacdo de técnica molecular, tambénanforutilizados testes
sorologicos, a fim de verificar a resposta imunmaglos cordeiros ao LVC. Para tal,
foram utilizadas trés diferentes técnicas, objetiNaverificar a capacidade de deteccao
das mesmas frente a infeccdo: a fim de testarbdidiede de utilizacdo no diagndstico,
a IDGA, uma vez que é a técnica utilizada e regataatda no pais; o ELISA, a fim de
aumentar a capacidade de deteccdo da resposta, ipnurser esta técnica mais sensivel
que a anterior (LIMA et al., 2013) elmmunoblotting(IB) como técnica confirmatoria,
por apresentar melhor desempenho diagnéstico desitrés (RODRIGUES et al., 2014).
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Para tanto, foram produzidos antigenos a partiuttovo secundario de membrana
sinovial caprina, inoculados com cepa padrao CAEBVKGPINHEIRO et al., 2006;
PINHEIRO et al., 2010). Para a IDGA foi utilizadatigeno ultrafiltrado (PINHEIRO et
al., 2010). No ELISA, fez-se uso do antigeno ob#duartir depelletde células tratado
com dodecil sulfato de sédio (SDS), seguindo o dette Torres et al. (2009). Para o
teste de IB, empregou-se o antigeno produzidota garultracentrifugacdo em colchéo
de sacarose (PINHEIRO et al., 2006).

Os testes de IDGA foram realizados em placas de plésticas (90x15mm),
contendo 13mL de gel de agarose a 1% em solucaa Sakfatada (PBS). O gel foi
perfurado com roseta metalica hexagonal, formamde gocos com capacidade para
25uL. No poco central foi colocado o antigeno pags periféricos foram preenchidos
com soros testes e padrao positivo, de forma miedta. As placas foram acondicionadas
em camara Umida, a 25°C. Realizaram-se as lettara¥2 horas, sobre fonte de luz com
fundo escuro, observando-se a formagao de linhgwetgpitacdo (PINHEIRO et al.,
2010).

O ELISA foi validado seguindo a metodologia descpior Pinheiro et al. (2006) e
Lima et al. (2013). Este teste foi conduzido enraptacas de polivinil de alta capacidade
de adsorcao, rigidas, com 96 poc¢os, com antigermmmeentracdo de 0,86mg/mL. A
sensibilizacao foi realizada com ¢hde antigeno por poco. Os soros foram diluidos na
proporcao 1:50 e testados em duplicata, e o codjugdlizado foi o anti-IgG ovino
marcado com peroxidase na diluicdo 1:1.500. Areifai realizada em filtro de 490nm.
Os resultados expressos obtidos em densidade fmtara transformados em percentual
do resultado médio de duas repeticbes com sorodgapositivo (percentual de
positividade — PP), variando de 0 a 100%. O poatoaiite de 25,35% foi estabelecido a
partir de amostras negativas testadas por IDGA @n&dia dos PP mais trés vezes o
desvio padréo).

Os testes de IB foram conduzidos de acordo comeRmlet al. (2011), com
modificacdes. Uma vez que o extrato antigénicaépiarado por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), realizou-se a transfei@para membrana de nitrocelulose
de forma passiva (CRUZ et al., 2003). Depois dgjiddo, a membrana foi dividida em
tiras a serem incubadas com os soros testes ®lesnpositivo e negativo, na diluicao de

1:50. Foi utilizado o conjugado anti-IgG ovino nado com peroxidase na diluicdo de
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1:15.000. Estabeleceram-se como positivos 0s sajas tiras apresentaram reacéo para
0 polipeptideo com peso molecular proximo a 28k&man base no padrdo de peso
molecular de proteinas (OLIVEIRA et al., 2008; PERIRO et al., 2011; SARDI et al.,
2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A transmissao do lentivirus caprino entre ovinaémfirmada a partir da PCR
nestedem duas das crias expostas (Tabela 1). Esteadsudomprovou a capacidade de
replicacdo viral do LVC em ovinos, tornando vidaetansmisséo para outros ovinos.

A discreta deteccao de positividade do GE na nPZLEO) pode ser justificada
pela baixa adaptacao da cepa viral aos ovinosdistreta replicacao viral, diminuindo
a capacidade de deteccdo do seu material gené&igcdenidos (BARQUERO et al.,
2013).

Quanto ao numero de testes NPCR positivos por dnesta resultado pode ser
explicado pela intermiténcia viral no sangue, jantificado por outros autores em
acompanhamentos de animais infectados (ALVAREZ g2@05; PAULA et al., 2009),

0 que néo significa auséncia de infecgéo.

Tabela 1. Resultados dos testes de P@@stedno sanguelmmunoblotting ELISA e
Imunodifusdo em gel de agarose no soro de magizess ovinas expostas e
nao expostas a lentivirose de origem caprina.

(Continua)
Grupo ndo exposto Grupo exposto
Matrizes Testes 21 22 23 24 25 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
nPCR - - - - -+ + + + + + + + + +
IB - - - - - + - - - - - - - -+
ELISA - - - - -+ - - - - - - - -+
IDGA - - - - - - - - - - - - - -+

(-): Negativo; ¢): Positivo.
nPCR: Reacdo em cadeia de polimerase nested; iBioloiotting; ELISA: Ensaio imunoenzimatico ligado
a enzima; IDGA: Imunodifusdo em gel de agarose.

Tabela 1. Resultados dos testes de P@@stedno sanguelmmunoblotting ELISA e
Imunodifusdo em gel de agarose no soro de magizess ovinas expostas e
nao expostas a lentivirose de origem caprina.

(Continuacéao) Grupo ndo exposto Grupo exposto
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Momento Teste 31 32 33 34 35 51 52 53 54 55 56 7D 72 73

5 dias nPCR - - -+ -
B - - - - e e e e e e e ey

ELSA - - - - - - - - - - - - - -
DGA - - - - - - - - - - - - - - 3

30 dias nPCR - - - - - - - . _ _ B " " "
1B - - - - - - - - - - - - - -

ELSA - - - - - - -
IDGA - - - - - - - - - - - - - - -
60 dias R - - - - o

B - - -

ELSA - - - - - - -

IDGA - - - - - - - - - - - - - - -
90 dias neCR__ - - - - - - - o

B - - e

ELSA - - - - - - - - - - - -

IDGA - - - - - - - - - - - - - - =
120 dias nCR__ - - - - - - -

B - - e

ELSA - - - - - - - - - - - -

IDGA - - - - - - - - - - - - - - =
150 dias nCR__ - - - - - - -

B - - e

ELISA - - - - - - - - - - -

IDGA - - - - - - - - - - - - -

180 dias nPCR - - e
B - - -
ELSA - - - - - - -
IDGA - - - - - - - - - - - - - - -
210 dias R - - - - o
B - - - e
ELSA - - - - - - e
IDGA - - - - - - - - - - - - - - =
240 dias neCR__ - - - - - - - -
B - - e
ELSA - - - - - - - - - - - - -
IDGA - - - - - - - - - - - - - - =
270 dias T
B - - e
ELSA - - - - - - - - - - - -
IDGA - - - - - - - - - - - - - - -
300 dias R - - - -
B - -
ELISA - - - - - - - - - - -
IDGA - - - - - - - - - - - - - -
330 dias R - - - - o
B - - -
ELSA - - - - - - - -
IDGA - - - - - - - - - - - - - - =
360 dias neCR__ - - - - - - - o
B - - e
ELSA - - - - - - - - - - - -
IDGA - - - - - - - - - - - - -

(-): Negativo; ¢): Positivo.
nPCR: Reacdo em cadeia de polimerase nested; iBidlofotting; ELISA: Ensaio imunoenzimatico ligado
a enzima; IDGA: Imunodifusdo em gel de agarose.

+

O comportamento do virus no ambiente intracelulari&vel, podendo este ficar
em um estado denominado de quiescéncia, quando A priNviral, mesmo que

integrado ao DNA celular, ndo seja ativado, podardo realizando a multiplicagéo



56

viral, ou ainda dentro da célula, sem se integGAVALCANTE et al., 2013;
BLACKLAWS, 2012; CRUZ et al., 2013).

Quanto aos testes realizados no GN, todos foegativos, comprovando nao
ter havido outra fonte de infeccdo, além das negrigositivas mantidas no grupo
exposto.

Todos o0s animais acompanhados no experimento naoifestaram
sintomatologia clinica condizente com a enfermid@®&DOSTITS et al., 2002). Esta
auséncia de sinais da infeccdo em animais compaovaate infectados pelos lentivirus
foi observada em outros estudos (BRITO, 2009; CACANTE et al., 2013; SOUZA
et al., 2015), o que neste caso pode estar canen em parte com a modificacdo da
espécie para a qual a cepa viral estava adaptadayez que o mesmo foi originalmente
veiculado a ovinos pelo colostro e leite caprinofoe capaz de causar sintomatologia
clinica nos caprinos (RACHID et al., 2013).

Em relacéo aos testes imunodiagnosticos, apenasdividuo (73) foi positivo
no IB, no primeiro més de vida, entretanto esteltado foi associado a transferéncia de
imunoglobulinas maternas, uma vez que os anticasposdos da imunidade passiva
para LVPR podem ser detectados por IB, no sorousaeg, até os 70 dias de idade, e
por Elisa e IDGA até os 50 dias (SOUZA et al., 2004resultado positivo no Elisa aos
300 dias foi atribuido a reacao inespecifica, twintlo um falso positivo, uma vez que
nao foi observada positividade no teste de IB,te gar o teste mais préximo do real
status sorologico do animal (LIMA et al., 2013)c#pacidade de deteccéo destes testes
esta diretamente relacionada ao nivel de repliceicalogque consiga gerar uma resposta
imune humoral (TORRES et al., 2009). Esta limitag@&mgnostica pode ser diminuida
por combinacao de diferentes métodos (BARQUERQ,&@13), entretanto como visto
neste experimento, a intermiténcia viral e soraagprecisam ser consideradas
(RAVAZZOLO et al., 2006; RACHID et al., 2013).

As amostras que obtiveram resultados positivos R@Rforam purificadas e
sequenciadas, a fim de se realizar a comparacaoasooepas originais de caprinos
(Figura 1).

Na observacgéo das sequéncias obtidas, foi pos&iiitar uma diferenca de 2%
da sequéncia do cordeiro 52, com relacdo a cepa@&@AEV Cork, o que indica uma
variacdo em ovinos. Esta alteracdo pode ser paagaot(BARQUERO et al., 2013),
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entretanto, sdo necessarios estudos mais minugasaesta afirmacéo, principalmente
porque o ovino 54 apresentou homologia de 100% o0o@®AEV Cork. Quanto a

similaridade com a cepa MVV K1514, a cria 52 apnese 89% de homologia, e a cria
54, 90%.

Figura 1. Sequéncias parciais do gegag de lentivirus de pequenos ruminantes:
resultados obtidos da PCRestedem ovinos infectados com lentivirus
caprino

|'l||IUI‘IIII'I‘!l'I‘I"II'I‘I'II“IIII'III'IllI'l‘llll"lllll’l]ll"

450 500 510 520 530 540 5

Cordeir 52 TTCCAGCAACTGCARACAGTAGCARTGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGARAGGCAG
Cordeiro 54 TTCCAGCRACTGCARACAGTAGCARATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGARAGGCAG
Br/eNpe-gl TTCCAGCARACTGCRARCAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGARAGGCAG
CAEV-Cok TTCCAGCAACTGCARACAGTAGCAATGCAGCATGGCCTCGTGTCTGAGGACTTTGARRAGGCAG

|'Illlll“l;ll'l'*lll‘llll!l]l|l¢|l|ll*l|ll||ll||l||l|l|ll[|'ll]l

550 560 570 580 590 600 610

Cordeiro 52 GTTGGCATATTATGCCACTACCTGGACRAGCARAGATATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCCI
Cordeiro 34 GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACATACTAGRAGTATTGGCCATGATGCC!
BR/CNPC-GI GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC!
CAEV-Cok GTTGGCATATTATGCTACTACCTGGACAAGTARAGACATACTAGAAGTATTGGCCATGATGCC!

lIl*ll*l'l’l|ll'l|llllIlll*ll"ll]l"llllll'llllIlll’lll'lllI'lll’I¢

610 620 630 640 650 660 670

Cordeiro 52 GCCRAGGGAATAGAGCTCARAAAGGAGCTAATTCAAGGGARATTARATGRAAGRRAGCAGRRAGGTA
Cordeiro 34 GCCTGGRARATAGAGCTCRAARAGGAGTTAARTTCAAGGGARATTARAATGAAGARAGCAGRRAGGTA
BR/CNPC-Gl GCCTGGAARARTAGAGCTCRAARAGGAGTTAATTCAAGGGARATTARATGAAGRAGCAGRAAGGTG
CAEV-Cork GCCTGGARRTAGAGCTCAARAAGGAGTTAATTCAAGGGARATTRAAATGAAGARGCAGARAGGTG

*Seta vermelha indica troca de nucleotideo em dal@;sequencia gendmica da cepa padrdo Caev Cork

Estes dados demonstraram que a transmissao e mliagsémdos lentivirus séo
mais complexas do que a hipotese de serem espspaeificos (GERMAIN e VALAS,
2006; REINA et al., 2006). Inclusive, a ocorréndésquasispeciegsta intimamente
ligada aos mecanismos de evaséao da resposta iprina#palmente a erros relacionados
a transcricdo do RNA viral pela transcriptase rexe(PASICK et al., 1998;
BLACKLAWS, 2012). Entretanto, este fato ndo conizaal questdo de algumas cepas
serem mais adaptadas a caprinos e outras a o@rguse a interacdo nestas espécies
ocorre de forma diferente (SHAH e tal., 2004; RADH! al., 2013).

CONCLUSOES
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Foi confirmada a transmissao do lentivirus capentve ovinos. Este resultado se
traduz no impacto epidemiologico da viabilidadeteaasmisséo interespécies, uma vez
que o virus foi repassado entre ovinos, apesafaléen sido possivel evidenciar a via de
transmissao, se vertical — a partir da mamada itl® éecolostro ou intrauterina, ou
horizontal, pelo contato com outras secrecdes ardtazes e crias. Apesar disso, as crias
infectadas durante um ano ndo demonstraram sintdogét clinica.
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Avaliacgéo clinica de ovinos infectados com lentiuils caprino

RESUMO

Com o objetivo de realizar a avaliagcdo clinica dénas experimentalmente
infectados com o lentivirus caprino (LVC), foramompanhadas ovelhas desde o
nascimento até 720 dias de vida. As ovelhas forastrimiidas em dois grupos
experimentais: grupo infectado - Gl (seis ovelhggeementalmente infectadas com
LVC) e grupo controle - GC (cinco ovelhas negatigpasa LVC). Para tal, os animais
foram continuamente avaliados clinicamente com jetiMo de se observar alteracdes
causadas pela enfermidade. Incluiu-se também a@abkalaboratoriais de bioquimica
clinica: parametros do perfil proteico (Proteinaic®Total — PST, Albumina — ALB,
Globulina — GLOB, Ureia e Creatinina - CREAT), derfd energético (Glicose — GLIC,
Colesterol — COLES, Triglicérides - TRIG) e de emas de avaliadores do metabolismo
hepatico (Gamaglutamiltransferase — GGT e Aspantaitootransferase - AST). Foram
realizadas 22 coletas durante o periodo de dois @mexperimento: do nascimento aos
720 dias de idade. Durante todo o periodo expetaheenhum animal do Gl manifestou
qualquer alteragdo clinica compativel com a enfdae. Os resultados das analises
bioguimicas demonstraram diferenca (p<0,05) naserdracdes de PST entre 0s grupos
no primeiro ano de experimento, onde o Gl apresewsdores superiores (p>0,05) ao
GC. Esta diferenca foi atribuida a superioridadeateentracdes das globulinas no Gl.
N&o houve diferencas uniformes ao longo do tempantp as médias de albumina, ureia,
creatinina, glicose, colesterol e triglicérides. a@io as avaliacbes das atividades
enzimaticas, os animais do Gl apresentaram vatleesGT inferiores ao GC, dos 150
aos 330 dias de vida, entretanto sem haver difareog valores de AST, diminuindo a
possibilidade de efeito no metabolismo hepéaticamdlilo-se, portanto, que a infeccao
experimental por LVC em ovinos ndo causou alteratifica manifesta como também

metabdlica nos parametros bioquimicos analisadesesevinos.

Palavras-chave Sintomatologia, transmisséo interespécies, binmai sérica.
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Clinical evaluation of sheep infected with caprindentivirus

ABSTRACT

In order to accomplish the clinical evaluation dfesp infected with caprine
lentivirus (LVC), sheep were followed from birth @0 days of life. The sheep were
divided into two groups: infected group - Gl (sikegp experimentally infected with
LVC) and control group - CG (five sheep negative f&YC). To this end, the animals
were evaluated clinically seeking to changes calgethe disease, and they had their
biochemical measurement values performed on thieiprprofile (Total Serum Protein
- PST, Albumin - ALB, Globulin - GLOB, Urea and Gtenine - CREAT), energy profile
(Glucose - GLIC, Cholesterol — COLES, TriglyceridesTRIG) and liver enzyme
evaluation (Gamma Glutamyl Transferase - GGT angafate Aminotransferase -
AST). Twenty two samples were taken during the ywars of evaluation, from birth to
720 days old. Throughout the experiment periodamnional of Gl showed any clinical
alteration consistent with the disease. The resflthe biochemical analysis showed
differences (p<0.05) in PST concentrations betwberfirst year of experiment groups
with Gl presenting higher values (p>0.05) than Gkis difference was attributed to the
superiority of the globulin values in Gl. There waro differences in the continuous
medium of albumin, urea, creatinine, glucose, ctel®| and triglycerides. As enzymatic
assessments, the Gl animals showed lower valuéCidrom 150 to 330 days of life,
but with no difference in AST values, reducing thessibility of effect on hepatic
metabolism. It follows, therefore, that the LVCenfion in sheep no caused physical

manifestation and metabolic changes or biochenpiaedmeters analyzed in sheep.

Keywords: Clinical signs, cross-infection, biochemistry garu
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INTRODUCAO

A ovinocultura tem papel fundamental na pecuarieiamal, apresentando um
crescimento significativo nas ultimas décadas. dtaito, frente a este melhoramento,
ocorre a disseminacéo de enfermidades outrora @swiths. Dentre estas, destaca-se a
lentivirose de pequenos ruminantes, que é respehpév prejuizos diretos e indiretos
nas criacbes em todo o mundo (BLACKLAWS, 2012; S@WZ al., 2012).

As lentiviroses de pequenos ruminantes sdo enfadesl provocadas pelos
Retrovirusdo génerd.entivirug que sa@uasispéciesirais Unicas que tém a capacidade
de infectar tanto ovinos quanto caprinos (SHAH.e2804). Sugere-se que as principais
vias de transmissao ocorrem pela ingestdo de omjdsite ou agua contaminados e
também pela inalacdo de secrecOes respiratorias tEansmissdo pode ocorrer
verticalmente entre a matriz e suas crias, como @@htato direto entre os animais, de
forma horizontal (BLACKLAWS et al., 2004; VILLORIAt al., 2013).

Por caracteristicas do proprio agente etiologicenermidade apresenta curso
cronico e progressivo, com alteragdes importact@a®sp a artrite, a encefalite, a mastite
e a pneumonia progressiva (LARA et al., 2005; BARERO et al., 2013), além de
linfadenopatias e emagrecimento progressivo, daedasolada ou simultanea (COSTA
et al., 2007). Entretanto, este emagrecimento vdderem animais infectados ainda nao
tem o seu mecanismo esclarecido, apesar de sbuidtria deficiéncia alimentar.
Todavia, estudos realizados em caprinos ident#ioatinfluéncia da infeccdo no
metabolismo orgéanico, caracterizado por menoreserdracdes séricas de albumina,
creatinina, ureia e glicose observadas em animgastados (DIAS, 2011).

As alteracdes clinicas séo relacionadas a infdrapflamatoria crénica nos
tecidos, e a persistente estimulacdo antigénicdermo formar ndcleos de agregacao
celular, principalmente com linfécitos, plasmécieomacréfagos, na glandula mamaria,
nos pulmdes, nas articulaces e até no sistemastepentral, neste mais frequente em
animais jovens. Outros 6rgaos podem também seredimoe como os rins, o figado e o
coragdo (PASICK, 1998; ANGELOPOULOU et al.,, 2006REB_LOU et al., 2007,
BENAVIDES et al., 2013). Contudo, a heterogeneiddakecepas virais pode determinar
a manifestacdo clinica, tratando-se de cepas riralentas e mais adaptadas a espécie
(BENAVIDES et al., 2013).
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Em virtude de serem escassas as informacdes medaeis a influéncia do lentivirus
no metabolismo de ovinos, este trabalho objetiaiavclinicamente ovinos infectados

com o lentivirus originalmente de caprinos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro Nacional dsdgaisa de Caprinos e Ovinos
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria r@pabCaprinos e Ovinos), no
municipio de Sobral (CE), sob aprovacio do Consté&tica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Vale do Acarau (nUmerdZuirR).

Foram utilizadas onze ovelhas mesticas de Sansaclm@& Morada Nova, criadas
intesivamente em baias experimentais, divididasdeis grupos experimentais: Grupo
Infectado (GI), constituido por seis ovelhas quarfoinfectadas com lentivirus caprino
(LVC) a partir da mamada de colostro caprino, g@@@ontrole (GC), formado por cinco
ovelhas de mesmo padrdo racial e idade, negatieas lentivirus de pequenos
ruminantes, mantida nas mesmas condi¢cdes expedimepute o Gl. Ressalta-se que 0s
dois grupos experimentais foram acompanhados qaasua condi¢do de infec¢éo pelos
testes de Reagcdo em Cadeia de Polimerase doegped nPCR) dmmunoblotting1B).

Todos os animais foram monitorados de forma cotestan examinados
clinicamente quanto a presenca de sinais clinisescéados a lentivirose de pequenos
ruminantes e outras enfermidades que pudessem comefar a sanidade dos mesmos.

Estabeleceram-se 22 momentos de coleta de sanguecpizacdo das analises
bioquimicas, IB e nPCR,as quais foram realizadasseguintes periodos: 0 ( logo ap6s
0 nascimento e antes da mamada do colostro),15, 30, 50, 70, 90, 120, 150, 180, 210,
240, 270, 300, 330, 390, 480, 520, 570, 630, 728 deé vida.

As amostras de sangue foram obtidas por venopulgfiogular apos limpeza e
antissepsia, utilizando sistema a vacuo, colheed®mL de sangue em tubos contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para obenda papa de leucécitos, necessaria
para extracdo de DNA e teste de nPCR; e tmL semoagtulante, para serem
centrifugados (3.000G) a fim de se obter o sorondicionado a -20°C, para realizacao

das andlises bioquimicas e IB.
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O desmame dos animais de ambos os grupos foiadalaos 90 dias de vida, 0s
quais continuaram mantidos em baias separadastduoalo o experimento, até os 720
dias de vida, sob 0 mesmo manejo nutricional e&ami

Os grupos foram avaliados clinicamente e monits g IB e nPCR, bem como
foram realizadas dosagens dos constituintes dd pesteico (Proteina Sérica Total -
PST, Albumina - ALB, Globulinas - GLOB, Ureia e @timina - CREAT), do perfil
energético (Glicose - GLIC, Colesterol - COLES @llaérides - TRIG) e da atividade
de enzimas avaliadoras do metabolismo hepaticaif@sp aminotransferase - ASke
glutamiltransferase - GGT).

As amostras obtidas com anticoagulante foram ¢egéilas e tratadas com cloreto
de amoénio para obtencdo da papa de leucdcitos FFATet al., 2011), a qual foi
submetida a protocolo de extracdo de DNA (GRIMBERGl., 1989), que entdo foi
utilizada na nPCR.

A metodologia utilizada para nPCR foi realizadgusedo Barlough et al. (1994)
modificada po Andrioli et al. (2006). Utilizaram-slois pares de oligonucleotideos
iniciadores, obtidos a partir de sequéncia da cedi@ genegag da amostra de cepa
padrdo CAEV-Cork (SALTARELLI et al.,, 1990), sends dniciadores P1 (5'-
CAAGCAGCAGGAGGGAG AAGCTG-3) e P2 (5-
TCCTACCCCCATAATTTGATCCAC-3’) usados para obter uragaéncia alvo de
297pb. Apoés, se fez uso dos iniciadores P3 (5-GTAGC
AACTGCAAACAGTAGCAATG-3) e P4 (5’ACCTTTCTGCTTCTTCATTAATTT
CCC-3) na segunda amplificacdo, objetivando orfragto-alvo de 187pb (RIMSTAD
et al., 1993).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas emoiolador Programmable
Thermal Controller, PTC-100, MJ Research, )nconstituindo um ciclo inicial de 94°C
por cinco minutos; seguidos de 35 ciclos: 94°Cmiduto, 56°C - 1 minuto, 72°C - 45
segundos; com extenséo final a 72°C por sete nend® amostras amplificadas e os
controles positivo e negativo, juntamente com ocador molecular, foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 2% em TBE @larato e EDTA 0,1X), coradas com
brometo de etidio e visualizadas em translumindeoluz ultravioleta (ANDRIOLI et
al., 2006).
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As amostras de soro foram utilizadas nas dosag@mpiitmicas e no teste
imunoldgico de IB. Para tal, foi produzido antigem@artir do cultivo secundario de
membrana sinovial caprina, inoculado com cepa pa@rEV-Cork, empregando-se a
técnica de producao a partir da ultracentrifugagficolchao de sacarose (PINHEIRO et
al., 2006; PINHEIRO et al., 2010).

Os testes de IB foram conduzidos de acordo comeRmébt al. (2011) modificado
por Rodrigues et al. (2014). Uma vez separandoasipas antigénicas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), ocorreu a dfaréncia para membrana de
nitrocelulose de forma passiva (CRUZ et al., 2083)diluicbes utilizadas para soro e
conjugado foram de 1:50 e 1:15.000, respectivaménhteste foi considerado positivo
guando ocorreu reacdo ao polipeptideo com pesocuaiateaproximado de 28kDa,
utilizando como controle as tiras de soros posginegativo, bem como o padrao de peso
molecular de proteinas (OLIVEIRA et al., 2008; SARDal., 2012).

As analises bioquimicas foram realizadas utilizaseldkits comerciais de acordo
com a metodologia descrita pelo fabricante (DYle&s determinagdes da proteina sérica
total e da albumina foram realizadas por metodakgblorimétricas; a ureia, glicose,
colesterol e triglicérides por metodos enzimaticas; a creatinina, aspartato
aminotransferase e gamaglutamiltransferase porduogtcinéticos. As concentracdes
séricas de ureia foram determinadas em analisadnoggiimico semi-automatico
Bioplus 2000 (Bioplu®) e os demais parametros senguineos no sistenraatiztado de
bioquimica SBA 200 (Celf). Os valores da concentracdo de globulina foratidabh a
partir da diferenca entre a concentragdo da pt&rca total e a albumina (SILVA et
al., 2007).

Os valores dos metabolitos obtidos nas determisad@iequimicas foram
submetidos a analise estatistica pela prova de Méniey, a fim de verificar
diferencas entre as médias dos grupos infectadongote, dentro de um mesmo
momento avaliado. Para identificar diferencas eagmmaiores e menores medias de cada
grupo em cada fase, foi utilizada a prova estasiste Wilcoxon. Para todas as analises,

foram considerados 95% de nivel de confianca (30,0

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Durante a realizagdo do experimento nenhum dos ainapresentou
sintomatologia clinica, e esta observacdo encaatrde acordo com o carater lento e
cronico da enfermidade (BLACKLAWS, 2012; BARQUEROag, 2013). Os animais
do grupo controle (GC) mantiveram-se negativosatod os momentos avaliados, tanto
pelo nPCR quanto pelo IB. Em relagéo ao Gl, tatoanimais expostos ao LVC foram
positivos na nPCR (Tabela 1), confirmando a infeai@s animais.

A positividade na nPCR nédo se manteve constarddegstar relacionada a propria
patogenia do virus, que apresenta oscilacdo nerelenominada de intermiténcia
viral (CAVALCANTE et al., 2013; SOUZA et al., 2019 ssa oscilacao na presenca do
DNA proviral no sangue circulante ja foi descrita eutros estudos, e € associada a
variacdo na replicacéo viral (ALVAREZ et al., 20B.ACKLAWS, 2012).

A presenca de anticorpos nos momentos iniciaisiédas 24 horas até os 70 dias
de vida) esta associada a tranferéncia de imunigadeiva, uma vez que o0 grupo
infectado recebepool de colostro de cabras infectadas que estavamndspdo a
infeccdo, ou seja, com uma carga elevada de imobolghas especificas para lentivirus
(SOUZA et al., 2014).

Entretanto, a presenca de anticorpos no colostr@m@paz de neutralizar o virus,
podendo inclusive facilitar a penetracdo desteétala; por facilitar a ligacdo entre a
particula viral e as células alvo, a partir de pemees especificos para a linha monocitaria,
aumentando assim a taxa de infeccdo (BLACKLAWS.gP812).

Os resultados da média dos valores das dosageqsirnioas realizadas, para
ambos os grupos Gl e GC, estdo apresentados nmasfigue se seguem: Figura 1 -
proteina sérica total — PST, albumina — ALB e glota— GLOB; Figura 2 - ureia; Figura
3- creatinina; Figura 4 - glicose (GLIC), colestf@OLES) e triglicerides (TRIG); e
Figura 5 - enzimas de avaliagdo hepatica AST e GGT.

A partir da avaliacdo da dindmica de PST é possesdicar que os dois grupos
apresentaram variacdes importantes do periodo stonmanto as 24 horas de vida. Isto
se deve, principalmente, pela elevacdo dos valteeglobulina, em consequéncia da
substancial absorgéo de imunoglobulinas do col@StovA et al., 2007; SILVA et al.,
2010; ELOY et al., 2013). Contudo, nota-se que elest® dia até os 330 dias do estudo,

o Gl apresentou valores de PST superiores (p<Qrid&almente, esta dinamica pode ser
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justificada pela diferenca de qualidade dos cabssingeridos, entretanto, por este
comportamento ser duradouro, pode ser associasia@s de infeccdo do Gl.

Tabela 1 —Resultados dos testeaamunoblotting(IB) e PCRnested(nPCR) de
cordeiros infectados pelo lentivirus caprino, aipala ingestdo de colostro de cabras
positivas, realizados do nascimentos aos 720 diasadle.

Momentos Testes Animais
(em dias)* 1 2 3 4 5 6
0 B - . N N N -
nPCR
1B + + + + + +
1 nPCR = = =
1B + + + + + +
7 nPCR - + + + + +
1B + + + + + +
15 nPCR + . -
1B + + + + + +
30 nPCR = = +
1B + + + + + +
50 nPCR = 5 m
1B + + + + - +
70 nPCR - -
90 1B = . . . . .
nPCR - : 2 . + m
IB - - - - - -
120 nPCR - + + - +
1B - N - . N -
150 nPCR + + + + + +
IB - - - - - -
180 nPCR
IB
210 nPCR
1B N - N - N +
240 nPCR = = = = = =
1B - - - - - +
270 nPCR - = 2 - . +
B - - - - - +
300 nPCR - - - - - =
B +
330 nPCR
1B +
390 nPCR = =
1B + +
480 nPCR + +
B - +
520 nPCR +
1B +
570 nPCR +
1B +
630 nPCR +
B +
720 nPCR +

(-) negativo; ) positivo
*Momentos a partir do nascimento.

Observa-se, ainda, que desde a ingestdo do colostmenores valores de PST
foram registrados aos 50 dias, que valida a treggafieia de imunidade passiva, por estar

de acordo com o catabolismo das globulinas ad@sifpdssivamente via colostro e inicio
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da sintese enddgena, uma vez que as médias dossvd albumina ndo apresentam
diferenca significativa entre eles (SILVA et aD1D).

Entretanto, apesar do acréscimo nos niveis de REI0B em ambos o0s grupos a
partir dos 70 dias, nota-se no Gl um novo decliaags 150 dias de vida, sem alteracao
dos valores de albumina, portanto podendo tratdeseicio de uma resposta efetiva do
organismo a agentes patogénicos, estando vincaladmumento de proteinas de fase
aguda, globulinas ou proteinas do sistema complemegue se justifica com o status da
infeccdo no grupo, inclusive com retorno da posiéide na nPCR.

E possivel ainda perceber que a partir dos 39Qalagrupos experimentais deixam
de apresentar diferencas (p<0,05) entre os vatled3ST, 0 que ressalta a auséncia de
correlacéo direta entre a infeccdo por LVC e o bwismo proteico neste periodo, apesar
de estudos com caprinos e felinos infectados camivieus apontarem para uma
diminuic&o nos valores médios de albumina frerteimais sadios, atribuido a um menor
metabolismo hepatico em processos inflamatériosDRIGUES et al., 2007; DIAS,
2011), entretanto este comportamento so foi obgeraos 720 dias.

Esta diferenca de dinamica nos metabolitos pradremte ao observado em outros
estudos pode estar associada a auséncia de scgos@mvnacica observada nos outros
estudos, o que possivelmente altera a influénctalméca causada pelo LVPR, uma vez
gue algumas das lesfes causadas pelo virus devamesposta imunolégica frente a
infeccao.

Quanto aos valores obtidos das médias de urem@&@edtinina, foram observadas
apenas diferencas (p<0,05) pontuais, portanto aderp ser associadas a infec¢ao entre
0S grupos experimentais. Entretanto, Dias (200%ific@u diminuicdo nos valores
meédios de ureia e creatinina em cabras adultapesitivas para LVPR na realizacao da

sua pesquisa.



74

Figura 1 — Média dos valores obtidos nas dosagens séroaoteina sérica total — PST, albumina — ALB dglima — GLOB, em cordeiros
lentivirus caprino (Gl) e cordeira® grupo controle (GC), do nascimento aos 720 diks vida.

infectados com
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——PST GI 3,18 8.33a 6.32a 6.40a 6.38a 5.97a 6.43a 6,03a 5.87a 5,78a 6.10a 7.15a 6.62a 7.10a 6.92a 4.93a 4.23 4.25 495 460 5,72 6.35
-i-PST GC 3,16 5.94b 4,680 4.38b 4.,28b 4,22b 5,600 4,28b 4,06b 4,26b 4,240 4.26b 4,120 4,18b 4,.46b 4.44b 4,50 448 5,02 480 512 6.94
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——GLOB GC 0,56 3,72b 2.14b 1.46b 1,16b 1.30b 2.66b 1.46b 1,940 1,92b 1.54b 1,380 1.32b 1.46b 1,760 1,40 1.44b 1.62b 1.88 1.86 1.88 3.30
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Figura 2 — Média dos valores obtidos nas dosagens sércamedh em cordeiros infectados com lentivirusinadiGl) e cordeiros do
grupo controle (GC), do nascimento aos 720 diasdie
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Figura 3 — Média dos valores obtidos nas dosagens sércasedtinina em cordeiros infectados com lentivéaysino (Gl) e cordeiros do
grupo controle (GC), do nascimento aos 720 diasdie
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Figura 4 — Média dos valores obtidos nas dosagens sémcgiscdse — Glic, triglicérides — Trig e colesterdColes, em cordeiros infectados

com lentivirus caprino (Gl) e cordeiros do grupatoole (GC), do nascimento aos 720 dias de vida.
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Figura 5 — Média dos valores obtidos nas dosagens sérigaatiddade das enzimas aspartato amino-transfdieS&) e gama-
glutamiltransferase (GGT), em cordeiros infectadom lentivirus caprino (Gl) e cordeiros do grupateole (GC), do
nascimento aos 720 dias de vida.
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Houve um aumento da concentracdo de creatininaagamento as 24 horas de
vida, 0 que esta de acordo com o aumento da mgtat@®b muscular, verificado na
elevada concentracdo deste metabdlito no momenpaudo, e que se estabiliza a partir
do primeiro dia de vida, com a funcionalidade reAalinamica da ureia ja se apresenta
inversa, uma vez que, possivelmente, sofreu infia&a absorcao colostral, ja que nesta
idade o rimen ainda € hipofuncional (PUGH et &04.

Quanto aos componentes do perfil energético awaifidigura 4), destaca-se que
as 24 horas de vida, os animais dos dois grupesampiam elevacao dos valores médios
de glicose, colesterol e triglicérides. Dinamicanskhante foi observado no estudo do
lipidograma de cabritos (GREGORY et al., 2009)ieataobuido a mamada do colostro.

Quanto aos valores médios de glicose, observarieserttas (p<0,05) a partir dos
210 dias, quando o GI apresenta médias superioré¥Ca que se acentuaram com o
passar do tempo, entretanto por ndo ter uma terdémmportamental de acréscimo ou
decréscimo, ndo se pode afirmar que esta difer@mckeva exclusivamente a infecgéo,
visto que este metabdlito apresenta grande variadaadual.

Em relacdo as enzimas de avaliacdo do metaboligpatibo, inicialmente nao
foram observadas diferencas entre 0os grupos exgetais, porém verificou-se elevagao
de AST e GGT do nascimento para as primeiras 2dshde vida, diminuindo com o
avancar da idade. Esta dinamica foi atribuida &st&p de colostro, sendo inclusive
considerada a GGT como um excelente marcador p@mransferéncia de imunidade
passiva em ruminantes (SILVA et al., 2007; KOWALSKAI., 2013).

Ainda quanto aos valores obtidos para a GGT, fespwl verificar que existiu
diferenca (p<0,05) entre os grupos experimentassld0 aos 240 dias: nestes momentos
houveram diferencas (p<0,05) das globulinas ersfesegrupos, o que sugere elevacao
da atividade enzimatica devido ao grande estirmtigé&nico no Gl, associada a um pico
de deteccdo na nPCR. No entanto, por ndo ter stidoadiferencas na evolucdo
temporal, sdo necessarios mais estudos para estlasta dinamica.

Durante os 720 dias de experimentacdo, ndo forademsiadas manifestacbes
clinicas da lentivirose caprina em ovinos. Apesarsgérem verificadas diferencas
(p<0,05) entre os grupos experimentais quanto saggms bioquimicas dos metabdlitos
avaliados, todos os valores encontraram-se dentiotérvalo de normalidade previsto
por Kaneko et al. (2008).

E importante salientar que sdo necessarios estggesito ao grau de

adaptabilidade desta cepa a espécie ovina, paisnéstfere na persisténcia da infeccéo,
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e portanto na taxa de soroconversao e manifestéigéza, e por conseguinte pode alterar

a influéncia da infeccdo nos metabolitos estudados.

CONCLUSOES

Neste trabalho até o presente momento néo forastatadas alteracdes
clinicas manifestas em ovinos infectados com avigns caprino, e por isso sugere-se a
continuidade do acompannhamento. Nao foram vedifisalteracdes dos parametros da
bioquimica sérica que possam ser unicamente ateabw infeccao pelo lentivirus

caprino em ovinos.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

Considerando o que foi verificado neste estudo,aslmmao que ja existe na
literatura, € possivel confirmar a grande compladé da lentivirose de pequenos
ruminantes, desde a sua infeccdo silenciosa, Eampa@s pelo dificil diagnostico,
acrescentado a uma variada possibilidade de trasdmijuntamente com as minuciosas

medidas de controle.

Essa infecgé@o pode levar inicialmente a menoreadtop na saude dos animais,
entretanto com as possibilidades de adaptacédo, Womlem ocorrer mutacbes que
intensifiguem a viruléncia para espécie , 0 quienegaria a resposta imunoldgica, e por
conseguinte a manifestacao clinica da enfermida@sta, associada a diferentes perdas,
tanto diretas, principalmente devido a artrite, wt&s pneumonia, encefalite e
emagrecimento progressivo; quanto indiretas, pgositdes de barreiras comerciais

para transito de animais e seu material genétiasoalas biotecnologias da reproducéo.

Com relagdo a transmisséao, é importante salien@agnamada do colostro ndo
protege o0 neonato do virus, como pode se pensaralimente, inclusive as
imunoglobulinas facilitam a entrada do virus ndsllaé-alvo. Ressalta-se ainda que o
DNA pré-viral contido nas células presentes no stnto sdo capazes de infectar o
individuo, inviabilizando, portanto o uso de cotogermicamente tratado.

Apesar da mamada natural de leite e colostro gesiderada a principal via de
transmissao do lentivirus, foi possivel verificaea contato direto dos animais pode ser

tanto ou mais eficaz na transmissao da enfermidade.

Outro fator a destacar € a infeccéo interespégigsfoi comprovada, e pode ser
outro entrave no controle da infecgéo, uma vezogoemportamento da doenga em um
animal recém infectado com cepa heterdloga podditmenciado, onde a conversao
sorologica € quase inexistente, e o periodo dedaéode ser longo. Entretanto em
determinados estados fisiologicos, principalmergesttess, como a puberdade e a

gestacao, a multiplicacdo viral pode ser poterrzdh.
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Além disso, ressalta-se a possibilidade de commpentializacéo viral, quando a
infecco e replicagdo ficam restritas a determisaigéos, como a glandula mamaria e
o testiculos, facilitando a disseminacdo, sem &mte, serem detectadas na corrente

sanguinea.

O uso de recursos diagnoésticos sorologicos awndlidiminuicdo da positividade
do rebanho, inclusive diminuindo as manifestacdgscas no rebanho, mas com o
avancar do tempo, imagina-se que a mutacao vil@ala¥ecida para uma infeccao que
nao estimule uma resposta soroldgica, entretantofe@cdo € comprovada com a

utilizacdo de técnicas de diagnostico molecular.

Assim, sdo necessarias campanhas de atualizag@assituacio da lentivirose
no pais, de forma a esclarecer as possibilidadesisive, da transmissao interespécies,

uma vez que muitas das criagdes sao consorciattasaprinos e ovinos.
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